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DESCRIPCION
Variantes de polimerasa
SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud es una continuaciéon por partes de la solicitud de EE. UU. 15/012.317 presentada el 1 de
febrero de 2016, titulada "Polymerase Variants", que reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional de
EE. UU. 62/161.571 que se presentd el 14 de mayo de 2015, titulada "Polymerase Variants", la solicitud de patente
provisional de EE. UU. 62/202.895 que se presentd el 9 de agosto de 2015, titulada "Polymerase Variants" y la
solicitud de EE. UU. 15/151.364 que se presentd el 10 de mayo de 2016, titulada "Polymerase Variants and Uses
Thereof.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se ha presentado electronicamente en formato ASCII.
Dicha copia ASCII, creada el 10 de mayo de 2016, se llama 20-04338.521WQO2_SL.txt y tiene un tamafo de 17.989
octetos.

CAMPO TECNICO

En el presente documento se proporcionan, entre otras cosas, ADN polimerasas modificadas que contienen
alteraciones de aminoacidos basadas en mutaciones identificadas en experimentos de evolucion dirigida disefiados
para seleccionar enzimas que sean mas adecuadas para aplicaciones en tecnologias de ADN recombinante.

ANTECEDENTES

Las ADN polimerasas son una familia de enzimas que usan ADN monocatenario como molde para sintetizar la
hebra de ADN complementaria. En particular, las ADN polimerasas pueden afiadir nucleotidos libres al extremo 3' de
una hebra recién formada, dando como resultado el alargamiento de la nueva hebra en sentido de 5' a 3'. La
mayoria de las ADN polimerasas son proteinas multifuncionales que poseen actividades tanto polimerizantes como
exonucleoliticas. Por ejemplo, muchas ADN polimerasas tienen actividad exonucleasa 3'—-5'. Estas polimerasas
pueden reconocer un nucleétido incorporado incorrectamente y la actividad exonucleasa 3'-5' de la enzima permite
que se escinda el nucleétido incorrecto (esta actividad es conocida como correccion de errores). Después de la
escisién de nucledtidos, la polimerasa puede reinsertar el nucleétido correcto y la replicacién puede continuar.
Muchas ADN polimerasas también tienen actividad exonucleasa 5'—3'.

Las polimerasas han encontrado uso en aplicaciones de ADN recombinante, incluyendo la secuenciacion de
nanoporos. Sin embargo, una cadena de ADN se mueve rapidamente a una tasa de 1 ys a 5 ys por base a través
del nanoporo. Esto hace que el registro sea dificil y propenso al ruido de fondo, no pudiéndose obtener una
resolucion de un unico nucledtido. Por lo tanto, el uso de marcas detectables en nucleétidos se puede usar en la
secuenciacion de una hebra de ADN o fragmento de la misma. Por tanto, no solo existe una necesidad de controlar
la tasa a la que se secuencia el ADN, sino también proporcionar polimerasas que tengan propiedades mejoradas
(en relacion con la enzima natural), tales como la incorporacion de nucleétidos modificados, por ejemplo, nucledtidos
polifosfato con o sin marcas.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona ADN polimerasas modificadas (por ejemplo, mutantes) basadas en experimentos
de evolucion dirigida disefiados para seleccionar mutaciones que confieran fenotipos ventajosos en condiciones
usadas en aplicaciones industriales o de investigacién, por ejemplo, catalizando la incorporaciéon de nucledétidos
polifosfato modificados, por ejemplo, nucleétidos marcados, en altas concentraciones de sal.

En un aspecto, existe una polimerasa variante que comprende al menos una alteracidon en la posicion S366 A/L y
opcionalmente en una posicidon correspondiente a H223, N224, Y225, H227, 1295, Y342, T343, 1357, S360, L361,
1363, S365, Y367, P368, D417, E475, Y476, F478, K518, H527, T529, M531, N535, G539, P542, N545, Q546,
AbB47, 1549, 1550, N552, G553, F558, A596, G603, A610, V615, Y622, C623, D624, 1628, Y629, R632, N635, M641,
AB43, 1644, T647, 1648, T651, 1652, K655, W656, D657, V658, H660, F662 v L690 de la SEQ ID NO:2 (Pol6 (con
marca His)).

En un modo de realizacion, se proporciona una ADN polimerasa modificada que tiene una actividad ADN polimerasa
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %,
al menos un 90 % o al menos un 95 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de aminoacidos como
se expone en la SEQ ID NO: 1 0 2.

En un segundo modo de realizacion, se proporciona una ADN polimerasa modificada que tiene una actividad ADN
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polimerasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 %, al menos un 75 %, al
menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de
aminoacidos como se expone en SEQ ID NO: 1 o 2 que tiene una o mas sustituciones aminoacidicas seleccionadas
del grupo que consiste en H223, N224, Y225, H227, 1295, Y342, T343, 1357, S360, L361, 1363, S365, S366, Y367,
P368, D417, E475, Y476, F478, K518, H527, T529, M531, N535, G539, P542, N545, Q546, A547, L549, 1550, N552,
G553, F558, A596, G603, A610, V615, Y622, C623, D624, 1628, Y629, R632, N635, M641, A643, 1644, T647, 1648,
T651, 1652, K655, W656, D657, V658, H660, F662 y L690 y combinaciones de las mismas. En otro modo de
realizacién, las una o mas sustituciones aminoacidicas se seleccionan de H223A, N224Y/L/Q/M/R/K,
Y225L/T/I/FIAIM,  H227P/E/FIY, 1295W/F/M/E, Y342L/F, T343N/F, 1357G/L/IQ/H/W/M/A/E/YIP, S360G/E/Y,
L361M/W/V/F, 1363V/A/R/IM/W, S365Q/W/M/A/G, S366A/L, Y367L/E/M/P/N/F, P368G, D417P, E475D, Y476V,
F478L, K518Q, H527W/R/L/YIT/M, T529M/F, MS531H/Y/A/K/IR/WIT/LIVIG, N535L/Y/M/K/I/R/W/Q, G539Y/F,
P542E/S/G, N545K/D/S/L/IRIQ/W, Q546W/F, A547TM/Y/W/F/IVIS, L549Q/Y/HIG/R/K, I550A/W/T/G/F/S, N552L/M/SIT,
G553S/T/E/Q/K/IR/M, F558P/T, A596S, G603T/A/L, A610T/E, V615A/T, Y622A/M, C623G/S/Y/F, D624F/K,
1628Y/V/F/L/IM, Y629W/H/M/K, R632L/C, N635D, M641L/Y, A643L, 1644H/M/Y, T647G/A/EIK/S/Y, 1648K/R/VIN/TIL,
T651Y/FIM, 1652Q/G/S/IN/F/T/AILIE/KIM, K655G/F/E/N/Q/M/A, W656E, D657R/P/A/E, V658L, H660A/Y, F662I/L,
L690M y combinaciones de las mismas. La ADN polimerasa modificada que tiene una o mas sustituciones
aminoacidicas tiene una caracteristica alterada seleccionada de actividad enzimatica, fidelidad, procesividad, tasa
de alargamiento, exactitud de secuenciacién, capacidad de lectura continua larga, estabilidad y solubilidad en
relacion con la polimerasa original. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la actividad enzimatica.
En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la fidelidad. En un modo de realizacion, la caracteristica
alterada es la procesividad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la tasa de alargamiento. En un
modo de realizacion, la caracteristica alterada es la estabilidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada
es la solubilidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la capacidad de unir y/o incorporar
nucleétidos polifosfato, por ejemplo, un nucleétido tetrafosfato, pentafosfato, hexafosfato, heptafosfato u octofosfato.

En un tercer modo de realizacién, se proporciona una ADN polimerasa modificada que tiene una caracteristica
alterada seleccionada de actividad enzimatica, fidelidad, procesividad, tasa de alargamiento, estabilidad o
solubilidad, en comparacion con la SEQ ID NO: 1 o 2. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la
actividad enzimatica. En un modo de realizacidn, la caracteristica alterada es la fidelidad. En un modo de
realizacion, la caracteristica alterada es la procesividad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la
tasa de alargamiento. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la estabilidad. En un modo de
realizacion, la caracteristica alterada es la solubilidad.

En un cuarto modo de realizacién, se proporciona una ADN polimerasa modificada que tiene una actividad ADN
polimerasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 %, al menos un 75 %, al
menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de
aminoacidos como se expone en SEQ ID NO: 1, en la que la secuencia de aminoacidos incluye una o mas
sustituciones aminoacidicas, seleccionandose dichas sustituciones del grupo que consiste en H223A,
N224Y/LIQ/M/R/K, Y225L/T/NIFIA, H227P/E/F/Y, 1295W/F/IM/E, Y342L/F, T343N/F, 1357G/L/Q/H/W/M/A/EIY/P,
S360G/E/Y, L361M/W/V/F, 1363V/A/RIM/W, S365Q/W/M/A/G, S366A/L, Y367L/E/M/P/N/F, P368G, D417P, E475D,
Y476V, F478L, K518Q, H527W/R/L/Y/T/M, T529M/F, M531H/Y/A/K/R/IWIT/LIVIG, N535L/Y/M/K/I/R/W/Q, G539Y/F,
P542E/S/G, N545K/D/S/L/IRIQ/W, Q546W/F, A547M/Y/WIF/VIS, L549Q/Y/HIGIR/K, 1550A/W/T/GIF/S, N552L/M/S/T,
G553S/T/E/Q/K/IR/M, F558P/T, A596S, G603T/A/L, A610T/E, V615A/T, Y622A/M, C623G/S/Y/F, D624F/K,
1628Y/V/F/LIM, Y629W/H/M/K, R632L/C, N635D, M641L/Y, A643L, 1644H/M/Y, T647G/A/EIK/SIY, 1648K/R/VIN/TIL,
T651Y/FIM, 1652Q/G/S/N/F/T/A/LIE/KIM, K655G/F/E/N/Q/M/A, W656E, D657R/P/A/E, V658L, HE660A/Y, F662I/L,
L690M y combinaciones de las mismas, en la que las uno o mas sustituciones aminoacidicas alteran la actividad
enzimatica, la fidelidad, la procesividad, la tasa de alargamiento, la exactitud de secuenciacioén, la capacidad de
lectura continua larga, la estabilidad o la solubilidad en relacion con la polimerasa original. En un modo de
realizacion, la caracteristica alterada es la actividad enzimatica. En un modo de realizacién, la caracteristica alterada
es la fidelidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la procesividad. En un modo de realizacién,
la caracteristica alterada es la tasa de alargamiento. En un modo de realizacién, la caracteristica alterada es la
estabilidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la solubilidad. En un modo de realizacién, la
caracteristica alterada es la capacidad de unir y/o incorporar nucledtidos polifosfato, por ejemplo, un nucleétido
tetrafosfato, pentafosfato, hexafosfato, heptafosfato u octofosfato.

En un modo de realizacion, la polimerasa variante que tiene actividad enzimatica alterada en comparacion con la
SEQ ID NO: 1 o0 2 se selecciona de

a. H223A;

b. N224Y/L/Q/M/R/K;

c. Y225L/IIT/IFIAIM;

d. H227P/E/F/Y;

e. I295F/E/M/W;,

f. Y342L/F;

g. T343N/F;

h. 1357G/L/Q/H/W/M/A/E/YP;
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i. S360G/E/Y;

j- L36IM/WIVI/F;

k. 1363V/A/RIM/W;

I. S365Q/W/M/A/G;

m. S366A/L;

n. Y367L/E/M/P/N/F;

o. P368G;

p. D417P;

q. E475D;

r. Y476V,

s. F478L;

t. K518Q;

u. H527W/R/L/YITIM,;

v. T529M/F;

w. M531H/Y/A/K/IR/W/TILIVIG;
x. N535L/Y/M/KINIR/W/Q;

y. P542E/S/G;

z. N545D/K/S/LIR/IQ/IW;

aa. Q546W/F;

bb. A547F/M/W/IY/IV/S;

cc. L549H/Y/Q/G/R/K;

dd. I550A/W;

ee. I550T/G/F/S;

ff. N552L/M/T;

gg. G553S/T/E/Q/K/R/M;

hh. F558P/T;

ii. A596S;

jj- G603T/AIL;

kk. A610T/E;

Il. V615A/T;

mm. Y622A/M;

nn. C623G/S/Y/A/F;

00. D624F/K;

pp. 1628Y/V/FILIM;

qq. Y629W/H/M/K;

rr. R632L/C;

ss. N635D;

tt. M641L/Y;

uu. A643L;

wv. 1644H/M/Y;

ww. T647G/A/E/IKIS/Y;

xX. [648K/R/VIN/TIL;

yy. T651Y/F/M;

zz. 1652Q/G/S/N/F/T/A/L/IE/K/M;
aaa. K655G/F/E/N/Q/M/A;
bbb. W656E;

ccc. D657R/P/AJE;

ddd. V658L;

eee. H660A/Y;

fff. F662I/L;

ggg. L690M;

hhh. S366A+N535L;

iii. T651Y+N535L;

jii- Y342L+E475D+F478L;
kkk. T343N+D417P+K518Q;
lIl. N535L+N545K+T651Y;
mmm. 1363V+E475D+Y476V;
nnn. S366L+G553S+F558P;
000. S366A+N535L+A547M;
ppp. S366A+P542E+N545K;
gqq. S366A+P542E+1652Q;
rrr. S366A+N535L+T529M;
sss. S366A+N535L+1652Q;
ttt. S366A+N535L+N545K;
uuu. T651Y+P542E+N545K;
vvv. T651Y+P542E+Q546W;
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www. T651Y+P542E+S366A,;

xxX. T651Y+N535L+N545K;

yyy. S366A+N5351+1652Q;

zzz. T651Y+S366A+A547F;

aaaa. T647G+AB47F+Y225T;

bbbb. A547F+A610T+S366A,;

cccc. AS47F+A610T+Y225I;

dddd. S366A+T647G+A547F,;

eeee. T529M+S366A+A547F;

ffff. T647E+S366A+A547F;

gggg. T529M+T647G+A547F;

hhhh. N545K+S366A+A547F;

iiii. T647G+A547F+T529M;

jiij- T529M+A610T+A547F;

kkkk. M641Y+T529M+A547F;

lll. T647G+C623G+A547F;

mmmm. A610T+1295W+T651Y;

nnnn. V615A+M531Y+T647G;

0000. S366L+F478L+A596S+L690M;
pppp- H223A+G553S+A643L+F662I;
gqqqg. N535L+N545K+T651Y+T529M;
rrrr. N535L+N545K+T651Y+N635D;
ssss. N535L+N545K+T651Y+1652Q;
tttt. S366A+N535L+1652Q+T529M;
uuuu. S366A+S365A+P368G+G603T;
vvwv. N535L+N545K+T651Y+T647G;
wwww. S366A+N535L+1652Q+A547Y;
xxxX. S366A+N535L+A547M+T647G;
yyyy. T529M+S366A+A547F+N545K;
zzzz. T529M+S366A+A547F+N545R;
aaaaa. T529M+S366A+A547F+N552L;
bbbbb. T529M+S366A+A547F+Y629W;
cccce. N5351+N545K+T651Y+T529M;
ddddd. N5351+N545K+T651Y+N635D;
eeeee. N535|+N545K+T651Y+1652Q;
fffff. N5S35L+N545K+T651Y+T647G+C623G;
g9g9gg. N535L+N545K+T651Y+T647G+1628Y;
hhhhh. S366A+N535L+A547M+T647G+S360G;

kkkkk. N535L+N545K+T651Y+T647G+L549Q;

lNl. S366A+N535L+1652Q+A547Y+K655G;

mmmmm. T529M+S366A+A547F+N545L+Y629W;

nnnnn. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L;

00000. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225F;

ppppp. T529M+S366A+A547F+N545L+K655F;

gqqqq. T529M+S366A+A547F+N545L+N552L;

rrrrr. T529M+S366A+A547F+N545R+M531A;

sssss. T529M+S366A+A547F+N545R+G539Y;

ttttt. T529M+S366A+A547F+N545R+V658L;

uuuuu. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R;

vvvwy. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+N552L;

wwwww. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652G;

XXXXX. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652Q;

yyyyy. T529M+S366A+A547F+N5451+Y225L +N552M

zzzzz. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+N224R;
aaaaaa. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+1628M;
bbbbbb. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+K655A; y
cccccee. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+Y629W.

