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Desoxirriboendonucleasa de Streptomyces antibioti-

cus CECT 3213. \L
Se describe una nueva nucleasa que hidroliza pre-

ferentemente el acido desoxirribonucleico (ADN) de
cadena doble por regiones de tres o mas guaninas,
cortando mayoritariamente ente la tercera y la cuarta
y minoritariamente entre la segunda y la tercera y
entre la cuarta y la quinta, como se muestra en el
esquema adjunto:

Otras secuencias del tipo d(GGGJGA), d(GGGJGC),
d(GGGLGT), d(GCG|GN), d(GGGJA), d(GTGLG),
d(GAGLG), d(GGGJT), d(GCGJA), d(GC|G), d(GC
1 A), d(GGJG), d(GC|T), d(GGJT), donde p es un
residuo de fosfato, G es guanina, C es citosina, A
es adenina, T es timina y N es cualquier base, son
cortadas en la posicidn indicada por la flecha, con
menor preferencia.

El enzima se obtiene mediante un proceso de pu-
rificacién especifico a partir de cultivos de la cepa
Streptomyces antibioticus CECT 3213.
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DESCRIPCION

Desoxirriboendonucleasa de Streptomyces an-
tibioticus CECT 3213.

Estado de la técnica

Hemos purificado y caracterizado una nu-
cleasa, no descrita previamente, a partir de la
cepa bacteriana Streptomyces antibioticus CECT
3213. En la dltima edicién de Nomenclatura En-
ziméatica, del Comité de la Unién Internacional
de Bioquimica y Biologia Molecular (Enzyme No-
menclature TUBMB, Academic Press, 1992) se
describen todas las nucleasas de las que se po-
see informacién suficiente para ser clasificadas e
incorporadas a la lista del Comité de Nomencla-
tura de la IUBE. Bajo el epigrafe 3.1.21 se des-
criben las endodesoxirribonucleasas que producen
fosfomonoesteres 5’. Estas comprenden la desoxi-
rribonucleasa I y similares, la desoxirribonucleasa
IV y similares y las desoxirribonucleasas de res-
triccion de tipo I, IT y III. Mientras que las pri-
meras cortan el dcido desoxirribonucleico (ADN)
sin tener una especificidad de secuencia, los tres
dltimos grupos reconocen secuencias especificas
en el ADN, cortando dentro o fuera de ellas. Una
relacién detallada de las nucleasas descritas en
Escherichia coliy otros organismos procariotas y
eucariotas se encuentra también en el trabajo de
Linn et al. (Nucleases, Second Edition, Edited
by S.M.Linn, R.S.Lloyd and R.J.Roberts, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1993). En este
texto se citan también las nucleasas que se produ-
cen comercialmente asi como sus aplicaciones mas
usuales en el laboratorio. Las nucleasas mas uti-
lizadas comercialmente son las endonucleasas de
restriccion de tipo II, de las cuales alrededor de
275 enzimas de este tipo son disponibles comer-
cialmente en la actualidad (Bhagwat, A.S. Me-
thods in Enzymol. 216, 199-224, 1992). Otras
DNasas, aun sin ser endonucleasas de restriccién,
han encontrado también un importante ntmero
de aplicaciones en ese tipo de estudios (como por
ejemplo, la desoxirriboendonucleasa I de pancreas
bovino, exonucleasas I y III de E. coli, nucleasa
P1 de Penicillium, nucleasa S1 de Aspergillus,
nucleasa Bal31 de Alteromonas, nucleasa S7 de
Staphylococcus aureus, nucleasa de judia, fosfo-
diesterasas I de veneno de serpiente y III de bazo
bovino), todas ellas presentes en los catdlogos co-
merciales de las casas suministradoras.

Un estudio de las referencias bibliograficas pu-
blicadas posteriormente a las fechas indicadas an-
tes nos ha mostrado que la situacién en cuanto a
los tipos y caracteristicas de las nucleasas conoci-
das no ha variado sustancialmente de lo descrito.
En las referencias bibliograficas individuales para
cada enzima consultadas, se detallan tanto los
métodos de purificacién utilizados en cada caso
como las caracteristicas bioquimicas de las dis-
tintas nucleasas. Ninguno de esos procesos com-
pletos, tal y como se describen en las distintas
publicaciones es aplicable para purificar satisfac-
toriamente el enzima objeto de la patente por lo
que hubo que desarrollar un esquema nuevo. La
amplia base documental disponible, ademés de la
comunicacién personal con algunos de los auto-
res de los trabajos cientificos mencionados antes,
a través de congresos, reuniones y proyectos con-
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juntos, nos ha permitido en primer lugar tener
una perspectiva clara del estado de la técnica an-
terior a nuestros trabajos en cuanto a la existencia
y caracteristicas de las nucleasas conocidas hasta
la fecha y en segundo lugar el desarrollo de un
proceso especifico de purificacion de 12 nucleasa
de Streptomyces antibioticus estudiada por noso-
tros y su caracterizacion posterior. Estos puntos
se resumen a continuacién.