En un modo de realizacién, la caracteristica alterada es la actividad enzimatica. En un modo de realizacion, la
caracteristica alterada es la fidelidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la procesividad. En un
modo de realizacién, la caracteristica alterada es la tasa de alargamiento. En un modo de realizacion, la
caracteristica alterada es la estabilidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la solubilidad. En un
modo de realizacion, la caracteristica alterada es la capacidad de unir y/o incorporar nucleétidos polifosfato, por
ejemplo, un nucleétido tetrafosfato, pentafosfato, hexafosfato, heptafosfato u octofosfato.
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En algunos modos de realizacidn, la polimerasa variante que tiene actividad enzimatica alterada, en comparacion
con la SEQ ID NO: 2 que tiene las mutaciones N535I+N545K+T651Y+N635D, o la SEQ ID NO: 1 o0 2 se selecciona
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. A547F+A610T+Y2251;
. Y225T+T647G+ASB47F;
. S366A+T647G+A547F;
. S366A+A547F+A610T;
. T529M+S366A+A547F;
T529M+T647G+A547F;
g. T529M+AG10T+A547F;
h. N545K+S366A+A547F;
i. N545K+T647G+A547F;
j- AB10T+I295W+T651Y;
k. V615A+M531Y+T647G;
I. M641Y+T529M+A547F;
m. T647E+S366A+A547F;
n. T647G+A547F+T529M;
0. T647G+C623G+A547F;y
p. T651Y+S366A+A547F.

SO0 TO

En algunos modos de realizacion, la polimerasa variante se selecciona de

. N535L+N545K+T651Y;

. S366A+N535L+1652Q;

. S366A+T529M+N535L;

. S366A+N535L+N545K;

. S366A+N535L+A547M;
S366A+P542E+1652Q;

g. S366A+P542E+N545K;

h. S366A+P542E+T651Y;

i. P542E+N545K+T651Y;

j- P542E+Q546W+T651Y;

k. N535L+T651Y;

I. S366A+N535L;

m. N535L+N545K+T651Y+T529M;

n. N535L+N545K+T651Y+N635D;

0. N535L+N545K+T651Y+1652Q;

p. S366A+N535L+1652Q+T529M;

g. N535L+N545K+T651Y+T647G;

r. S366A+N535L+1652Q+A547Y:;

s. S366A+N535L+A547M+T647G;

t. S366A+N5351+1652Q;

u. N5351+N545K+T651Y+T529M;

v. N5351+N545K+T651Y+N635D;

w. N535|+N545K+T651Y+1652Q;

X. N535L+N545K+T651Y+T647G+C623G;
y. N535L+N545K+T651Y+T647G+1628Y;
z. S366A+N535L+A547M+T647G+S360G;
aa. N5351+N545K+T651Y+1652Q+Y225I;
bb. N535L+N545K+T651Y+T647G+K655G;
cc. N535L+N545K+T651Y+T647G+L549Q;
dd. S366A+N535L+1652Q+A547Y+K655G;
ee. T647G+AB47F+Y225T,;

ff. AB47F+A610T+S366A;

gg. A547 F+A610T+Y225I;

hh. S366A+T647G+A547F;

ii. T651Y+S366A+A547F;

ji- T529M+S366A+A547F;

kk. T647E+S366A+A547F;

Il. T529M+T647G+A547F;

mm. N545K+S366A+A547F;

nn. T647G+A547F+T529M;

00. N545K+T647G+A547F;

pp. T529M+A610T+A547F;

SO0 QOO0 TO
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qq. M641Y+T529M+A547F;

rr. T647G+C623G+A547F;

ss. A610T+I1295W+T651Y;

tt. V615A+M531Y+T647G;

uu. T529M+S366A+A547F+N545K;

vv. T529M+S366A+A547F+N545R;

ww. T529M+S366A+A547F+N552L;

xX. T529M+S366A+A547F+YB629W;

yy. T529M+S366A+A547F+N545L+Y629W;

zz. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L;

aaa. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225F;

bbb. T529M+S366A+A547F+N545L+K655F;

ccc. T529M+S366A+A547F+N545L+N552L;

ddd. T529M+S366A+A547F+N545R+MS531A,;

eee. T529M+S366A+A547F+N545R+G539Y;

fff. T529M+S366A+A547F+N545R+V658L;

99g. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R;

hhh. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+N552L;

iii. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652G;

jii- T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652Q;

kkk. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+N552M

lll. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+N224R;
mmm. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+I1628M;
nnn. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+K655A; y
000. T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R+Y629W..

En algunos modos de realizacion, la polimerasa variante tiene actividad enzimética alterada en comparacion con las
SEQ ID NO: 1 0 2, o la polimerasa original.

En algunos modos de realizacion, la polimerasa variante que tiene actividad enzimatica alterada, en comparacion
con la SEQ ID NO: 2 que tiene las mutaciones S366A+T529M+N545L+A547F, o la SEQ ID NO: 1 o 2, se selecciona
de

. Y225L/F/AIM;
. M531A/G;

. G539Y;

. N552L/T;

. Y629WIK;
K655F.

SO QOO0 oo

En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la actividad enzimatica. En un modo de realizacién, la
caracteristica alterada es la fidelidad. En un modo de realizacién, la caracteristica alterada es la procesividad. En un
modo de realizacién, la caracteristica alterada es la tasa de alargamiento. En un modo de realizacién, la
caracteristica alterada es la estabilidad. En un modo de realizacion, la caracteristica alterada es la solubilidad. En un
modo de realizacién, la caracteristica alterada es la capacidad de unir y/o incorporar nucleétidos polifosfato, por
ejemplo, un nucledtido tetrafosfato, pentafosfato, hexafosfato, heptafosfato u octofosfato.

En algunos modos de realizacion, la polimerasa original es Pol6 natural: (SEQ ID NO:1). En algunos modos de
realizacion, la polimerasa original es Pol6 que comprende una marca His (SEQ ID NO:2). En algunos modos de
realizacion, la polimerasa original comprende las mutaciones S366A+T529M+A547F+N545L/R. En algunos modos
de realizacion, la polimerasa original puede ser la SEQ ID NO:1 que comprende una o mas mutaciones. Por
ejemplo, S366A+T529M+A547F+N545R usd S366A+T529M+A547F como la polimerasa original, a continuacién se
anadio N545R.

En algunos modos de realizacion, la polimerasa modificada tiene una kquim que es mayor que la polimerasa original.
En algunos modos de realizacion, la polimerasa modificada tiene una kges que es menor que la polimerasa original.
En algunos modos de realizacién, la polimerasa modificada tiene una kquim/kdes (€S decir, una proporcion) que es al
menos 1,5, 2,0 0 2,5 veces mayor que la polimerasa original.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 ilustra un molde ejemplar usado en el ensayo de desplazamiento. Se hace referencia al ejemplo 3.

La FIG. 2 muestra un esquema del ensayo de kquim usado en el presente documento para medir la tasa de
incorporacion de polifosfatos. Se hace referencia al ejemplo 6.
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La FIG. 3 es un resumen del ensayo de kdes basado en la extincion de fluorescencia usado en el presente
documento para medir las propiedades cinéticas de las polimerasas variantes. Se hace referencia al ejemplo 4.

La FIG. 4 es una representacion del ensayo de kdes basado en la polarizacion de fluorescencia y un trazado de datos
ejemplar. Se hace referencia al ejemplo 5.

La FIG. 5 es un grafico que muestra datos representativos del ensayo de desplazamiento para una polimerasa
variante. Se hace referencia al ejemplo 3.

La FIG. 6 es un grafico de datos representativos del ensayo de kdes basado en polarizacién de fluorescencia para
dos polimerasas variantes. Se hace referencia al ejemplo 5.

La FIG. 7 es un trazado de una captura estatica del nucleétido timina marcado a 100 mV por el complejo Pol6
(S366A+N535L+1652Q)-ADN acoplado al nanoporo de hemolisina alfa en Hepes 7,5 20 mM, NaCl 300 mM, CaCl2
3mM y TCEP 5 mM por encima y por debajo de la bicapa. El eje vertical es el % de corriente de canal abierto
(normalizada) y el eje horizontal es el tiempo en segundos. Se hace referencia al ejemplo 8.

La FIG. 8 es un grafico del tiempo de permanencia frente a la curva de corriente para un experimento de captura
estatica a 100 mV con el complejo Pol6 (S366A+N535L+1652Q)-ADN acoplado al nanoporo de hemolisina alfa en
Hepes 20 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, CaCl2 3 mM y TCEP 5 mM por encima y por debajo de la bicapa. El tiempo de
permanencia promedio de cada captura de nucleétido marcado con dTNP es de 1,2 segundos. Se hace referencia al
ejemplo 8.

La FIG. 9 es un grafico de datos representativos de un ensayo de kquim basado en la extincion de fluorescencia
(véase la FIG. 2) para una polimerasa variante. EI complejo binario preformado de polimerasa y molde de ADN-
fluoresceina se mezcla rapidamente con una concentracion saturante de dCnP-Alexa555 en presencia de Mg?*
usando un dispositivo de flujo interrumpido Kintek. Se realiza un seguimiento de la fluorescencia de la fluoresceina
en el tiempo. La kquim estimada a partir de la etapa limitante de la velocidad es de 0,2 s-1. El eje x es el tiempo (T) en
segundos y el eje y son las unidades de fluorescencia relativa (UFR).

La FIG. 10 es un grafico de los datos representativos de un ensayo de kdes basado en la extincion de fluorescencia
(véase la FIG. 3) para una polimerasa variante. El complejo ternario preformado de polimerasa, molde de ADN-
fluoresceina y dCnP-Alexa555 se preincubo en presencia de Ca?* y se cazo con un exceso de dCTP natural. Se
realizé un seguimiento de la fluorescencia de la fluoresceina en el tiempo. La kdses medida a partir de esto es de
0,028 s-1. El eje x es el tiempo (T) en segundos y el eje y son las unidades de fluorescencia relativa (UFR).

La FIG. 11 es una imagen de un gel que muestra los productos de amplificacién de un ensayo de circulo rodante.
Los carriles extremos izquierdo y derecho son escaleras moleculares. El segundo carril desde la izquierda es el
punto de tiempo cero. Todos los demas carriles son el punto de tiempo de 40 minutos para los diversos resultados
positivos de polimerasa. Se hace referencia al ejemplo 9.

La FIG. 12 es un trazado de secuenciacion que muestra los cambios en la corriente que proporciona un registro de
los nucledtidos marcados a medida que se incorporan en la hebra de ADN creciente. También se muestra la
secuencia de ADN molde y la secuencia llamada de la hebra naciente que demuestra >70 % de exactitud (SEQ ID
NO 6-8, respectivamente, en orden de aparicion). Se hace referencia al ejemplo 10.

DESCRIPCION DETALLADA
La invencion se describira ahora en detalle a modo de referencia usando solo las siguientes definiciones y ejemplos.

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos usados en
el presente documento tienen el mismo significado que se entiende comunmente por un experto en la técnica a la
que pertenece la presente invencion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR
BIOLOGY, 2.2 ED., John Wiley and Sons, New York (1994), y Hale y Marham, THE HARPER COLLINS
DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan a un experto un diccionario general de
muchos de los términos usados en la presente invencion. Aunque cualquier procedimiento y material similar o
equivalente a los descritos en el presente documento se puede usar en la practica o pruebas de la presente
invencion, se describen los procedimientos y materiales preferentes. Los profesionales sanitarios se dirigen en
particular a Sambrook et al., 1989, y Ausubel FM et al., 1993, para consultar definiciones y términos de la técnica.
Se debe entender que la presente invencion no esta limitada a la metodologia, protocolos y reactivos particulares
descritos, ya que estos pueden variar.

Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. El término aproximadamente se usa en el
presente documento para querer decir mas o menos un diez por ciento (10 %) de un valor. Por ejemplo,
"aproximadamente 100" se refiere a cualquier numero entre 90y 110.
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A menos que se indique de otro modo, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en una orientacion
de 5' a 3'; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en una orientacion de amino a
carboxilo, respectivamente.

Los titulos proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o modos de
realizacién de la invencidon que se pueden tener por referencia a la memoria descriptiva como un todo. En
consecuencia, los términos definidos inmediatamente a continuaciéon se definen mas completamente por referencia
a la memoria descriptiva como un todo.

Definiciones

Aminoacido: como se usa en el presente documento, el término "aminoacido”, en su sentido mas amplio, se refiere
a cualquier compuesto y/o sustancia que se puede incorporar en una cadena polipeptidica. En algunos modos de
realizacién, un aminoacido tiene la estructura general H-N—C(H)(R)—COOH. En algunos modos de realizacion, un
aminoacido es un aminoacido natural. En algunos modos de realizacion, el aminoacido es un aminoacido sintético;
en algunos modos de realizacidon, un aminoacido es un D-aminoacido; en algunos modos de realizacion, un
aminoacido es un L-aminoacido. "Aminoacido estandar" se refiere a cualquiera de los veinte L-aminoacidos estandar
encontrados comunmente en péptidos naturales. "Aminoacido no estandar" se refiere a cualquier aminoacido,
distinto de los aminoacidos estandar, independientemente de si se prepara sintéticamente o se obtiene de una
fuente natural. Como se usa en el presente documento, "aminoacido sintético" engloba aminoacidos modificados
quimicamente, incluyendo pero sin limitarse a sales, derivados de aminoacidos (tales como amidas) y/o
sustituciones. Los aminoacidos, incluyendo aminoacidos carboxi y/o aminoterminales en péptidos, se pueden
modificar por metilacion, amidacion, acetilaciéon y/o sustitucidon con otros grupos quimicos sin afectar negativamente
a su actividad. Los aminoacidos pueden participar en un enlace disulfuro. El término "aminoacido" se usa de manera
intercambiable con "residuo aminoacidico" y se puede referir a un aminoacido libre y/o a un residuo aminoacidico de
un péptido. Sera evidente a partir del contexto en el que se usa el término si se refiere a un aminoacido libre 0 a un
residuo de un péptido. Cabe destacar que todas las secuencias de residuos aminoacidicos se representan en el
presente documento por férmulas con una orientacion izquierda y derecha que esta en el sentido convencional del
extremo aminico al extremo carboxilico.

Par de bases (pb): como se usa en el presente documento, par de bases se refiere a una asociacion de adenina
(A) con timina (T), o de citosina (C) con guanina (G) en una molécula de ADN bicatenario.

Complementario: como se usa en el presente documento, el término "complementario" se refiere al concepto
amplio de complementariedad de secuencia entre regiones de dos hebras polinucleotidicas o entre dos nucleétidos
a través de emparejamiento de bases. Es conocido que un nucleétido adenina puede formar enlaces de hidrogeno
especificos ("emparejamiento de bases") con un nucleétido que sea timina o uracilo. De forma similar, es conocido
que un nucledtido citosina puede realizar emparejamiento de bases con un nucleétido guanina.

Afinidad de uniéon a ADN: como se usa en el presente documento, el término "afinidad de unién a ADN"
tipicamente se refiere a la actividad de una ADN polimerasa en la unién al acido nucleico ADN. En algunos modos
de realizacion, la actividad de unién a ADN se puede medir en un ensayo de desplazamiento de dos bandas. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY) en 9,63-9,75 (que describe el marcaje terminal de acidos nucleicos). Se prepara una mezcla de reaccion
que contiene al menos aproximadamente 0,5 ug del polipéptido en aproximadamente 10 uyl de tampdn de unién
(tampon fosfato de sodio 50 mM (pH 8,0), glicerol al 10 %, KCI 25 mM, MgCl. 25 mM). Se calienta la mezcla de
reaccion a 37 °C durante 10 min. Se afiade aproximadamente de 1x10* a 5x10* cpm (o aproximadamente 0,5-2 ng)
de acido nucleico bicatenario marcado a la mezcla de reaccién y se incuba durante 10 min adicionales. Se carga la
mezcla de reaccion en un gel de poliacrilamida natural en tampén tris-borato 0,5%. Se somete la mezcla de reaccion
a electroforesis a temperatura ambiente. Se seca el gel y se somete a autorradiografia usando procedimientos
estandar. Cualquier disminucién detectable en la movilidad del acido nucleico bicatenario marcado indica la
formacién de un complejo de unién entre el polipéptido y el acido nucleico bicatenario. Dicha actividad de unién a
acido nucleico se puede cuantificar usando procedimientos densitométricos estandar para medir la cantidad de
radioactividad en el complejo de unién en relacién con la cantidad total de radioactividad en la mezcla de reaccion
inicial. Otros procedimientos de medicion de afinidad de unién a ADN son conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Kong et al. (1993) J. Biol. Chem. 268(3):1965-1975).

Tasa de alargamiento: como se usa en el presente documento, el término "tasa de alargamiento" se refiere a la
tasa promedio a la que una ADN polimerasa extiende una cadena de polimero. Como se usa en el presente
documento, una alta tasa de alargamiento se refiere a una tasa de alargamiento mayor de 2 nt/s (por ejemplo,
mayor de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s).
Como se usa en la presente solicitud, los términos "tasa de alargamiento”, "tasa de extension" y "tasa de
incorporacion” se usan de manera intercambiable.

Actividad enzimatica: como se usa en el presente documento, el término "actividad enzimatica" se refiere a la
especificidad y eficacia de una ADN polimerasa. La actividad enzimatica de una ADN polimerasa también se
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denomina "actividad polimerasa", lo que se refiere tipicamente a la actividad de una ADN polimerasa al catalizar la
sintesis dirigida a molde de un polinucledtido. Se puede medir la actividad enzimatica de una polimerasa usando
diversas técnicas y procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar diluciones en serie de
polimerasa en tampén de dilucion (por ejemplo, Tris.Cl 20 mM, pH 8,0, KCI 50 mM, NP 40 al 0,5 % y Tween-20 al
0,5 %). Para cada dilucion, se pueden retirar 5 ul y afiadirse a 45 yl de una mezcla de reaccion que contiene TAPS
25 mM (pH 9,25), KCI 50 mM, MgCl2 2 mM, dATP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, dCTP 0,1 mM, 12,5 ug de
ADN activado, [a-*2P]dCTP 100 uM (0,05 uCi/nmol) y agua desionizada estéril. Se pueden incubar las mezclas de
reaccion a 37 °C (o 74 °C para ADN polimerasas termoestables) durante 10 minutos y a continuacion detenerse
enfriando de inmediato la reaccion a 4 °C y afiadiendo 10 pyl de EDTA 60 mM helado. Se puede retirar una alicuota
de 25 yl de cada mezcla de reaccion. Se puede retirar dCTP marcado radioactivamente no incorporado de cada
alicuota por filtracion en gel (Centri-Sep, Princeton Separations, Adelphia, N.J.). Se puede mezclar el eluido de
columna con liquido de centelleo (1 ml). Se cuantifica la radioactividad en el eluido de columna con un contador de
centelleo para determinar la cantidad de producto sintetizado por la polimerasa. Una unidad de actividad polimerasa
se puede definir como la cantidad de polimerasa necesaria para sintetizar 10 nmol de producto en 30 minutos
(Lawyer et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:6427-647). Otros procedimientos de medicion de la actividad polimerasa
son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(3.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY)).

Purificado: como se usa en el presente documento, "purificado” significa que una molécula esta presente en una
muestra a una concentraciéon de al menos un 90 % en peso, 0 al menos un 95 % en peso, o al menos un 98 % en
peso de la muestra en la que esta contenida.

Aislado: una molécula "aislada" es una molécula de acido nucleico que se separa de al menos otra molécula con la
que se asocia normalmente, por ejemplo, en su entorno natural. Una molécula de &cido nucleico aislada incluye una
molécula de acido nucleico contenida en células que expresan habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la
molécula de acido nucleico esta presente de forma extracromosémica o en una localizacién cromosémica que es
diferente de su localizaciéon cromosémica natural.

% de homologia: el término "% de homologia" se usa de manera intercambiable en el presente documento con el
término "% de identidad" en el presente documento y se refiere al nivel de identidad de secuencia de acido nucleico
o aminoacidos entre la secuencia de acido nucleico que codifica uno cualquiera de los polipéptidos segun la
invencién o la secuencia de aminoacidos del polipéptido segun la invencién, cuando se alinea usando un programa
de alineacioén de secuencias.

Por ejemplo, como se usa en el presente documento, un 80 % de homologia quiere decir lo mismo que un 80 % de
identidad de secuencia determinada por un algoritmo definido y, en consecuencia, un homoélogo de una secuencia
dada tiene mas de un 80 % de identidad de secuencia en una longitud de la secuencia dada. Los niveles ejemplares
de identidad de secuencia incluyen, pero no se limitan a, 80, 85, 90, 95, 98 % o mas de identidad de secuencia para
una secuencia dada, por ejemplo, la secuencia codificante para uno cualquiera de los polipéptidos segun la
invencién, como se describe en el presente documento.

Los programas informaticos ejemplares que se pueden usar para determinar la identidad entre dos secuencias
incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX y TBLASTX,
BLASTP y TBLASTN, disponibles publicamente en Internet. Véanse también, Altschul, et al., 1990 y Altschul, et al.,
1997.

Las busquedas de secuencias se llevan a cabo tipicamente usando el programa BLASTN cuando se evalla una
secuencia de acido nucleico dada relativa a las secuencias de acido nucleico en las secuencias de ADN de
GenBank y otras bases de datos publicas. El programa BLASTX es preferente para buscar secuencias de acido
nucleico que se han traducido en todos los marcos de lectura frente a secuencias de aminoacidos en las secuencias
de proteinas de GenBank y otras bases de datos publicas. Tanto BLASTN como BLASTX se ejecutan usando
parametros predeterminados de una penalizacion por hueco abierto de 11,0 y una penalizacién por hueco extendido
de 1,0, y utilizan la matriz BLOSUM-62. (Véase, por ejemplo, Altschul, S. F., et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402,
1997).

Se realiza una alineacion preferente de secuencias seleccionadas para determinar el "% de identidad" entre dos o
mas secuencias, usando por ejemplo, el programa CLUSTAL-W en MacVector version 13.0.7, operado con
parametros predeterminados, incluyendo una penalizacién por hueco abierto de 10,0, una penalizacién por hueco
extendido de 0,1 y una matriz de similitud BLOSUM 30.

ADN polimerasa modificada: como se usa en el presente documento, el término "ADN polimerasa modificada" se
refiere a una ADN polimerasa originada a partir de otra ADN polimerasa (es decir, original) y contiene una o mas
alteraciones de aminoacidos (por ejemplo, sustitucion, delecién o insercion de aminoacidos) en comparacion con la
ADN polimerasa original. En algunos modos de realizacion, una ADN polimerasa modificada de la invencion se
origina o modifica a partir de una ADN polimerasa natural. En algunos modos de realizaciéon, una ADN polimerasa
modificada de la invencién se origina o modifica a partir de una ADN polimerasa recombinante o genomanipulada

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 843 T3

que incluye, pero sin limitarse a, ADN polimerasa quimérica, ADN polimerasa de fusién u otra ADN polimerasa
modificada. Tipicamente, una ADN polimerasa modificada tiene al menos un fenotipo cambiado en comparacién con
la polimerasa original.

Mutacion: como se usa en el presente documento, el término "mutacion” se refiere a un cambio introducido en una
secuencia original incluyendo, pero sin limitarse a, sustituciones, inserciones, deleciones (incluyendo
truncamientos). Las consecuencias de una mutacion incluyen, pero no se limitan a, la creacion de un nuevo
caracter, propiedad, funcién, fenotipo o rasgo no encontrado en la proteina codificada por la secuencia original.

Mutante: como se usa en el presente documento, el término "mutante" se refiere a una proteina modificada que
muestra caracteristicas alteradas cuando se compara con la proteina original. Los términos "variante" y "mutante” se
usan de manera intercambiable en el presente documento.

Natural: como se usa en el presente documento, el término "natural" se refiere a un gen o producto génico que tiene
las caracteristicas de ese gen o producto génico cuando se aisla de una fuente natural.

Fidelidad: como se usa en el presente documento, el término "fidelidad" se refiere a la exactitud de la
polimerizacién de ADN por ADN polimerasa dependiente de molde o bien la diferencia medida en la kdes del
nucleétido correcto frente a la unién de nucleétido incorrecto al ADN molde. La fidelidad de una ADN polimerasa se
mide tipicamente por la tasa de error (la frecuencia de incorporar un nucledétido inexacto, es decir, un nucleétido que
no se incorpora de una manera dependiente de molde). La exactitud o fidelidad de la polimerizacion de ADN se
mantiene tanto para la actividad polimerasa como para la actividad 3'-5' exonucleasa de una ADN polimerasa. El
término "alta fidelidad" se refiere a una tasa de error menor de 4,45x10 (por ejemplo, menor que 4,0x10, 3,5x10°,
3,0x10%, 2,5x106, 2,0x105, 1,5%10%, 1,0x106, 0,5x10-%) mutaciones/nt/duplicacion. La fidelidad o tasa de error de
una ADN polimerasa se puede medir usando ensayos conocidos para la técnica. Por ejemplo, se pueden someter a
prueba las tasas de error de las ADN polimerasas como se describe en el presente documento o como se describe
en Johnson, et al., Biochim Biophys Acta, mayo 2010; 1804(5): 1041-1048.

Nanoporo: el término "nanoporo”, como se usa en el presente documento, se refiere en general a un poro, canal o
paso formado o proporcionado de otro modo en una membrana. Una membrana puede ser una membrana organica,
tal como una bicapa lipidica, o una membrana sintética, tal como una membrana formada de un material polimérico.
La membrana puede ser un material polimérico. El nanoporo se puede disponer adyacente o préoximo a un circuito
sensor o un electrodo acoplado a un circuito sensor, tal como, por ejemplo, un semiconductor de 6xido metalico
complementario (CMOS) o circuito de transistor de efecto de campo (FET). En algunos ejemplos, un nanoporo tiene
un ancho o diametro caracteristico del orden de 0,1 nanémetros (nm) a aproximadamente 1000 nm. Algunos
nanoporos son proteinas. La hemolisina alfa, la MspA son ejemplos de un nanoporo proteico.

Nucleétido: como se usa en el presente documento, una unidad monomérica de ADN o ARN que consiste en un
resto glucidico (pentosa), un fosfato y una base heterociclica nitrogenada. La base se une al resto glucidico por el
carbono glucosidico (carbono 1' de la pentosa) y esa combinacién de base y glucido es un nucledsido. Cuando el
nucledsido contiene un grupo fosfato enlazado a la posicion 3' o 5' de la pentosa se denomina nucleétido. Una
secuencia de nucleétidos unidos de forma funcional se denomina tipicamente en el presente documento "secuencia
de bases" o "secuencia de nucleétidos," y se representa en el presente documento por una férmula con una
orientacion de izquierda a derecha que esta en el sentido convencional del extremo 5' al extremo 3'. Como se usa
en el presente documento, un "nucleétido modificado" se refiere a un nucleodtido polifosfato, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7
u 8 fosfatos.

Oligonucleétido o polinucleétido: como se usa en el presente documento, el término "oligonucleétido” se define
como una molécula que incluye dos o mas desoxirribonucleétidos y/o ribonucledtidos, preferentemente mas de tres.
Su tamafio exacto dependera de muchos factores, que a su vez dependen de la funcién definitiva o el uso del
oligonucleétido. El oligonucledtido se puede derivar sintéticamente o por clonaciéon. Como se usa en el presente
documento, el término "polinucleétido” se refiere a una molécula de polimero compuesta de mondmeros
nucleotidicos enlazados de forma covalente en una cadena. ADN (acido desoxirribonucleico) y ARN (acido
ribonucleico) son ejemplos de polinucleétidos.

Polimerasa: como se usa en el presente documento, una "polimerasa" se refiere a una enzima que cataliza la
polimerizacién de nucledtidos (es decir, la actividad polimerasa). En general, la enzima iniciara la sintesis en el
extremo 3' del cebador hibridado a una secuencia molde de polinucledtido, y avanzara hacia el extremo 5' de la
hebra molde. Una "ADN polimerasa" cataliza la polimerizacion de desoxinucleotidos.

Cebador: como se usa en el presente documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleétido, ya sea
natural o producido sintéticamente, que puede actuar como un punto de inicio de la sintesis de acido nucleico
cuando se dispone en condiciones en las que la sintesis de un producto de extension del cebador que es
complementario a una hebra de acido nucleico se induce, por ejemplo, en presencia de cuatro nucledtidos trifosfatos
diferentes y enzima termoestable en un tampdn apropiado ("tampén" incluye pH, fuerza idnica, cofactores, etc.) y a
una temperatura adecuada. El cebador es preferentemente monocatenario para eficacia maxima en la amplificacion,
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pero puede ser de forma alternativa bicatenario. Si es bicatenario, en primer lugar se trata el cebador para separar
sus hebras antes de usarse para preparar productos de extension. Preferentemente, el cebador es un
oligodesoxirribonucledétido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de los productos de
extensién en presencia de la enzima termoestable. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos
factores, incluyendo temperatura, fuente de cebador y uso del procedimiento. Por ejemplo, dependiendo de la
complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotidico contiene tipicamente 15-25 nucledtidos, aunque
puede contener mas o menos nucleétidos. En general, las moléculas cebadoras cortas requieren temperaturas mas
bajas para formar complejos hibridos suficientemente estables con el molde.

Procesividad: como se usa en el presente documento, "procesividad" se refiere a la capacidad de una polimerasa
para mantenerse unida al molde y realizar multiples reacciones de modificacion. Las "reacciones de modificacion”
incluyen pero no se limitan a polimerizacion y escision exonucleolitica. En algunos modos de realizacion,
"procesividad" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para realizar una secuencia de etapas de
polimerizacién sin disociacion intermedia de la enzima de las cadenas de ADN crecientes. Tipicamente, la
"procesividad" de una ADN polimerasa se mide por la longitud de nucleétidos (por ejemplo 20 nts, 300 nts, 0,5-1 kb,
0 mas) que se polimerizan o se modifican sin disociacion intermedia de la ADN polimerasa de la cadena de ADN
creciente. La "procesividad" puede depender de la naturaleza de la polimerasa, la secuencia de un molde de ADN, y
condiciones de reaccion, por ejemplo, concentracion de sal, temperatura o presencia de proteinas especificas.
Como se usa en el presente documento, el término "alta procesividad" se refiere a una procesividad mayor a 20 nts
(por ejemplo, mayor a 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 120 nts, 140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts,
260 nts, 280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 380 nts, 400 nts o mas) por asociacion/disociacién con el molde.
La procesividad se puede medir de acuerdo con los procedimientos definidos en el presente documento y en el
documento WO 01/92501 A1 (MJ Bioworks, Inc., Improved Nucleic Acid Modifying Enzymes, publicado el 6 de
diciembre de 2001).