1.- La nucleasa de S. antibioticus ha sido ais-
lada siguiendo etapas particulares y proce-
dimientos concretos descritos previamente
por otros autores para varias de la nucleasas
citadas arriba, ya que, como hemos mencio-
nado no existe un proceso general de puri-
ficacion aplicable a todas las nucleasas. De
este modo, las condiciones de aplicacién de
cada paso especifico de purificacién (descri-
tos detalladamente en la seccidn correspon-
diente) asi como el orden de aplicacién de
estos procesos difieren de todos los publica-
dos para otras nucleasas y por lo tanto el
proceso en su conjunto se puede considerar
original.

2.- El estudio detallado de las caracteristicas de
la nucleasa indicé que este enzima hidroliza
ADN endonucleoliticamente dejando extre-
mos terminados en 3-OH y 5-P (se de-
talla en la seccién descriptiva), por lo que
se incluye, junto con otras nucleasas, den-
tro del grupo EC 3.1.21 del Comité Inter-
nacional de Nomenclatura de la IUB, ci-
tado arriba. El enzima, como detallaremos
en otra seccién, requiere Mg?T lo cual es
comun para las endonucleasas de restriccién
de tipo I, II y III, incluidas en ese mismo
grupo. Lo que distingue claramente la nu-
cleasa aislada por nosotros del resto de los
enzimas de ese grupo es que el enzima de
S. antibioticus muestra una preferencia de
corte hacia regiones concretas del ADN (de
tres o mas guaninas contiguas; detallado en
la seccién de descripcién), sin que la espe-
cificidad llegue a ser tan estricta como en
el caso de las nucleasas de tipo I, II 6 III
ya mencionadas. Esta peculiaridad le dis-
tingue también del resto de nucleasas de
otros grupos, denominadas “inespecificas”
por no reconocer secuencias de bases deter-
minadas para la hidrolisis. Solamente existe
un grupo de nucleasas, aisladas de mitocon-
drias y nucleos de tejidos bovino y de rata
(Low, R.L., Cummings, O.W. and King,
T.C. J. Biol. Chem. 262, 16164-16170,
1987; Ruiz-Carrillo, A. and Renaud, J.
EMBO J. 6, 401-407, 1987; Low, R.L., Bu-
zan, J.M. and Couper, C.L. 16, 6427-6445,
1988; Gottlieb, J. and Muzyczka, N. J. Biol.
Chem. 265, 10842-10850, 1990) que presen-
tan una cierta analogia con el enzima de S.
antibioticus. Estas semejanzas se refieren a
la hidrdlisis preferente del ADN en regiones
(dG),.(dC),, la produccién de fragmentos
con terminaciones 5’-fosfomonoester y el re-
querimiento de Mg?* para la hidrélisis. Sin
embargo, existen diferencias claras: las re-
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giones (dG),,.(dC), cortadas deben ser igua-
les o0 mas largas que 9 residuos seguidos (lo
que no ocurre con nuestro enzima) y la ca-
dena de citosina es cortada (tampoco sucede
en nuestro caso).

Descripcion del invento

Se ha elaborado un proceso de purificacién a
homogeneidad de la endonucleasa detectada pre-
viamente por nosotros en la cepa anterior de S.
antibioticus. El anélisis posterior de este enzima
una vez purificado puso en evidencia que poseia
una especificidad de corte en el substrato (ADN)
no descrita anteriormente. Este enzima (que de-
nominamos endonucleasa de Streptomyces anti-
bioticus) se clasifica, segiin se ha justificado en la
seccion previa, dentro de la subclase EC 3.1.21.-
segun el Comité de Nomenclatura de la IUB (En-
zyme Nomenclature, 1984, ITUB. Academic Press,
Inc.). Asi pues, tanto el proceso de purificacién
como las caracteristicas del enzima, constituyen
los objetos de la patente.