Sintesis: como se usa en el presente documento, el término "sintesis" se refiere a cualquier procedimiento in vitro
para preparar una nueva hebra de polinucleétido o alargar el polinucleétido existente (es decir, ADN o ARN) de una
manera dependiente de molde. La sintesis, de acuerdo con la invencion, incluye amplificacion, lo que incrementa el
numero de copias de una secuencia de molde de polinucleétido con el uso de una polimerasa. La sintesis de
polinucleétidos (por ejemplo, amplificacion) da como resultado la incorporacion de nucleétidos en un polinucleétido
(es decir, un cebador) formando de este modo una nueva molécula de polinucleétido complementaria al molde de
polinucleétido. La molécula de polinucledtido formada y su molde se pueden usar como moldes para sintetizar
moléculas de polinucledtidos adicionales. "Sintesis de ADN," como se usa en el presente documento, incluye, pero
no se limita a, PCR, el marcaje de polinucleétido (es decir, para sondas y cebadores oligonucleotidicos),
secuenciacién de polinucleétidos.

Molécula de ADN molde: como se usa en el presente documento, el término "molécula de ADN molde" se refiere a
una hebra de un acido nucleico a partir de la que se sintetiza una hebra de acido nucleico complementaria por una
ADN polimerasa, por ejemplo, en una reaccion de extension de cebador.

Manera dependiente de molde: como se usa en el presente documento, el término "manera dependiente de
molde" se refiere a un procedimiento que implica la extension dependiente de molde de una molécula cebadora (por
ejemplo, sintesis de ADN por ADN polimerasa). El término "manera dependiente de molde" se refiere tipicamente a
la sintesis de polinucleétidos de ARN o ADN en la que la secuencia de la hebra de polinucleétido recién sintetizada
se dicta por las normas bien conocidas del emparejamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo,
Watson, J. D. et al., en: Molecular Biology of the Gene, 4.2 ed., W. A. Benjamin, Inc., Menlo Park, Calif. (1987)).

Marca: como se usa en el presente documento, el término "marca" se refiere a un resto detectable que puede ser
atomos o moléculas, o una coleccién de atomos o moléculas. Una marca puede proporcionar una firma optica,
electroquimica, magnética o electrostatica (por ejemplo, inductiva, capacitiva), firma que se puede detectar con la
ayuda de un nanoporo.

Nucleétido marcado: como se usa en el presente documento, el término "nucleétido marcado" se refiere a un
nucleétido o nucledtido modificado que tiene una marca unida. La marca se puede unir de forma covalente al
azucar, el fosfato (o polifosfato) o base. La marca puede estar en el fosfato terminal.

Vector: como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una construccién de acido nucleico
disefiada para la transferencia entre diferentes células huésped. Un "vector de expresion” se refiere a un vector que
tiene la capacidad de incorporar y expresar fragmentos de ADN heterélogos en una célula exdégena. Muchos
vectores de expresion procariotas y eucariotas estadn disponibles comercialmente. La seleccion de vectores de
expresion apropiados esta dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

Las variantes de polimerasa proporcionadas en el presente documento son utiles en la secuenciacion de

polinucledtidos basada en chip como se describe en el documento W0O2013/188841 (Genia Technologies, Inc., Chip
Set-Up and High-Accuracy Nucleic Acid Sequencing, publicado el 19 de diciembre de 2013).
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Las caracteristicas deseadas de una polimerasa que encuentra uso en la secuenciacién del ADN son:

a. kdis lenta (para nucleétido modificado)

b. kaso rapida (para nucleétido modificado)

c. Alta fidelidad

d. Baja actividad de exonucleasa

e. Desplazamiento de la hebra de ADN

f. kquim Mas rapida (para sustratos de nucleétidos modificados)

g. Estabilidad incrementada

h. Procesividad

i. Tolerancia a la sal

j. Compatible con unién a nanoporo

k. Capacidad para incorporar un polifosfato que tenga 4, 5, 6, 7 u 8 fosfatos, por ejemplo, nucledtido cuadrafosfato,
pentafosfato, hexafosfato, heptafosfato u octofosfato

|. Exactitud de secuenciacion

m. Longitudes de lectura largas, es decir, lecturas continuas largas.

Nomenclatura

En la presente descripcion y reivindicaciones, se usan los cédigos de una letra y tres letras convencionales para los
residuos aminoacidicos.

Para facilidad de referencia, las variantes de polimerasa de la solicitud se describen por el uso de la siguiente
nomenclatura:

Aminoacido(s) original(es): posicion/posiciones: aminoacido(s) sustituido(s). De acuerdo con esta nomenclatura, por
ejemplo, la sustitucién de serina por una alanina en la posicién 242 se muestra como:

Ser242Ala o S242A
Las mutaciones multiples se separan por signos de mas, es decir:
Ala30Asp+Glu34Ser o ABON+E34S

representando mutaciones en las posiciones 30 y 34 sustituyendo alanina y acido glutamico por asparagina y serina,
respectivamente.

Cuando uno o mas residuos aminoacidicos alternativos se pueden insertar en una posicion dada, se indica como:
A30N/E o A30N o A30E.

A menos que se exprese de otro modo, el nimero de residuos corresponde a la numeracién de residuos de SEQ ID
NO:2.

Mutagénesis de la polimerasa dirigida a sitio

En el presente documento se proporcionan las secuencias naturales de fago de Clostridium phiCPV4 (SEQ ID NO:3,
region codificante de acido nucleico mas una marca His; SEQ ID NO:1, regién codificante de proteina) y estan
disponibles en otros lugares (National Center for Bioinformatics o GenBank con niumeros de acceso AFH27113).

Se pueden introducir mutaciones puntuales usando el kit QuikChange Lightning 2 (Stategene/Agilent) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se pueden encargar los cebadores a empresas comerciales, por ejemplo, IDT DNA.
Ensamblaje e insercion de nanoporos

Los procedimientos descritos en el presente documento pueden usar un nanoporo que tiene una polimerasa unida al
nanoporo. En algunos casos, es deseable tener una y solo una polimerasa por nanoporo (por ejemplo, de modo que
solo se secuencia una molécula de acido nucleico en cada nanoporo). Sin embargo, muchos nanoporos, incluyendo,
por ejemplo, hemolisina alfa (aHL), pueden ser proteinas multiméricas que tienen una pluralidad de subunidades
(por ejemplo, 7 subunidades para aHL). Las subunidades pueden ser copias idénticas del mismo polipéptido. En el
presente documento se proporcionan proteinas multiméricas (por ejemplo, nanoporos) que tienen una proporcion
definida de subunidades modificadas (por ejemplo, variantes de a-HL) con respecto a subunidades no modificadas
(por ejemplo, a-HL). En el presente documento también se proporcionan procedimientos para producir proteinas
multiméricas (por ejemplo, nanoporos) que tienen una proporcion definida de subunidades modificadas con respecto
a subunidades no modificadas.
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Con referencia a la figura 27 del documento W0O2014/074727 (Genia Technologies, Inc.), un procedimiento para
ensamblar una proteina que tiene una pluralidad de subunidades comprende proporcionar una pluralidad de
primeras subunidades 2705 y proporcionar una pluralidad de segundas subunidades 2710, donde las segundas
subunidades se modifican en comparacion con las primeras subunidades. En algunos casos, las primeras
subunidades son naturales (por ejemplo, purificadas de fuentes naturales o producidas de forma recombinante). Las
segundas subunidades se pueden modificar de cualquier forma adecuada. En algunos casos, las segundas
subunidades tienen una proteina (por ejemplo, una polimerasa) unida (por ejemplo, como una proteina de fusion).

Las subunidades modificadas pueden comprender un resto quimicamente reactivo (por ejemplo, una acida o un
grupo alquino adecuado para formar un enlace). En algunos casos, el procedimiento comprende ademas realizar
una reaccioén (por ejemplo, una cicloadicion quimica Click) para unir una entidad (por ejemplo, una polimerasa) al
resto quimicamente reactivo.

El procedimiento puede comprender ademas poner en contacto las primeras subunidades con las segundas
subunidades 2715 en una primera proporcién para formar una pluralidad de proteinas 2720 que tienen las primeras
subunidades y las segundas subunidades. Por ejemplo, una parte de las subunidades de aHL modificadas que
tienen un grupo reactivo adecuado para unir una polimerasa se puede mezclar con seis partes de subunidades de
aHL naturales (es decir, siendo la primera proporcién 1:6). La pluralidad de proteinas puede tener una pluralidad de
proporciones de las primeras subunidades con respecto a las segundas subunidades. Por ejemplo, las subunidades
mixtas pueden formar varios nanoporos que tienen una distribucion de estequiometrias de subunidades modificadas
con respecto a no modificadas (por ejemplo, 1:6, 2:5, 3:4).

En algunos casos, las proteinas se forman simplemente mezclando las subunidades. En el caso de nanoporos de
aHL, por ejemplo, un detergente (por ejemplo, acido desoxicdlico) puede provocar que el monémero de aHL adopte
la conformacién de poro. Los nanoporos también se pueden formar usando un lipido (por ejemplo, 1,2-difitanoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPhPC) o 1,2-di-O-fitanil-sn-glicero-3-fosfocolina (DoPhPC)) y temperatura moderada (por
ejemplo, menos de aproximadamente 100 °C). En algunos casos, mezclar DPhPC con una solucién tampén crea
grandes vesiculas multilaminares (LMV), y afiadir subunidades de aHL a esta solucién e incubar la mezcla a 40 °C
durante 30 minutos da como resultado la formacion de poro.

Si se usan dos tipos diferentes de subunidades (por ejemplo, la proteina natural y un segundo monémero de aHL
que puede contener una Unica mutacion puntual), las proteinas resultantes pueden tener una estequiometria mixta
(por ejemplo, proteinas naturales y mutantes). La estequiometria de estas proteinas puede seguir una formula que
es dependiente de la proporciéon de las concentraciones de las dos proteinas usadas en la reaccion de formacion de
poros. Esta férmula es como sigue:

100 Pm= 100[n!/m!(n-m)!] - fmut™ - fut"™™, donde

Pm = probabilidad de que un poro tenga un niumero m de subunidades mutantes
n = nimero total de subunidades (por ejemplo, 7 para aHL)

m = ndmero de subunidades "mutantes"”

fmut = fraccion o proporcién de subunidades mutantes mezcladas entre si

fwt = fraccidn o proporcion de subunidades naturales mezcladas entre si

El procedimiento puede comprender ademas fraccionar la pluralidad de proteinas para enriquecer proteinas que
tienen una segunda proporcion de las primeras subunidades con respecto a las segundas subunidades 2725. Por
ejemplo, se pueden aislar proteinas de nanoporo que tienen una y solo una subunidad modificada (por ejemplo, una
segunda proporcion de 1:6). Sin embargo, cualquier segunda proporcion es adecuada. También se puede fraccionar
una distribucién de segundas proporciones, tal como enriquecer proteinas que tienen una o bien dos subunidades
modificadas. El nimero total de subunidades que forman la proteina no siempre es 7 (por ejemplo, se puede usar un
nanoporo diferente o se puede formar un nanoporo de hemolisina alfa que tiene seis subunidades) como se
representa en la figura 27 del documento W02014/074727. En algunos casos, se enriquecen las proteinas que
tienen solo una subunidad modificada. En dichos casos, la segunda proporcién es 1 segunda subunidad por (n-1)
primeras subunidades donde n es el numero de subunidades que comprenden la proteina.

La primera proporcion puede ser la misma que la segunda proporcion, sin embargo, esto no se requiere. En algunos
casos, las proteinas que tienen mondémeros mutados se pueden formar menos eficazmente que las que no tienen
subunidades mutadas. Si este es el caso, la primera proporciéon puede ser mayor que la segunda proporcién (por
ejemplo, si se desea una segunda proporciéon de 1 subunidad mutada con respecto a 6 no mutadas en un nanoporo,
formar un nimero adecuado de 1:6 proteinas puede requerir mezclar las subunidades en una proporcion mayor que
1:6).

Las proteinas que tienen segundas proporciones de subunidades diferentes se pueden comportar de manera
diferente (por ejemplo, tener diferentes tiempos de retencidn) en una separacion. En algunos casos, las proteinas se
fraccionan usando cromatografia, tal como cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia de afinidad. Puesto
que las primeras y segundas subunidades pueden ser idénticas aparte de la modificacion, el numero de
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modificaciones en la proteina puede servir como base para la separacion. En algunos casos, las primera o bien
segunda subunidades tienen una marca de purificacion (por ejemplo, ademas de la modificaciéon) para permitir o
mejorar la eficacia del fraccionamiento. En algunos casos, se usa una marca polihistidina (marca His), una marca
estreptavidina (marca Strep) u otra marca peptidica. En algunos casos, las primera y segunda subunidades
comprenden cada una diferentes marcas y la etapa de fraccionamiento fracciona en base a cada marca. En el caso
de una marca His, se crea una carga en la marca a pH bajo (los residuos de histidina se cargan positivamente por
debajo del pKa de la cadena lateral). Con una diferencia significativa de carga en una de las moléculas de aHL en
comparacién con las ofras, se puede usar cromatografia de intercambio idnico para separar los oligdbmeros que
tienen 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de las subunidades de aHL "marcadas con carga". En principio, esta marca de carga
puede ser una cadena de cualquier aminoacido que porte una carga uniforme. La figura 28 y figura 29 muestran
ejemplos de fraccionamiento de nanoporos en base a una marca His. La figura 28 muestra una curva de
absorbancia ultravioleta a 280 nandmetros, absorbancia ultravioleta a 260 nanémetros y conductividad. Los picos
corresponden a nanoporos con diversas proporciones de subunidades modificadas y no modificadas. La figura 29
del documento WO2014/074727 muestra el fraccionamiento de nanoporos de aHL y mutantes de los mismos
usando tanto marca His como marcas Strep.

En algunos casos, una entidad (por ejemplo, una polimerasa) se une a la proteina después del fraccionamiento. La
proteina puede ser un nanoporo y la entidad puede ser una polimerasa. En algunos casos, el procedimiento
comprende ademas insertar las proteinas que tienen las segundas subunidades de proporcion en una bicapa.

En algunas situaciones, un nanoporo puede comprender una pluralidad de subunidades. Se puede unir una
polimerasa a una de las subunidades y al menos una y menos que todas las subunidades comprenden una primera
marca de purificacion. En algunos ejemplos, el nanoporo es hemolisina alfa o una variante de la misma. En algunos
casos, todas las subunidades comprenden una primera marca de purificaciéon o una segunda marca de purificacion.
La primera marca de purificacion puede ser una marca polihistidina (por ejemplo, en la subunidad que tiene la
polimerasa unida).

Polimerasa unida a nanoporo

En algunos casos, una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa) se une y/o se localiza proxima al nanoporo. La
polimerasa se puede unir al nanoporo antes o después de que el nanoporo se incorpore en la membrana. En
algunos casos, el nanoporo y la polimerasa son una proteina de fusién (es decir, una Unica cadena polipeptidica).

La polimerasa se puede unir al nanoporo de cualquier forma adecuada. En algunos casos, la polimerasa se une al
monomero proteico de nanoporo (por ejemplo, hemolisina) y a continuacién se ensambla el heptamero de nanoporo
completo (por ejemplo, en una proporcion de un monémero con una polimerasa unida con respecto a 6 monomeros
de nanoporo (por ejemplo, hemolisina) sin una polimerasa unida). El heptamero de nanoporo se puede insertar a
continuacion en la membrana.

Otro procedimiento para unir una polimerasa a un nanoporo implica unir una molécula conectora a un monémero de
hemolisina o mutar un monémero de hemolisina para tener un sitio de unién y a continuacién ensamblar el
heptamero de nanoporo completo (por ejemplo, en una proporcién de un monémero con conector y/o sitio de union
con respecto a 6 mondmeros de hemolisina sin conector y/o sitio de unién). A continuacién se puede unir una
polimerasa al sitio de unién o conector de union (por ejemplo, en bloque, antes de insertarlo en la membrana). La
polimerasa también se puede unir al sitio de unién o conector de unidon después de que el nanoporo (por ejemplo,
heptamero) se forme en la membrana. En algunos casos, se inserta una pluralidad de pares nanoporo-polimerasa
en una pluralidad de membranas (por ejemplo, dispuestas sobre los pocillos y/o electrodos) del biochip. En algunos
casos, la unién de la polimerasa al complejo de nanoporo se produce en el biochip encima de cada electrodo.

La polimerasa se puede unir al nanoporo con cualquier quimica adecuada (por ejemplo, enlace covalente y/o
conector). En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo con grapas moleculares. En algunos casos, las
grapas moleculares comprenden tres secuencias de aminoacidos (indicados como conectores A, B y C). El conector
A se puede extender desde un mondmero de hemolisina, el conector B se puede extender desde la polimerasa, y el
conector C puede unir a continuacion los conectores A y B (por ejemplo, envolviendo ambos conectores Ay B) y por
tanto, la polimerasa al nanoporo. El conector C también se puede construir para formar parte del conector A o
conector B, reduciendo por tanto el nUmero de moléculas conectoras.

En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo usando la quimica Solulink™. Solulink™ puede ser una
reaccion entre HyNic (acido 6-hidracino-nicotinico, una hidracina aromatica) y 4FB (4-formilbenzoato, un aldehido
aromatico). En algunos casos, la polimerasa se une al nanoporo usando la quimica Click (disponible en Life
Technologies, por ejemplo). En algunos casos, se introducen mutaciones de dedos de cinc en la molécula de
hemolisina y a continuaciéon se usa una molécula (por ejemplo, una molécula intermedia de ADN) para unir la
polimerasa a los sitios de dedos de cinc en la hemolisina.

Otros conectores que pueden ser Utiles en la unidn de la polimerasa a un nanoporo son el enlace genético directo
(por ejemplo, el conector de aminoacidos (GGGGS)1-3 (SEQ ID NO: 4)), el enlace mediado por transglutaminasa
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(por ejemplo, RSKLG (SEQ ID NO: 5)), el enlace mediado por sortasa y enlace quimico a través de modificaciones
de cisteina. Los conectores especificos contemplados como utiles en el presente documento son (GGGGS)1.3 (SEQ
ID NO: 4), marca K (RSKLG (SEQ ID NO: 5)) en el extremo N, sitio ATEV (12-25), sitio ATEV + extremo N de
SpyCatcher (12-49).

Configuracion del aparato

El nanoporo se puede formar o incluirse de otro modo en una membrana dispuesta adyacente a un electrodo sensor
de un circuito sensor, tal como un circuito integrado. El circuito integrado puede ser un circuito integrado especifico
de la aplicacion (ASIC). En algunos ejemplos, el circuito integrado es un transistor de efecto de campo o un
semiconductor de 6xido metalico complementario (CMOS). El circuito sensor puede estar situado en un chip u otro
dispositivo que tenga el nanoporo, o fuera del chip o dispositivo, tal como en una configuracion fuera de chip. El
semiconductor puede ser cualquier semiconductor, incluyendo, sin limitacion, los semiconductores del grupo IV (por
ejemplo, silicio) y grupo IlI-V (por ejemplo, arseniuro de galio). Véase, por ejemplo, el documento WO 2013/123450,
para la configuracion del aparato y dispositivo para detectar un nucleétido o marca.

Se pueden usar sensores basados en poros (por ejemplo, biochips) para consulta electrénica de moléculas
individuales. Un sensor basado en poros puede incluir un nanoporo de la presente divulgacién formado en una
membrana que se dispone adyacente o proxima a un electrodo sensor. El sensor puede incluir un contraelectrodo.
La membrana incluye un lado trans (es decir, un lado orientado hacia el electrodo sensor) y un lado cis (es decir, un
lado orientado hacia el contraelectrodo).

En la divulgacion experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM
(micromolar); N (normal); mol (moles); mmol (milimoles); umol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg
(miligramos); kg (kilogramos); pg (microgramos); | (litros); ml (mililitros); upl (microlitros); cm (centimetros); mm
(milimetros); um (micrémetros); nm (nanémetros); °C (grados centigrados); h (horas); min (minutos); s (segundos);
ms (milisegundos).

EJEMPLOS

Las figuras adjuntas se deben considerar como partes integrales de la memoria descriptiva y la descripciéon de la
invencién. Todas las referencias citadas se incorporan especificamente en el presente documento por referencia
para todo lo que se describe en el mismo. Se ofrecen los siguientes ejemplos para ilustrar, pero no para limitar la
invencion reivindicada.

Ejemplo 1
Mutagénesis dirigida
Este ejemplo ilustra la introduccién de una mutacion en una polimerasa pol6 en una posiciéon deseada.

El ADN que codifica la pol6 natural marcada con His se adquirié de una fuente comercial (DNA 2.0, Menlo Park,
California). Se verificé la secuencia por secuenciacion.

Para el cribado de mutantes, se expresd la polimerasa tal cual (N-ter His-Pol6). Para someter a prueba los
resultados positivos de pol en el chip, se genomanipulé en un dominio de SpyCatcher en el extremo N o extremo C
de Pol6.

Las posiciones racionales para afectar a la unién de Pol6-nucleétido se identificaron en base a modelos de
homologia de estructuras cristalinas conocidas.

Para el cribado principal, cada una de las posiciones racionales se mutaron en Gly, Ala, Leu, Glu, GIn, Lys, His, Tyr,
Pro, Trp, Thr o Met usando el protocolo de mutagénesis Q5.

Los cebadores para cada reaccion de mutagénesis se disefiaron usando el protocolo de NEBaseChanger y se
encargaron en formato de placa de 96 pocillos de IDT.

Los cebadores directo e inverso se fosforilaron en 5' en formato de alto rendimiento (HTP) usando la
polinucleotidocinasa (PNK) T4 adquirida en NEB. Una reaccién tipica de 25 pl contenia 15 pl de cebador a 10 uM,
5 pl de tampdn de reaccion 5X (de NEB), 1,25 ul de enzima PNK, 3,75 ul de agua. Se realiz6 la reaccién a 37 °C
durante 30 min y se termoinactivé la enzima a 65 °C durante 20 min.

Se realizé la mutagénesis por PCR usando ADN polimerasa Q5 de NEB. Una reaccion tipica de 25 pl contenia 5 pl
de tampoén Q5, 5yl de potenciador de GC, 0,5 pl de dNTP 10 mM, 1,25 ul de cebadores directo e inverso de
mutagénesis fosforilada 10 pM, 0,25 pl de polimerasa Q5 y 1 pl de 5 ng/ml de molde de Pol6 natural, es decir, His-
Pol6, y 10,75 pl de H20.
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Una vez que se completa la PCR, se afadieron 0,5 yl de Dpn1 a 25 pl de la mezcla de PCR y se incubd a 37 °C
durante 1 h.

Afadir 2,5 pl de producto de PCR tratado con Dpn1 con 2,5 pl de Blunt/TA Ligase Master Mix. Incubar a temperatura
ambiente durante 1 h.

Anadir 1 yl de mezcla de fijacion a 20 ul de células BL21DE3 en 96 pocillos (EMD Millipore) e incubar en hielo
durante 5 min.

Choque térmico a 42 °C durante exactamente 30 s usando el dispositivo de PCR y poner en hielo durante 2 min.
Anadir 80 yl de SOC e incubar en una estufa de incubacion a 37 °C durante 1 h sin agitar.

Afadir 100 yl de SOC o agua ultra pura y sembrarlas en placas con LB-agar de 48 pocillos con 50-100 yg/ml de
kanamicina.

Ejemplo 2
Expresion y purificacion

El siguiente ejemplo detalla como se expresaron y purificaron las variantes de pol6 usando un procedimiento de alto
rendimiento.

El ADN que codifica las variantes en el vector pD441 (plasmido de expresion) se transformé en E. coli competente y
se prepararon reservas de glicerol. Comenzando a partir de una pequefia seleccion de las reservas de glicerol,
cultivar 1 ml de cultivo iniciador en LB con glucosa al 0,2 % y 100 pg/ml de kanamicina durante aproximadamente
8 h. Transferir 25 pl de cultivo iniciador en fase logaritmica a 1 ml de medio de expresién (medio de autoinduccion
Terrific Broth (TB) complementado con glucosa al 0,2 %, fosfato de potasio 50 mM, MgCl2 5 mM y 100 pg/ml de
kanamicina) en placas de 96 pocillos profundos. Se incubaron las placas con agitacion a 250-300 rpm durante 36-
40 ha28 °C.

A continuacién, se recogieron las células por medio de centrifugacion a 3200 x g durante 30 minutos a 4 °C. Se
decanto el medio y se resuspendié el sedimento celular en 200 pl de tampén de lisis preenfriado (fosfato de potasio
20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, Tween20 al 0,5 %, TCEP 5 mM, imidazol 10 mM, PMSF 1 mM, BugBuster 1X,
100 pg/ml de inhibidores de lisozima y proteasa) e incubar a temperatura ambiente durante 20 min con agitacién
suave. A continuacion, afiadir 20 yl de una reserva 10x a una concentracion final de 100 pg/ml de DNasa, MgCl2
5 mM, 100 pg/ml de RNasa | e incubar en hielo durante 5-10 min para producir un lisado. Complementar el lisado
con 200 pl de fosfato de potasio 1 M, pH 7,5 (la concentracién final sera de aproximadamente 0,5 M de fosfato de
potasio en 400 ul de lisado) y filtrar a través de placas de filtro Pall (pieza n.° 5053, filtros de 3 micrometros) por
medio de centrifugacion a aproximadamente 1500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. A continuacion, se aplicaron los
lisados clarificados a placas de cobalto His-Pur de 96 pocillos equilibradas (Pierce pieza n.° 90095) y se unieron
durante 15-30 min.

Se recogio el flujo pasante (FT) por centrifugacién a 500xG durante 3 min. A continuacion, se lavé 3 veces el FT con
400 ul de tampodn de lavado 1 (fosfato de potasio 0,5 M pH 7,5, NaCl 1 M TCEP 5 mM, imidazol 20 mM + Tween20
al 0,5 %). A continuacion, se lavo el FT dos veces en 400 ul de tampon de lavado 2 (Tris 50 mM pH 7,4, KCI
200 mM, TCEP 5 mM, Tween20 al 0,5 %, imidazol 20 mM).

Se eluyd la Pol6 usando 200 pl de tampdn de elucién (Tris 50 mM pH 7,4, KCI 200 mM, TCEP 5 mM, Tween20 al
0,5 %, imidazol 300 mM, glicerol al 25 %) y se recogié después de una incubacién de 1-2 min. Volver a aplicar
eluido a la misma placa con His-Pur 2-3 veces para obtener Pol6 concentrada en el eluido. La polimerasa purificada
es >95 % pura como se evalua por SDS-PAGE. La concentracion de proteina es de ~3 uM (0,35 mg/ml) con una
proporcion 260/280 de 0,6 como se evalta por Nanodrop.

La actividad polimerasa se verifica por ensayo de desplazamiento de fluorescencia (véase el ejemplo 3).

Ejemplo 3
Determinacion de actividad

Este ejemplo proporciona procedimientos para determinar la actividad de las polimerasas variantes.

Protocolo de ensayo de desplazamiento

Este ensayo caracteriza la capacidad de la polimerasa mutante de incorporar nucleétidos polifosfato en una hebra
de ADN, asi como su capacidad para desenrollar y desplazar el ADN bicatenario.
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Reactivo A Reactivo B
Reactivo Concentracion Concentracion
KCI 21,4 mM 20 mM
Bicina 7,9 26,75 mM 25 mM
EDTA 0,284 mM N/A
Triton X-100 0,0535 % 0,05 %
DTT 5,35 mM 5 mM
BSA 26,75 ug/mi 25 ug/ml
'IXISI'\clie de FRET de71 M N/A
MgSO4 N/A 20 mM
N/A = no aplicable
Alto contenido de sal

Reactivo A Reactivo B
Reactivo Concentracion Concentracién
NaCl 75 mM 300 0 150 mM
HEPES 7,5 32,6 mM 25 mM
EDTA 0,3 mM N/A
Triton X-100 0,065 % 0,05 %
TCEP 6,5 mM 5 mM
BSA 32,6 yg/ml 25 ug/ml
Molde de FRET de[87 nM N/A
ADN
MgCl N/A 20 mM

N/A = no aplicable

Para el cribado de mutantes unicos y dobles:

Usando el reactivo A como diluyente, preparar 4 condiciones de nucledtidos diferentes a 1,42X:

1

Nucleotido [1,42X] [Final]
dTnP-NHz 28,4 uyM 20 uyM
dATP 21,3 uyM 15 uM
dCTP 21,3 uM 15 uM
dGTP 21,3 uM 15 uM

3

Nucleotido [1,42X] [Final]
dTnP-NH> 0 uM 0 uM
dATP 21,3 uM 15 uM
dCTP 21,3 uyM 15 uM
dGTP 21,3 uyM 15 uM
Para el cribado de mutantes triples:

Usando el reactivo A como diluyente, preparar 4 condiciones de nucleétidos diferentes a 1,42X:

1

Nucledtido [1,42X] [Final]
dTnP-NH2 28,4 uyM 20 yM
dAnP-NH2 28,4 uyM 20 uyM
dCnP-NH2 28,4 uyM 20 uyM
dGnP-NH2 28,4 uyM 20 yM

2

Nucledtido [1,42X] [Final]
dTnP-NH:2 2,84 UM 2 uM
JATP 21,3 UM 15 UM
dCTP 21,3 uM 15 uM
dGTP 21,3 uM 15 uM

4

Nuclestido | [1,42X] [Final]
dTnP-NH: 0 0
dATP 0 0
dCTP 0 0
dGTP 0 0

2
Nucledétido [1,42X] [Final]
dTnP-NH2 1,42 uM 1uM
dAnP-NH; 1,42 pM 1 uM
dCnP-NH2 1,42 yM 1uM
dGnP-NH> 1,42 uM 1uM
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3 4

Nuclestido [1,42X] | [Final] Nucledtido | [1,42X] [Final]

dTnP-NH; 0 uM 0 uM dTnP-NH; 0 0
dATP 21,3uM | 15 pM dAnP-NH> 0 0
dCTP 21,3uM_| 15 pM dCnP-NHz 0 0
dGTP 21,3pM | 15uM dGnP-NH; 0 0

dNnP es un nucledtido polifosfato donde N es el nucleétido (es decir, A, T, C 0 G) y nP es 4-8 fosfatos
La condicion de nucledtido 1 somete a prueba la actividad a alta concentracion de hexafosfato.
La condicion de nucledtido 2 somete a prueba la actividad a baja concentracion de hexafosfato.