El proceso de purificacién fue llevado a cabo
a 4°C. Es necesario seleccionar previamente el
medio de produccién del enzima, ya que la pro-
duccién de la nucleasa estd sujeta a regulacion
nutricional, lo cual hace que se sintetize en unos
medios de cultivo, pero no en otros (De los Reyes-
Gavildn, C.G., Aparicio, J.F., Barbés, C., Har-
disson, C. and Sanchez, J. J. Bacteriol. 170,
1339-1345, 1988; De los Reyes-Gavilan, C.G., Cal,
S., Barbés, C., Hardisson, C. and Sanchez, J. J.
Gen Microbiol. 137: 299-305, 1990t. El medio
de produccién utilizado para el enzima fue GAE
(glucosa 1%, L-asparagina 0.1%, extracto de le-
vadura 0.05%, PO,HK, 0.05%, SO,Mg.7H>O
0.05%, FeCl;.4H50 0.001%). Se inocularon con
una suspension densa de esporas matraces de 2
litros con 200 ml del medio anterior, incubandose
a 30°C en agitador orbital a 200 rpm durante al
menos 24 horas. Una vez desarrolladas las células,
estas constituyeron el material de partida para el
proceso de purificacién, ya que la nucleasa no se
excreta en cantidad apreciable al medio de cul-
tivo. 150 gr de micelio de S. antibioticus se re-
suspendieron en 600 ml de una solucién conte-
niendo 10mM tampén fosfato (pH 7.0), 1 mM
1,4-Ditiotreitol (DTT),ImM EDTA (4cido etilen
diamino tetraacético), 0.1mM fenil metil sulfonil
fluoruro (PMSF), 1mM N3Na (tampé6n A) y 0.2M
NaClI. Las células se rompieron en una French
Pressure Cell Press (SLM & Aminco Instruments,
Urbana, IT) y se sometieron a sonicacién a 14 ,um
de frecuencia durante periodos de 30 segundos,
hasta su ruptura completa. El micelio roto fue
ultracentrifugado a 40000 xg durante 1 hora y el
sobrenadante se utilizé6 como fuente del enzima
para su posterior purificacién, segin las siguien-
tes etapas:

Etapa 1: Cromatografia en Fosfocelulosa- La co-
lumna (5.2x9.2 cm, 200 ml, Whatman
Biosystems, Maidstone, England) se pre-
paré segin Greene P.J. et al. (Greene,
P.J., Heyneker, H.L., Bolivar,F., Rodriguez,
R.L., Betlach, M.C., Covarrubias, A.A.,
Backman, K., Russel, D.J., Tait, R. and
Boyer, H.W. Nucleic Acids Res. 5,
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2373-2381.Nucleic Acids Res. 5, 2373-
2381,1978). Después de aplicar el extracto
enzimético (970 mg de proteina y 23500
unidades de enzima, flujo de 100 ml/hora)
a la columna de fosfocelulosa equilibrada
con tampén A m&s 0.4M NaCl, esta se
lavé con 1 litro del mismo tampdén antes
de eluir con una solucién unica de 0.8M
NaCl, recogiéndose aproximadamente 175
ml de solucién enzimdtica activa (31.5 mg
de proteina, 34200 unidades).

Etapa 2: Cromatografia de afinidad en Cibacron
Blue F3-GA Sepharose- El pico de activi-
dad de la columna de fosfocelulosa se di-
luy6 con 325 ml de 30.77mM Tris-HCI, pH
8.0; 0.18M NaCl; 7TmM 2-mercaptoetanol;
0.1 mM PMSF (concentracién final de
20mM Tris-HCI, 3.5mM fosfato; tampoén
B) y se aplicé a una columna de Cibacron
Blue Sepharose (3x13 cm, 20ml, Pharma-
cia LKB Biotechnology Inc., Uppsala, Swe-
den), equilibrada previamente con 200ml de
tampén B, que acabamos de describir, mas
0.4M NaCl, a un flujo de 29 ml/hora. Las
proteinas se eluyeron con una solucién de
tampén B mas 0.9M NaCl.

Etapa 3: Cromatografia de afinidad en ADN-
Celulosa- El eluyente activo (aproximada-
mente 100ml) de la columna anterior se dia-
liz6 frente a tampén B (cuya composicién
se detalla en la Etapa 2) mas 0.1M NaCl y
se aplicé a una columna de ADN (cadena
doble)-celulosa (1x10 cm, 7ml, Sigma Che-
mical Company) equilibrada previamente
con el mismo tampén, a un flujo de 9
ml/hora. El enzima se eluyé con 30 ml
de un gradiente linear de 0.1-1M NaCI.
Las fracciones conteniendo la actividad en-
zimatica eluyen a 0.13M NaClI. El volumen
final de las fracciones unidas fue de 5.1 ml
(8.2 mg proteina,17300 unidades).