La condicién de nucleétido 3 somete prueba la tasa de incorporacidn incorrecta (es decir, la fidelidad). Si una
polimerasa mutante muestra actividad significativa con solo 3 de los 4 nucleétidos necesarios, entonces se concluye
que no discrimina entre nucledtidos correctos o incorrectos mientras extiende una hebra de ADN.

La condicién de nucleétido 4 somete a prueba la actividad exonucleasa. Si una polimerasa muestra actividad
significativa sin nucleétidos presentes, entonces se concluye que la polimerasa presenta actividad exonucleasa.

Afadir a cada pocillo de reaccién en una placa transparente de mitad de area de 96 pocillos:
23 pl de reactivo A/mezcla de nucledtidos
2 yl de polimerasa (1-10 uM)

Agitar a 800 rpm en un agitador de placas durante ~10 min.

Afadir 5 yl de NaCl 1,4 M a cada pocillo para llevar la concentracién de NaCl hasta 300 mM o 5 ul de NaCl 525 mM
a cada pocillo para llevar la concentracién de NaCl hasta 150 mM.

Incubar durante 30 minutos.

En el lector de placas BMG LABTECH, inyectar 10 pl de reactivo B y leer la sefial de fluorescencia durante de 2 a
10 min.

Los datos representativos del ensayo de desplazamiento para una polimerasa variante se muestran en la FIG. 5. La
actividad de la polimerasa se midié6 usando el ensayo de desplazamiento en presencia de A. dTnP 20 uM +
dA,C,G3P 15 uM (cuadrados rojos; m), B. dTnP 5 pM + dA,C,G3P 15 uyM (rombos azules; ¢), C. dA,C,G3P 15 uM
(triangulos verdes; A) o D. en ausencia de nucledtidos (X moradas). A y B muestran que una variante mutante
puede incorporar y extender a lo largo de un molde de ADN con un nucleétido polifosfato. C muestra que la variante
no ha perdido su fidelidad y no incorpora incorrectamente nucleétidos aleatorios en ausencia de un nucleoétido T. D.
muestra que la sefal generada no es el resultado de la actividad exonucleasa de la polimerasa en ausencia de
todos los nucleodtidos. Las cuatro curvas son representativas de una unica variante sometida a prueba en 4 placas
de ensayo diferentes como parte del cribado de polimerasa.

Ejemplo 4
Determinacion de kois

Se uso el siguiente ensayo de flujo interrumpido para determinar la velocidad kdis de las polimerasas variantes.

Para el reactivo A, la polimerasa se enlaza a un cebador-molde de ADN marcado con fluoresceina con un nucleétido
polifosfato unido a Cy3 (o Alexa555) en presencia de un metal divalente no catalitico como Ca?*. Esto forma un par
FRET, siendo fluoresceina el fluoréforo donante y siendo Cy3 el fluoréforo aceptor. El reactivo B contiene el
nucleétido de caza. Para los propodsitos de este ensayo, el primer nucleétido que se va a incorporar en el
molde/cebador es citosina.

Se prepard recientemente el reactivo A (NaCl 75 mM, HEPES 25 mM (pH 7,5), CaCl2 2 mM, fluoresceina-
molde/cebador 250 nM, dCnP-Cy3 20 uM y polimerasa >250 nM) mezclando los componentes para garantizar que
la polimerasa se afade al final. Permitir que la polimerasa se incube en el reactivo A durante 10 minutos.

Se prepard el reactivo B (NaCl 75 mM, HEPES 25 mM (pH 7,5), CaCl2 2 mM y dCTP 200 mM).

Cuando se mezclan el reactivo A y B, dCTP compite con dCnP-Cy3 por la asociacion, se observa un incremento en

la fluorescencia dado que la concentracion de dCTP esta en exceso. El ensayo se puede realizar con un dispositivo
de interrupcion de flujo (Kintek Corp) o bien un lector de placas fluorescente. El incremento de la fluorescencia frente
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al tiempo se ajustd a una exponencial de primer orden o de segundo orden para proporcionar la constante cinética
kdis para esa polimerasa particular.

Los rendimientos de purificacion y kdis para variantes seleccionadas se presentan en la tabla 1.

Tabla 1 - Rendimientos de purificacién y kdis para variantes de Pol6 seleccionadas

Kais (s7) Rendimiento c(i:g;))rep. de 2,5 ml
Buen resultado positivo de kdis y moderadamente buena
actividad a 20 uM
S366A+N535L+A547M 0,0039 77,58
Resultados positivos de 20 mod (buena actividad a 20 uM
de nucleétido hexafosfato y muy baja o nula actividad a
0 uM)
T651Y+P542E+N545K 0,0562 5,16
T651Y+P542E+Q546W 0,0201 64,58
S366A+P542E+N545K 0,0295 125,24
Resultados positivos de 20 MSR (buena actividad a
20 uM, actividad a 0 uM)
S366A+P542E+1652Q 0,0440 196,63
T651Y+P542E+S366A 0,0583 10,11
Resultados positivos de 1 MSR/1 mod y también
muestran una moderadamente buena actividad a 20 uM
S366A+N535L+N545K 0,0103 60,25
T651Y+N535L+N545K 0,0273 210,66
S366A+N535L+T529M 0,0327 153,09
S366A+N535L+1652Q 0,0097 161,55
Resultado positivo de mutante doble
T651Y+N535L 0,0312 281,84
S366A+N535L 0,0134 666,95

FP = polarizacion fluorescente

Véase la FIG. 3 para una representacion esquematica del ensayo y un grafico de una reaccion ejemplar. Véase la
FIG. 10 para datos representativos.

Ejemplo 5
Determinacion de Kpis

Este ejemplo proporciona un procedimiento alternativo usando polarizacion de fluorescencia para determinar la kdis.

Se us6 un tampdn de ensayo que comprendia Tris 25 mM pH 7,0, KCI 75 mM, Triton-X100 al 0,01 %, BSA 1X
(100 ug/ml), EDTA 0,5 mM, CaClz 2 mM, DTT 2 mM, para preparar una mezcla maestra de ensayo que contenia
molde de ADN marcado con fluoresceina de horquilla 250 nM y nucleétido marcado con dC6P-C6-Cy3 250 nM. Se
afiadieron cincuenta y cinco microlitros de la mezcla maestra a cada uno de los pocillos de una placa Costar negra
de 96 pocillos; y se afadieron 20 yl de mutantes de polimerasa, que se habian purificado de cultivos de 1 ml, en un
formato de alto rendimiento (HTP). Se agit6é la placa en un agitador de placas durante 1 minuto para permitir la
formacion de complejos ternarios homogéneos de polimerasa-molde de ADN-nucleétido. Se puso la placa en un
lector de placa Polarstar BMG (BMG LABTECH Inc., Carolina del Norte) y se ajusté la milipolarizaciéon objetivo a
200 mP y al 10 % para obtener una ganancia de alrededor de 2000. Se establecid el filtro de excitacion en 485 nM y
se establecio el filtro de emisién en 590-20 nM. Se cebd el inyector con 1 ml de solucién de nucleétido de caza
dCTP 1 mM. Se recopilaron los datos con un minimo de 30 destellos por pocillo por intervalo y un tiempo de lectura
total de 60 s para el comienzo. Los destellos se incrementaron a 50 o0 més y se tomaron tiempos de lectura mas
largos para los mutantes con resultado positivo que mostraron una disociacién lenta. La recopilacion de datos
empezo6 con la inyeccién de 25 pl de dCTP 1 mM.

Véase la FIG. 4 para una representacion esquematica del ensayo y un grafico de una reaccion ejemplar.
Véase la FIG. 6 para datos representativos del ensayo de kdis basado en polarizaciéon de fluorescencia para dos

polimerasas variantes (S366A+N535L+1652Q (B6) y S366A+P542E+1652Q (C6)). mP es milipolarizacion. El
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complejo ternario preformado de polimerasa-molde de ADN-dCnP-Alexa555 se caza con dCTP natural y se realizo
un seguimiento de dCnP-Alexa555 de polarizacién en el tiempo.

Ejemplo 6
Determinacion de Kauim

Este ejemplo proporciona un ensayo basado en FRET para determinar la kquim para las polimerasas variantes.

Para el reactivo A, la polimerasa se enlaza al cebador-molde de ADN marcado con fluoresceina. El reactivo B
contiene nucledtido polifosfato unido a Cy3 (o Alexa555) en presencia de un metal divalente catalitico como Mg?*.
Para los propésitos de este protocolo, el primer nucleétido que se va a incorporar en el molde/cebador es citosina.

Se preparo el reactivo A (NaCl 75 mM, HEPES 25 mM (pH 7,5), fluoresceina-molde/cebador 250 nM, polimerasa
>250 nM). Se dejo incubar la polimerasa en el reactivo A durante 10 min.

Se preparo el reactivo B (NaCl 75 mM, HEPES 25 mM (pH 7,5), MgCl2 10 mM y dCnP-Cy3 20 uM).

Cuando se mezclan el reactivo A y B, el complejo polimerasa-fluoresceina-molde-cebador se une a dCnP-Cy3 y se
extingue la fluorescencia. Mg?* permite que la polimerasa incorpore el nucleétido que libera el producto de escision,
pirofosfato con Cy3 unido, nP-Cy3. Puesto que se libera la molécula de extincion, se incrementa la fluorescencia. El
ensayo se puede realizar con un dispositivo de interrupcién de flujo (Kintek Corp) o bien un lector de placas
fluorescente.

Véase la FIG. 2 para una representacion esquematica del ensayo y un grafico de una reaccion ejemplar. Véase la
FIG. 9 para datos representativos.

Ejemplo 7
Unién a nanoporo

Este ejemplo proporciona procedimientos de unién de una polimerasa variante a un nanoporo, por ejemplo,
hemolisina a.

Se puede acoplar la polimerasa al nanoporo por cualquier medio adecuado. Véanse, por ejemplo, los documentos
PCT/US2013/068967 (publicado como WO2014/074727; Genia Technologies, Inc.), PCT/US2005/009702
(publicado como W02006/028508; Presidente y miembros de la Universidad de Harvard) y PCT/US2011/065640
(publicado como W02012/083249; Universidad de Columbia).

La polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa pol6 variante, se acoplé a un nanoporo proteico (por ejemplo,
hemolisina alfa), a través de una molécula conectora. Especificamente, se uso el sistema SpyTag y SpyCatcher,
que forma espontaneamente enlaces isopeptidicos covalentes en condiciones fisiolégicas. Véase, por ejemplo, Li et
al., J Mol Biol., 23 de enero de 2014;426(2):309-17.

Se expreso6 la marca His de variante de pol6 SpyCatcher de acuerdo con el ejemplo 2 y se purificé usando una
columna de afinidad de cobalto. Se incubaron la polimerasa SpyCatcher y la proteina de nanoporo oligomerizada
SpyTag durante la noche a 4 °C en SrCl2 3 mM. A continuacion se purificd el complejo 1:6-polimerasa-molde usando
cromatografia de exclusion por tamafio.

Se unié el conector al extremo N o bien al extremo C de la variante de pol6. Se descubrié que las variantes unidas
de forma N terminal eran mas robustas, por ejemplo, mas estables. Por lo tanto, se usaron conectores unidos de
forma N terminal.

Ejemplo 8
Actividad en un biochip

Este ejemplo demuestra la capacidad de una polimerasa variante enlazada a nanoporo para unir nucleétidos
marcados vy, por lo tanto, permite la deteccidn de corrientes de canal bloqueado en el nanoporo al que esta unida la
polimerasa.

La polimerasa se unié a un nanoporo y se incluyd en una bicapa lipidica sobre un pocillo en un chip sensor
semiconductor, también llamado biochip. Se formo la bicapa lipidica y se inserté el nanoporo con polimerasa unida
como se describe en el documento PCT/US2014/061853 (titulado "Methods for Forming Lipid Bilayers on Biochips" y
presentado el 22 de octubre de 2014).

Las polimerasas variantes se complejaron con ADN molde en condiciones de bajo contenido de sal.

Se determind la capacidad de la polimerasa variante enlazada a nanoporo de unir nucledtidos marcados en
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experimentos de captura estatica con lo que los nucleétidos marcados se enlazan por la polimerasa, y se mide la
corriente de canal bloqueado a medida que el nucleétido marcado se presenta al nanoporo. Los experimentos de
captura estatica se realizan en presencia de Ca?*, lo que evita la catdlisis y el alargamiento del ADN, y permite la
deteccion de capturas repetidas del mismo tipo de nucledtido marcado. En este experimento, el nucledtido marcado
usado fue dTnP-marca.

Una Pol6 variante de polimerasa ejemplar (S366A+N535L+1652Q) se acopl6 a un nanoporo de hemolisina alfa en el
biochip, y se complejé con ADN molde.

Se registro la captura estatica del nucleétido timidina marcado (la marca es T30 (SEQ ID NO: 9)) por el complejo
Pol6 (S366A+N535L+1652Q)-ADN a 100 mV en presencia de Hepes 7,5 20 mM, NaCl 300 mM, CaCl2 3 mM y TCEP
5 mM por encima y por debajo de la bicapa.

[0019] Los resultados se muestran en las FIG. 7 y 8. Los trazados en la FIG. 7 muestran la corriente electrolitica
medida a 100 mV a través del poro como funcion del tiempo. La corriente de poro abierto a esta tensién fue de
aproximadamente 1 nA (trazado superior); y la corriente de poro bloqueado a la misma tension fue de
aproximadamente 0,33 nA (trazado del medio). La corriente de canal abierto se normalizé a 1 de acuerdo con el
programa informatico del sistema, y la corriente de canal bloqueado disminuy6 por el dTnP-T30 (SEQ ID NO: 9) a un
33 % de la corriente de canal abierto. Los bloqueos de corriente mostrados en este trazado estan asociados con la
union de timidina polifosfato por el complejo Pol6 variante-ADN, que se produce proximo al nanoporo. El histograma
superior correspondiente en la FIG. 7 (derecha) muestra la frecuencia de los bloqueos de corriente observados a
100 mV con un cambio en la corriente normalizada a la corriente de poro abierto en el mismo poro; y el histograma
(derecha) correspondiente al trazado del medio muestra la frecuencia de los bloqueos de corriente observados a
100 mV con un cambio en la corriente normalizada a la corriente de poro bloqueado en el mismo poro.

La FIG. 8 muestra el tiempo de permanencia para la captura estatica de la timidina marcada mostrada en la FIG. 7.
La FIG. 8 (izquierda) muestra un histograma del nimero de veces que se enlazé6 dTNP marcado por Pol6 variante
como funcién de la corriente como se normaliza con respecto a la corriente de canal abierto. Se determin6 que el
tiempo de permanencia promedio de cada captura de nucleétido marcado con dTNP era de 1,2 segundos. La
captura de fondo (es decir, no mediada por polimerasa) de la marca en el poro tiene un tiempo de permanencia en
el intervalo de unos pocos milisegundos (datos no mostrados). Un objetivo en la evolucion de la enzima era mejorar
la velocidad de disociacion del nucleétido polifosfato marcado, para que se puedan ver tiempos de permanencia lo
suficientemente largos para registrar una captura mediada por polimerasa que se distinga bien del fondo. Como se
muestra en la FIG. 8. el tiempo de permanencia promedio de 1,2 s esta muy por encima del fondo. El indice celular
es un esquema basado en colores para las aproximadamente 8000 células presentes en el chip usado en este
experimento.

Los datos muestran que la polimerasa variante ejemplar, Pol6 (S366A+N535L+1652Q), puede unir nucledtidos
marcados y permitir la deteccion del cambio de corriente a través del nanoporo al que esta unida la polimerasa.

Los resultados proporcionan pruebas de que las polimerasas variantes unidas a nanoporos en un biochip pueden
unir nucledtidos marcados con alta fidelidad, y presentar los nucleétidos marcados a los nanoporos para tiempos de
permanencia que proporcionan tiempo suficiente para la deteccion de incorporacion de nucleétidos, y posiblemente
para disminuir la probabilidad de errores de secuenciacion, por ejemplo, inserciones, deleciones, etc., durante la
secuenciacion de nanoporos.

Ejemplo 9
Ensayo de amplificacién de circulo rodante

Este ejemplo describe la amplificacién de un molde de polinucleétido en un ensayo basado en circulo rodante.
El molde usado fue un molde interno, HFcirc10. Es un molde circular simple de ~150 pb de largo.

El ensayo se procesé en un volumen de reaccion total de 40 ul (28 pl de reactivo A + 2 pl de polimerasa 2 uM +
10 pl de reactivo B).

Reactivo A:

Kglu 75mM
HEPES 7,5 25mM
EDTA 0,2/mM
Triton X-100 0,05(%
TCEP 5mM
BSA 25|ug/ml
Molde circular cebado 100nM
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[ANTP/dN6P/marcas 25uM
Reactivo B:

HEPES 7,5 25mM
Kglu Variado mM
Triton X-100 0,05/%
TCEP 5mM
BSA 25[ug/ml
MgCl2 40mM

Se afadieron dos pl de polimerasa 2 uM a 28 ul de reactivo A para dar una proporcién molar 1:1 de ADN con
respecto a polimerasa (100 nM cada uno) en la mezcla de ensayo de 40 pl final. Se incubd la mezcla de reactivo
Alpolimerasa durante 10 min en esta condicion de sal 75 mM para permitir que la polimerasa se uniera al ADN.

Seguidamente, se afiadieron 10 pl de reactivo B a la mezcla de reactivo A/polimerasa para comenzar la reaccion.

En puntos de tiempo predeterminados, se retiraron 10 pyl de muestras de la reaccién y se afiadieron a 10 pl de
formamida con EDTA 50 mM para desactivar la reacciéon. Se tomaron muestras en puntos de tiempo de 0 min,
10 min, 30 min y 40 minutos.

Se calentaron las muestras de formamida hasta 94 °C durante aproximadamente 3 min para desnaturalizar
proteinas y estructuras secundarias de ADN. No se dejaron enfriar las muestras hasta 4 °C. Afadir 2 yl de tinte
100X SYBR GREEN o GOLD.

Se procesaron 15 pl de cada muestra en un gel de agarosa al 1,2 % durante 1 hora y 15 minutos a 100 V.
Se obtuvo una imagen del gel usando la bandeja azul para el generador de imagenes GEL DOC EZ de Biorad.

La FIG. 11 muestra los resultados de puntos de tiempo de 40 minutos del ensayo. Se muestra una escalera
molecular en los carriles 1 y 19, numerando de izquierda a derecha. El carril 2 tiene una muestra de t=0; ningun
producto es visible. Cada uno de los carriles 3-18 es una variante diferente de polimerasa pol6.

Todas las variantes mostradas pueden realizar desplazamiento de hebra y generar productos de ADN de kilobases
de largo con todos los nucleétidos hexafosfato.

Ejemplo 10
Secuenciacion de ADN molde usando nucleétidos marcados

Este ejemplo demuestra que la polimerasa variante es funcional en una secuenciacion por procedimiento de sintesis
en un biochip.

Secuenciacion con AC de un molde de heteropolimero usando polimerasa Pol6-26i-D44A en Hepes 20 mM, pH 8,
glutamato de potasio 500 mM y MgClz 3 mM a temperatura ambiente. Se incluyé un nanoporo con polimerasa unida
en la bicapa lipidica como se describe en el presente documento. Se afiadié ADN cebado y se dejé que se
complejara con la polimerasa. Se afiadieron cuatro nucleétidos marcados diferentes a una concentracion de 25 yM.
La secuenciacion por sintesis puede proceder como se describe en el documento WO 2014/074727 titulado "Nucleic
Acid Sequencing Using Tags". El trazado en la FIG. 12 muestra una exactitud de secuenciacion de un 76 % para un
molde de heteropolimero y una longitud de lectura de 96 pb.
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TEXTO LIBRE DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 - Pol6 natural (ADN polimerasa [fago de Clostridium phiCPV4]; GenBank: AFH27113.1)

1 mdkhtgyvke hsfnydeykk anfdkiecli fdtesctnye ndntgarvyg

wglgvtrnhn
itktkkgfpk
skgapyqgtvt
glcldffdsy
ttlelrygyn

rkyikfpiav
dveepktfhi
kiitcaesqgf

diymlrevie

061 miyggnlngf wevcgnifnd wyhdnkhtik
121 kyslvengfn ydkgllktve

181 enkdgsttei

241

hnlgwdvefl
vagnnnivygce nvymdkffewv
hnyvhdvdpm fykmgeeydy dtwrspthkg
gfyidglcgg elpltgmrta ssiafnvlkk mtfgeecktee

301 gyinyfeldk ktkfeflrkr iemesytggy thanhkavgk tinkigcsld

inssypsgma
eyaldifkig
lttnynvvlt
yykaekgkfk
nkeekdlimd
vavgvenfly

361 ykvipygkpv rktwgrkpkt eknevyliev gfdfvepkhe

avnskalspi
sveyefwikh
pyvdhiftkmk
knglltftgs
cdtdsiyenr

421 tgavsggeyf ctnikdgkai pvykelkdtk
fnfgvfkkde 481 ydcfevdnle ftglkigsil
venkklgnkp ltngakliln 541 gavygkfgtkg
601

aigetidkti lgkwdvehvf dkfkvlggkk

vteyegkefy rpyasfvtay grlglwnaii

evnsliedmn

6ol ymyhdckedk tdlkccglps darkiiigqg fdefylgknv egkkgrkkvi
721 tikkimf

ggcllldtlf

SEQ ID NO:2 - Pol6 (con marca His)

MHHHHHHHHS GGSDEHTQYV KEHSENYDEY KKANEFDKIEC LIFDTESCTN

50

YENDNTGARV YGWGLGVTRN HNMIYGONLN QFWEVCONIEF NDWYHDNEKHT

100
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IKITKTKKGEF
150
VESKGAPYQT
200
EIGLCLDFFEFD
250
KOTTLELRYQ
300
KKMTFGEEKT
350
GKTINKIGCS
400
EVGFDFVEPK
450
ATPVYKELKD
500
LEFTGLKIGS
550
LNGAYGKFGT
600
AYGRLOLWNA
650
TILGKWDVEH
700
OGFDEFYLGK

9

PEKRKYIKFPI

VIDVEEPKTF

SYKIITCAES

YNDIYMLREV

EEGYINYFEL

LDINSSYPSOQ

HEEYALDIFK

TKLTTNYNVV

ILYYKAEKGK

KONKEEKDLT

ITYAVGVENFE

VFDKFKVLGQO

NVEGEKKQREKK

ES 2804 843 T3

AVHNLGWDVE

HIVONNNIVY

QFHNYVHDVD

TEQFYIDGLC

DKKTKFEFLR

MAYKVFPYGK

IGAVNSEKALS

LTSVEYEFWI

FKPYVDHFTK

MDENGLLTET

LYCDTDSIYC

KEKYMYHDCKE

VIGGCLLLDT

SEQ ID NO:3 - Pol6 con marca His (secuencia de ADN)

ATGCATCACC

ATCATCATCA

CCACCACAGC

GCAGTACGTC
ATTTCGACAA
TATGAGAACG
CACCCGCAAC
AAGTATGCCA
ATTAAGATTA

AAAGAGCATA
GATCGAGTGC
ATAATACCGG
CACAATATGA
GAACATTTTC
CCAAGACCRA

GCTTCAATTA
CTGATCTTTG
TGCACGTGTT
TCTACGGCCA
AATGATTGGT
GAAAGGCTTC

25

FLKYSLVENG

GCNVYMDKFF

PMEFYKMGEEY

GGELPLTGMR

KRIEMESYTG

PVRKTWGREKP

PITGAVSGQOE

KHENFGVEKK

MEVENKEKLGN

GSVTEYEGKE

NREVNSLIED

DKTDLEKCCGL

LFTIKKIME*

GGCGGTTCCG
TGACGAGTAT
ACACCGAGAG
TACGGTTGGG
AARATCTGAAT
ATCACGACAA
CCGAAACGTA

FNYDKGLLEKT

EVENKDGSTT

DYDTWRSPTH

TASSIAFNVL

GYTHANHKAV

KTEKNEVYLI

YFCTNIKDGK

DEYDCFEVDN

KPLTNQAKLT

FYRPYASEVT

MNATGETIDK

PSDARKIIIG

ACAAACACAC
AAGAAAGCGA
CTGCACGAAT
GTCTTGGCGT
CAGTTTTGGG
CAAACATACC
AGTACATTAA

3

50
100
150
200
250
300
350



GTTTCCGATT
ATAGCCTGGT
GTTTTTAGCA
GAAARACGTTC
TGTATATGGA
GAGATTGGCC
TGCTGAGAGC
ACARAATGGG
ARAGCAGACCA
GCGTGAAGTC
TGCCGCTGAC
AARRAGATGA
TTTTGAATTG
AAATGGAATC
GGTAAGACTA
CCCTTCGCAG
AGACCTGGGG
GAAGTTGGCT
TATCTTTAAG
GCGCTGTCAG
GCAATCCCGG
CAATGTCGTG
ATTTTGGTGT
CTGGAGTTTA
GRAARGGCAAG
AGAACAAGAA
CTGAACGGTG
AGATTTGATC
CGGAATACGA
GCCTATGGTC
GGAGAATTTT
TTAACAGCCT
ACGATTCTGG
CCTGGGCCAG
ACCTGAAGTG
CAAGGTTTCG
ACGCAARARMR
TCAAGAARAT

GCAGTTCACA
GGAGAATGGT
AGGGTGCGCC
CATATCGTCC
CAAATTCTTT
TGTGCTTGGA
CAGTTCCACA
TGAAGAGTAT
CCCTGGAGCT
ATCGAACAGT
CGGCATGCGC
CCTTTGGTGA
GACAAGARAR
GTACACCGGT
TTAACAAGAT
ATGGCGTACA
TCGTAAACCA
TTGACTTCGT
ATTGGTGCGG
CGGTCAAGAG
TTTACAAAGA
CTGACCAGCG
GTTTAAGAAA
CGGGTCTGAA
TTTAAACCTT
ACTGGGTAAT
CGTACGGCAA
ATGGATAAGA
GGGTAAAGAA
GCCTGCAACT
CTGTACTGCG
CATTGAGGAT
GTAAATGGGA
AAGAAGTACA
TTGCGGTCTG
ACGAGTTTTA
GTGATCGGCG
CATGTTCTAA

ES 2804 843 T3

ATTTGGGCTG
TTCAATTACG
GTACCAAACC
AGAATAACARA
GAGGTCGAGA
TTTCTTCGAT
ATTACGTTCA
GATTACGATA
GCGCTACCAA
TTTACATTGA
ACCGCTTCCA
GGRAAAGACG
CCAAATTCGA
GGCTATACGC
CGGTTGCTCT
AGGTCTTTCC
AAGACCGAGA
GGAGCCGAAA
TGAACTCTAA
TATTTCTGTA
ACTGAAGGAC
TGGAGTACGA
GACGAGTACG
GATTGGTTCC
ACGTGGATCA
AAGCCGCTGA
ATTCGGCACC
ACGGTTTGCT
TTCTATCGTC
GTGGAACGCG
ACACCGACAG
ATGAACGCCA
CGTGGAGCAT
TGTATCATGA
CCGAGCGATG
TCTGGGCAAA
GTTGCCTGCT

26

GGATGTTGAA
ACAAGGGTCT
GTGACCGATG
CATCGTTTAT
ACARAGACGG
AGCTATAAGA
TGATGTGGAT
CTTGGCGTAG
TACAATGATA
CGGTTTATGT
GCATTGCGTT
GAAGAGGGCT
GTTTCTGCGT
ACGCAAATCA
TTGGACATTA
GTATGGCARA
AGAACGAAGT
CACGAAGAAT
AGCGCTGAGC
CGAACATTAA
ACCAAATTGA
GTTCTGGATC
ACTGTTTCGA
ATTCTGTACT
CTTCACGAAA
CGAATCAGGC
AAACAARACA
GACCTTCACG
CGTATGCGAG
ATTATCTACG
CATCTATTGT
TTGGTGAAAC
GTCTTTGATA
TTGCAAAGAA
CCCGTAAGAT
AATGTCGAAG
GCTGGACACC

TTCCTGAAGT
GCTGAAAACT
TTGAGGAACC
GGTTGTAACG
CTCTACCACC
TCATCACGTG
CCAATGTTCT
CCCGACGCAC
TCTATATGCT
GGCGGCGAGC
CAACGTGCTG
ACATCAACTA
AAGCGCATTG
CAAAGCCGTT
ACAGCTCATA
CCGGTTCGTA
TTATCTGATT
ACGCGCTGGA
CCGATCACCG
AGACGGCAAA
CCACTAACTA
AAACACTTCA
AGTTGACAAT
ACAAGGCAGA
ATGAAAGTGG
AAAGCTGATT
AAGAAGAGAA
GGTAGCGTCA
GITTECTTAST
CGGTTGGTGT
AACCGTGAAG
CATCGATARA
AGTTTAAGGT
GATAARACGG
TATCATTGGT
GTAAGAAGCA
CTGTTTACGA

400
450
500
550
600
650
700
150
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
12508
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1658
1700
Li54
1800
1850
1900
L2950
2000
2050
2100
2150
2200
2220
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LISTADO DE SECUENCIAS

<223> /nota=" fago de Clostridium phiCPV4"