Etapa 4: Cromatografia FPLC de intercambio
catiénico- El conjunto de fracciones activas
de la etapa anterior se aplicé a una columna
Mono S HR 5/5 (Pharmacia LKB Biote-
chnology Inc., Uppsala, Sweden) conectada
a un sistema cromatografico automatico
de FPLC (Pharmacia), equilibrada previa-
mente con 44mM Hepes/KOH, pH 7.1,
7TmM 2-mercaptoetanol, 1mM EDTA vy
0.3M NaCl a un flujo de 1ml/min. El en-
zima se eluy6 con 30 ml de un gradiente li-
near de 0.3-1M NaClI en el mismo tampon.
La actividad eluy6 en un pico tnico a 0.69M
Na(Cl, obteniéndose un total de 0.077 mg de
proteina pura (9230 unidades). El conjunto
de fracciones activas (conteniendo alrede-
dor de 0.5M NaCl) se guardaron a -20°C en
44mM Hepes/KOH, pH 7.1, 30% glicerol y
10% DMSO.

La actividad de la nucleasa se ha ensayado
por dos métodos alternativos. Para cuantificar las
unidades totales obtenidas en los distintos pasos
del proceso de purificacién) se utilizé una modi-
ficacién del método de Sadowski y Hurwirtz (Sa-
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dowski, P.D. and Hurwirtz, J. J. Biol. Chem.
244, 6192-6198,19691 segun se describe a con-
tinuacién. La mezcla de reaccién contenia 1
OmM Tris-HCI, pH 7.5, 10mM MgCly, 7mM 2-
mercaptoetanol (6 1mM DTT), 100mM NaCI y
15ug de fago lambda (A), circularizado con poli-
nucleotido quinasa del fago T4 (Boehringer) como
se describe en Hopwood et al. (Hopwood, D.A.,
Bibb, M.J., Chater, K.F., Kieser, T., Bruton,
C.J., Kieser, H.M., Lydiate, D.J., Smith, C.P.,
Ward, J.M. and Schrempf, H. Genetic Manipula-
tion of Streptomyces. A Laboratory Manual. The
John Innes Foundation, Norwich, 1985). Después
de incubar durante 30 minutos a 37°C, la reaccién
se detuvo calentando a 90°C durante 10 minutos.
Se afniadié agua (49ul) y el ADN se desnaturalizé
hirviendo durante 5 minutos. La muestra se man-
tuvo en hielo durante 10 minutos y se anadieron
después 10ul de tamp6n de exonucleasa I (67mM
glicina, pH 9.5, 10mM 2-mercaptoetanol y 6mM
MgCly) y 1 unidad de exonucleasa I de Escheri-
chia coli. La reaccién se incub6 durante 10 mi-
nutos a 37°C. Tras hervir durante 5 minutos, se
anadié 4cido tricloroacético (concentracién final
10%) y se mantuvo la muestra en hielo durante
15 minutos. El precipitado resultante se centri-
fugé y se midio la absorbancia del sobrenadante
a 260 nm. La actividad de la nucleasa se de-
tecta como un incremento en la absorbancia ob-
tenida en las condiciones descritas arriba. Una
unidad de enzima es equivalente a un incremento
de 0.5 en la absorbancia después del tratamiento
con exonucleasa I. La actividad en las fraccio-
nes obtenidas de las distintas columnas croma-
tograficas se ensayé mediante visualizacién de los
productos de degradacién del ADN en geles de
agarosa al 0.8%. ADN de X (0.25ug) se incubd
en 20,ul (volumen final) de tampdn de reaccién
(10mM Tris-HCI, pH 7.5, 10mM MgCl,, TmM 2-
mercaptoetanol 6 ImM DTT, 100mM NaCI) con
un volumen adecuado de cada fraccién (concen-
tracién final de NaCI 0.08-0.12M). La incubacién
se realizé a 37°C y las reacciones se detuvieron al
cabo de 1 hora anadiendo 2.2,ul de una solucién
de paro (Sambrook et al. 1989; referencia citada
anteriormente).

La caracterizacién del enzima purificado se
describe a continuaciéon. Las técnicas utilizadas
han sido detalladas previamente por otros auto-
res y se encuentran resefiadas en nuestros trabajos
previos con otros enzimas (Aparicio, J.F., Har-
disson, C. and Sanchez, J. Biochem. J. 281, 231-
237, 1992; Aparicio, J.F., Freije, J.M.P., Lépez-
Otin, C., Cal, S. and Séanchez, J. Eur. J. Bio-
chem. 205, 695-699, 1992). El enzima tiene una
masa molecular de 29 kDa, siendo activo en forma
monomérica, y un punto isoeléctrico de 7.8. La
nucleasa hidroliza ADN nativo, lineal o circular,
con una eficiencia 2.68 veces mayor que el ADN
desnaturalizado. El pH 6ptimo es 7.5 y la con-
centracién éptima de NaCl es de 100mM. El en-
zima actia en un rango amplio de temperaturas,
de 37°C a 50°C y su estabilidad mejora notable-
mete en presencia de 10% DMSO. El ion Mg?*
se requiere para la actividad siendo la concen-
tracién 6ptima de 10mM. Mn?t puede reempla-
zar este catién, siendo la concentraciéon éptima en
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este caso de 5bmM. Otros cationes (Ca?*, Zn%*,
Ba?*, and Hg?*) no substituyen al Mg2*. Es ne-
cesario anadir 2-mercaptoetanol (7mM) o DTT
(1mM) para que la actividad sea maxima. Hg?*
(5mM) o iodoacetato (10mM) inhiben la activi-
dad. El enzima hidroliza el ADN por medio de
cortes en cualquiera de las dos cadenas, con una
fuerte preferencia por secuencias seguidas de tres
o més guaninas (detallado mas abajo). De esta
forma se producen fragmentos de ADN cuando
coinciden dos cortes muy préximos en ambas ca-
denas. Los fragmentos varfan en tamaifio (35 a
250 pares de bases aproximadamente) y pueden
contener cadenas simples de varios nucle6tidos no
apareados. Los extremos producidos, identifica-
dos con los métodos descritos previamente (Apa-
ricio, J.F., Freije, J.M.P., Lépez-Otin, C., Cal,
S. and Sanchez, J. Eur. J. Biochem. 205, 695-
699, 1992) son 3-OH y 5-P. La identificacién
de los sitios de corte en el ADN por el enzima
se llevd a cabo segin el método de Brown y
Smith (Brown,N.L. and Smith, M. Methods in
Enzymology 65, 391-404, 1980), mediante expe-
rimentos de secuenciacién enzimatica (Sanger,F.,
Nicklen, S. and Coulson, A.R. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 74, 5463-5467) en muestras paralelas
idénticas de ADN en cadena doble de M13mp18,
marcado radiactivamente (Sambrook, J., Fritsch,
E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A La-
boratory Manual, 2nd edn., Cold Spring Har-
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,1989),
una de las cuales se sometié a la accién del en-
zima. También se analizaron los sitios de corte
mediante secuenciacién quimica en paralelo, de
muestras idénticas a las cortadas por el enzima
(Maxam, A.M. and Gilbert, W. Methods in En-
zymology 65, 499-560, 1980). Por ultimo, se sin-
tetizaron polinucleétidos con una secuencia pre-
viamente definida, se marcaron radiactivamente
(Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual,2nd edn.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor, NY, 1989) y se utilizaron como substratos del
enzima. Las identidades quimicas de los produc-
tos de digestiéon se asignaron mediante coelectro-
foresis de las marcas producidas por fosfodieste-
rasa de veneno de serpiente (Drew,H.R. J. Mol.
Biol.176, 535-557, 1984) o mediante hidrdlisis
quimica de las guaninas segtin el método de Ma-
xam y Gilbert citado arriba. Como resultado de
todos estos andlisis se evidencié que la nucleasa de
S. antibioticus muestra una preferencia de corte
en el ADN de cadena doble por regiones de tres
0 mas guaninas, cortando mayoritariamente entre
la tercera y la cuarta y minoritariamente entre la
segunda y la tercera y entre la cuarta y la quinta,
como se muestra en el esquema adjunto:

Ll

-pGpGpGpGpGp-37
-pCpCpCpCpCp-5

5
3

donde “p” es un residuo de fosfato, G es gua-
nina y C es citosina. La cadena complemen-
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taria de citosinas, no es cortada. En ausen-
cia de las secuencias citadas arriba, otras se-
cuencias del tipo: d(GGGJGA), d(GGG|GC),
d(GGG|GT), d(GCGLGN) (donde A es adenina,
T, timina y N es cualquier base) son corta-
das en la posicién indicada por la flecha, aun-
que en menor proporciéon. También se observan
cortes en d(GGGJlA), d(GTG|G), d(GAGIG),
d(GGGJIT), d(GCGJA) que disminuyen en inten-
sidad cuando estas secuencias estdn préximas a
las secuencias detalladas en primer lugar. Otros
cortes minoritarios se observan en d(GClG),
d(GClA), d(GGLG), d(GC.T), d(GGJT).

Por lo expuesto aqui y en la seccidon anterior
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(estado de la técnica) se muestra que la preferen-
cia de corte del enzima hacia el ADN no se corres-
ponde con la descrita previamente para ninguna
otra nucleasa en la literatura cientifica, siendo su
especificidad de hidrdlisis del substrato de ADN,
nueva. Por tanto, el interés de este enzima se cen-
tra en su aplicacién como reactivo o instrumento
de corte adicional a los ya existentes, en labora-
torios que utilizan ADN de cualquier origen en
el transcurso de su trabajo (por ejemplo, aquellos
que realizan investigacion en areas de biologia mo-
lecular e ingenierfa genética), tanto de cardcter
bésico como aplicado y en cualquier campo de la
ciencia o actividad profesional.
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REIVINDICACIONES

1. Una desoxirriboendonucleasa capaz de re-
conocer y cortar preferentemente en regiones de
tres o mas guaninas contiguas en acido desoxi-
rribonucleico (ADN) de cadena doble caracteri-
zada porque los cortes mayoritarios se producen
entre la tercera y la cuarta guanina y minorita-
riamente entre la segunda y la tercera y entre la
cuarta y la quinta guanina, como se muestra en
el esquema adjunto:

Ll

5-pGpGpGpGpGp-3
37 -pCpCpCpCpCp-5

donde “p” es un residuo de fosfato, G es guanina
y C es citosina. La cadena complementaria de
citosinas, no es cortada.

2. Una desoxirriboendonucleasa tal y como
se define en la reivindicaciéon 1 que, en ausencia
de la secuencia de corte preferente, corta otras
secuencias del tipo: d(GGG|GA), d(GGG|GC),
d(GGGJ|GT), d(GCGLGN), d(GGGlA), d(GTG
1G), d(GAGJG), d(GGG]T), d(GCGJA), d(GC
1G); d(GCIR), d(GGLG), d(GCLT), d(GGIT)
donde A es adenina, T, timina y N es cualquier
base) correspondiendo el orden de las mismas a
la preferencia mostrada por el enzima.

3. Una desoxirriboendonucleasa tal y como se
define en las reivindicaciones 1 y 2, que posee las
siguientes caracteristicas:
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a) masa molecular de 29 kDa

=

punto isoeléctrico de 7.8

(¢]

pH 6ptimo de 7.5

[=¥

temperatura 6ptima de 37°C a 50°C

[¢)

)
)
)
) concentracién 6ptima de NaCl de 100mM
)
)

—

requerimiento de ién Mg?* y 2-mercaptoe-
tanol 6 DTT

4. Una endonucleasa, como se define en las rei-
vindicaciones 1, 2 y 3, producida por el microor-
ganismo Streptomyces antibioticus CECT 3213.

5. Un proceso para producir y obtener la en-
donucleasa, definida en las reivindicaciones 1, 2 y
3 que comprende las siguientes fases: a) el cultivo
de la cepa de Streptomyces antibioticus CECT
3213 en medios y condiciones de crecimiento es-
pecificos y b) la purificacién del enzima.

6. Un método de purificacién para obtener
una endonucleasa, segin se define en la reivin-
dicacién 5, que comprende diversos pasos cro-
matograficos especificos en columnas de fosfoce-
lulosa, Cibacron Blue F3-GA Sepharose, ADN-
Celulosa y Mono S HR 5/5 de FPLC y que tiene
como resultado la obtencién del enzima libre de
otros contaminantes de proteina.

7. Un reactivo que contiene la nucleasa de
acuerdo a las reivindicaciones 1 a 4 para ser uti-
lizado en el campo de la biologia molecular o in-
genieria genética.

8. La utilizacién de la endonucleasa definida
en las reivindicaciones 1 a 4 como reactivo para
cortar ADN que contenga las secuencias recono-
cidas y cortadas por el enzima.
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