<400> 1
Met Asp
1

Glu Tyr

Thr Glu

Tyr Gly
50

Gln Asn
65

Trp Tyr

Gly Phe

Lys

Lys

Ser
35

Trp

His

Pro

His

Lys

20

Cys

Gly

Asn

Asp

Lys
100

Thr

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

85

Arg

Gln

Asn

Asn

Gly

Phe

70

Lys

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Val
55

Trp

His

Tyr

Val

Asp

Glu

40

Thr

Glu

Thr

Ile

Lys

Lys

25

Asn

Arg

val

Ile

Lys
105

Glu

10

Ile

Asp

Asn

Cys

Lys

90

Phe

28

His

Glu

Asn

His

Gln

75

Ile

Pro

Ser

Cys

Thr

Asn

60

Asn

Thr

Ile

Phe

Leu

Gly

45

Met

Ile

Lys

Ala

Ile

30

Ala

Ile

Phe

Thr

Val
110

Tyr

15

Phe

Arg

Tyr

Asn

Lys

95

His

Asp

Asp

Val

Gly

Asp

Lys

Asn



Leu

Phe

Pro

145

Val

Phe

Cys

Gln

Gly

225

Thr

Glu

Pro

Lys

Tyr

305

Ile

Ala

Ser

Gly

Asn

130

Tyr

Gln

Phe

Leu

Phe

210

Glu

Thr

Val

Leu

Lys

290

Phe

Glu

Val

Ser

Trp

115

Tyr

Gln

Asn

Glu

Asp

195

His

Glu

Ile

Thr

275

Met

Glu

Met

Gly

Tyr

Asp

Asp

Thr

Asn

Val

180

Phe

Asn

Tyr

Glu

Glu

260

Gly

Thr

Leu

Glu

Lys

340

Pro

val

Lys

Val

Asn

165

Glu

Phe

Tyr

Asp

Leu

245

Gln

Met

Phe

Asp

Ser

325

Thr

Ser

Glu

Gly

Thr

150

Ile

Asn

Asp

Val

Tyr

230

Arg

Phe

Arg

Gly

Lys

310

Tyr

Ile

Gln

Phe

Leu

135

Asp

Val

Lys

Ser

His

215

Asp

Tyr

Tyr

Thr

Glu

295

Lys

Thr

Asn

Met
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Leu

120

Leu

Val

Tyr

Asp

Tyr

200

Asp

Thr

Gln

Ile

Ala

280

Glu

Thr

Gly

Lys

Ala

Lys

Lys

Glu

Gly

Gly

185

Lys

vVal

Trp

Tyr

Asp

265

Ser

Lys

Lys

Gly

Ile

345

Tyr

Tyr

Thr

Glu

Cys

170

Ser

Ile

Asp

Arg

Asn

250

Gly

Ser

Thr

Phe

Tyr

330

Gly

Lys

29

Ser

Val

Pro

155

Asn

Thr

Ile

Pro

Ser

235

Asp

Leu

Ile

Glu

Glu

315

Thr

Cys

Vval

Leu

Phe

140

Lys

Val

Thr

Thr

Met

220

Pro

Ile

Cys

Ala

Glu

300

Phe

His

Ser

Phe

val

125

Ser

Thr

Tyr

Glu

Cys

205

Phe

Thr

Tyr

Gly

Phe

285

Gly

Leu

Ala

Leu

Pro

Glu

Lys

Phe

Met

Ile

190

Ala

Tyr

His

Met

Gly

270

Asn

Tyr

Arg

Asn

Asp

350

Tyr

Asn

Gly

His

Asp

175

Gly

Glu

Lys

Lys

Leu

255

Glu

vVal

Ile

Lys

His

335

Ile

Gly

Gly

Ala

Ile

160

Lys

Leu

Ser

Met

Gln

240

Arg

Leu

Leu

Asn

Arg

320

Lys

Asn

Lys



Pro

Val

385

Glu

Leu

Asn

Thr

Glu

465

Tyr

Gly

vVal

Lys

Lys

545

Lys

Lys

Leu

vVal

370

Tyr

Tyr

Ser

Ile

Lys

450

Phe

Asp

Ser

Asp

Pro

530

Phe

Asn

Glu

Gln

355

Arg

Leu

Ala

Pro

Lys

435

Leu

Trp

Cys

Ile

His

515

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu
595

Lys

Ile

Leu

Ile

420

Asp

Thr

Ile

Phe

Leu

500

Phe

Thr

Thr

Leu

Tyr

580

Trp

Thr

Glu

Asp

405

Thr

Gly

Thr

Lys

Glu

485

Tyr

Thr

Asn

Lys

Leu

565

Arg

Asn

Trp

val

390

Ile

Gly

Lys

Asn

His

470

val

Tyr

Lys

Gln

Gln

550

Thr

Pro

Ala

Gly

375

Gly

Phe

Ala

Ala

Tyr

455

Phe

Asp

Lys

Met

Ala

535

Asn

Phe

Tyr

Ile

ES 2 804 843 T3

360

Arg

Phe

Lys

Val

Ile

440

Asn

Asn

Asn

Ala

Lys

520

Lys

Lys

Thr

Ala

Ile
600

Lys

Asp

Ile

Ser

425

Pro

val

Phe

Leu

Glu

505

Val

Leu

Glu

Gly

Ser

585

Tyr

Pro

Phe

Gly

410

Gly

val

Vval

Gly

Glu

490

Lys

Glu

Ile

Glu

Ser

570

Phe

Ala

30

Lys

val

395

Ala

Gln

Tyr

Leu

Val

475

Phe

Gly

Asn

Leu

Lys

555

Val

val

val

Thr

380

Glu

Val

Glu

Lys

Thr

460

Phe

Thr

Lys

Lys

Asn

540

Asp

Thr

Thr

Gly

365

Glu

Pro

Asn

Tyr

Glu

445

Ser

Lys

Gly

Phe

Lys

525

Gly

Leu

Glu

Ala

val
605

Lys

Lys

Ser

Phe

430

Leu

Val

Lys

Leu

Lys

510

Leu

Ala

Ile

Tyr

Tyr

590

Glu

Asn

His

Lys

415

Cys

Lys

Glu

Asp

Lys

495

Pro

Gly

Tyr

Met

Glu

575

Gly

Asn

Glu

Glu

400

Ala

Thr

Asp

Tyr

Glu

480

Ile

Tyr

Asn

Gly

Asp

560

Gly

Arg

Phe



10

Leu

Leu

625

Leu

Gly

Leu

Gln

Gln

705

Thr

Tyr
610

Ile

Gly

Gln

Lys

Gly

690

Arg

Ile

<210>2
<211> 739

<212> PRT

Cys

Glu

Lys

Lys

Cys

675

Phe

Lys

Lys

Asp

Asp

Trp

Lys

660

Cys

Asp

Lys

Lys

Thr

Asp

645

Tyr

Gly

Glu

Val

Ile
725

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial:

<400> 2

Met

1

Thr

Ala

Thr

Leu
65

His

Gln

Asn

Asn

50

Gly

His

His His

Tyr Val Lys

Phe
35

20

Asp Lys

Tyr Glu Asn

Val

Thr Arg

Asp

Asn

630

Val

Met

Leu

Phe

Ile
710

His

Glu

Ile

Asp

Asn
70

Ser

615

Ala

Glu

Tyr

Pro

Tyr

695

Gly

FPhe

His

His

Glu

Asn

55

His

ES 2 804 843 T3

Ile

Ile

His

His

Ser

680

Gly

His

Ser

Cys

40

Thr

Asn

Tyr

Gly

Val

Asp

665

Asp

Gly

Cys

Cys

Glu

Phe

650

Cys

Ala

Lys

Leu

Asn

Thr

635

Asp

Lys

Arg

Asn

Leu
715

Arg
620

Ile

Lys

Glu

Lys

Val

700

Leu

polipéptido sintético"

His

Phe

25

Leu

Gly

Met

Ser

10

Asn

Ile

Ala

Ile

31

Gly

Gly

Glu

Asp

Phe

Asp

Ile

685

Glu

Asp

Ser

Tyr Asp Glu

Phe Asp Thr

Arg Val

Tyr
15

60

Gly

45

Tyr

Gln

Val

Lys

Lys

Lys

670

Ile

Gly

Thr

Asp

Tyr

30

Glu

Gly

Asn

Asn

Thr

Val

655

Thr

Ile

Lys

Leu

Lys

15

Lys

Ser

Trp

Leu

Ser

Ile

640

Leu

Asp

Gly

Lys

Phe
720

His

Lys

Cys

Gly

Asn
80



Gln

Asn

Arg

vVal

Lys

145

Val

Asn

Glu

Phe

Tyr

225

Asp

Leu

Gln

Phe
305

Asp

Phe

Lys

Lys

Glu

130

Gly

Thr

Ile

Asn

Asp

210

vVal

Tyr

Arg

Phe

Arg

290

Gly

Lys

Trp

His

Tyr

115

Phe

Leu

Asp

Val

Lys

195

Ser

His

Asp

Tyr

Tyr

275

Thr

Glu

Lys

Glu

Thr

100

Ile

Leu

Leu

val

Tyr

180

Asp

Tyr

Asp

Thr

Gln

260

Ile

Ala

Glu

Thr

val

85

Ile

Lys

Lys

Lys

Glu

165

Gly

Gly

Lys

Val

Trp

245

Tyr

Asp

Ser

Lys

Lys
325

Cys

Lys

Phe

Tyr

Thr

150

Glu

Cys

Ser

Ile

Asp

230

Arg

Asn

Gly

Ser

Thr

310

Phe

Gln

Ile

Pro

Ser

135

Val

Pro

Asn

Thr

Ile

215

Pro

Ser

Asp

Leu

Ile

295

Glu

Glu

ES 2 804 843 T3

Asn

Thr

Ile

120

Leu

Phe

Lys

Val

Thr

200

Thr

Met

Pro

Ile

Cys

280

Ala

Glu

Phe

Ile

Lys

105

Ala

Val

Ser

Thr

Tyr

185

Glu

Cys

Phe

Thr

Tyr

265

Gly

Phe

Gly

Leu

Phe

90

Thr

val

Glu

Lys

Phe

170

Met

Ile

Ala

Tyr

His

250

Met

Gly

Asn

Tyr

Arg
330

32

Asn

Lys

His

Asn

Gly

155

His

Asp

Gly

Glu

Lys

235

Lys

Leu

Glu

Val

Ile

315

Lys

Asp

Lys

Asn

Gly

140

Ala

Ile

Lys

Leu

Ser

220

Met

Gln

Arg

Leu

Leu

300

Asn

Arg

Trp

Gly

Leu

125

Phe

Pro

Val

Phe

Cys

205

Gln

Gly

Thr

Glu

Pro

285

Lys

Tyr

Ile

Tyr

Phe

110

Gly

Asn

Tyr

Gln

Phe

190

Leu

Phe

Glu

Thr

Val

270

Leu

Lys

Phe

Glu

His
95

Pro

Trp

Tyr

Gln

Asn

175

Glu

Asp

His

Glu

Leu

255

Ile

Thr

Met

Glu

Met
335

Asp

Lys

Asp

Asp

Thr

160

Asn

Val

Phe

Asn

Tyr

240

Glu

Glu

Gly

Thr

Leu

320

Glu



Ser

Thr

Ser

Thr

385

Glu

Asp

Thr

Gly

Thr

465

Lys

Glu

Tyr

Thr

Asn

545

Lys

Leu

Tyr

Ile

Gln
370

Trp

Val

Ile

Gly

Lys

450

Asn

His

val

Tyr

Lys

530

Gln

Gln

Thr

Thr

Asn

355

Met

Gly

Gly

Phe

Ala

435

Ala

Tyr

Phe

Asp

Lys

515

Met

Ala

Asn

Phe

Gly

340

Lys

Ala

Arg

Phe

Lys

420

Val

Ile

Asn

Asn

Asn

500

Ala

Lys

Lys

Lys

Thr
580

Gly

Ile

Tyr

Lys

Asp

405

Ile

Ser

Pro

Val

Phe

485

Leu

Glu

val

Leu

Glu

565

Gly

Tyr

Gly

Lys

Pro

390

Phe

Gly

Gly

Val

val

470

Gly

Glu

Lys

Glu

Ile

550

Glu

Ser

Thr

Cys

Val

375

Lys

Val

Ala

Gln

Tyr

455

Leu

Val

Phe

Gly

Asn

535

Leu

Lys

val

ES 2 804 843 T3

His

Ser

360

Phe

Thr

Glu

Val

Glu

440

Lys

Thr

Phe

Thr

Lys

520

Lys

Asn

Asp

Thr

Ala

345

Leu

Pro

Glu

Pro

Asn

425

Tyr

Glu

Ser

Lys

Gly

505

Phe

Lys

Gly

Leu

Glu
585

Asn

Asp

Tyr

Lys

Lys

410

Ser

Phe

Leu

Val

Lys

490

Leu

Lys

Leu

Ala

Ile

570

Tyr

33

His

Ile

Asn

395

His

Lys

Cys

Lys

Glu

475

Asp

Lys

Pro

Gly

Tyr

555

Met

Glu

Lys

Asn

Lys

380

Glu

Glu

Ala

Thr

Asp

460

Tyr

Glu

Ile

Tyr

Asn

540

Gly

Asp

Gly

Ala

Ser

365

Pro

Val

Glu

Leu

Asn

445

Thr

Glu

Tyr

Gly

Val

525

Lys

Lys

Lys

Lys

Val

350

Ser

Val

Tyr

Tyr

Ser

430

Ile

Lys

Phe

Asp

Ser

510

Asp

Pro

Phe

Asn

Glu
590

Gly

Tyr

Arg

Leu

Ala

415

Pro

Lys

Leu

Trp

Cys

495

Ile

His

Leu

Gly

Gly

575

Phe

Lys

Pro

Lys

Ile

400

Leu

Ile

Asp

Thr

Ile

480

Phe

Leu

Phe

Thr

Thr

560

Leu

Tyr
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ES 2 804 843 T3

Arg Pro Tyr Ala Ser Phe Val Thr
595 600

Asn Ala Ile Ile Tyr Ala Val Gly
610 615

Thr Asp Ser Ile Tyr Cys Asn Arg
625 630

Met Asn Ala Ile Gly Glu Thr Ile
645

Asp Val Glu His Val Phe Asp Lys
660

Tyr Met Tyr His Asp Cys Lys Glu
675 680

Gly Leu Pro Ser Asp Ala Arg Lys
690 695

Glu Phe Tyr Leu Gly Lys Asn Val
705 710

Val Ile Gly Gly Cys Leu Leu Leu
725

Ile Met Phe

<210> 3

<211> 2220

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ala Tyr Gly Arg Leu
605

Val Glu Asn Phe Leu
620

Glu Val Asn Ser Leu
635

Asp Lys Thr Ile Leu
650

Phe Lys Val Leu Gly
665

Asp Lys Thr Asp Leu
685

Ile Ile Ile Gly Gln
700

Gln Leu Trp

Tyr Cys Asp

Ile Glu Asp
640

Gly Lys Trp
655

Gln Lys Lys
670

Lys Cys Cys

Gly Phe Asp

Glu Gly Lys Lys Gln Arg Lys Lys

715

Asp Thr Leu Phe Thr
730

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 3

atgcatcacc atcatcatca ccaccacagc
aaagagcata gcttcaatta tgacgagtat
ctgatctttg acaccgagag ctgcacgaat

tacggttggg gtcttggegt cacccgcaac

cagttttggg aagtatgcca gaacatttte

ggcggttccg acaaacacac
aagaaagcga atttcgacaa
tatgagaacg ataataccgg
cacaatatga tctacggcca

aatgattggt atcacgacaa

34

720

Ile Lys Lys
735

gcagtacgte
gatcgagtge
tgcacgtgtt
aaatctgaat

caaacatacc

60
120
180
240

300



attaagatta
gcagttcaca
ttcaattacg
gtgaccgatg
ggttgtaacg
gagattggcc
cagttccaca
gattacgata
tacaatgata
ggcggegage
aaaaagatga
gacaagaaaa
ggctatacge
ttggacatta
ccggttegta
gaagttgget
attggtgegg
tatttectgta
accaaattga
aaacacttca
ctggagttta
tttaaacctt
aagccgctga
aaacaaaaca
ggtagcgtca
gcctatggte
ctgtactgeg
atgaacgcca
gtctttgata
gataaaacgg
caaggttteg

gtgatcggeg

ccaagaccaa
atttgggetg
acaagggtct
ttgaggaacc
tgtatatgga
tgtgecttgga
attacgttca
cttggegtag
tctatatget
tgccgetgac
cctttggtga
ccaaattcga
acgcaaatca
acagctcata
agacctgggyg
ttgacttegt
tgaactctaa
cgaacattaa
ccactaacta
attttggtgt
cgggtctgaa
acgtggatca
cgaatcagge
aagaagagaa
cggaatacga
gcctgcaact
acaccgacag
ttggtgaaac
agtttaaggt
acctgaagtg
acgagtttta

gttgectget

ES 2 804 843 T3

gaaaggcette
ggatgttgaa
gctgaaaact
gaaaacgttc
caaattcttt
tttettegat
tgatgtggat
cccgacgeac
goegtgaagte
cggcatgcge
ggaaaagacg
gtttctgegt
caaagccgtt
cccttegeag
tcgtaaacca
ggagccgaaa
agcgetgage
agacggcaaa
caatgtcgtg
gtttaagaaa
gattggttcce
cttcacgaaa
aaagctgatt
agatttgatc
gggtaaagaa
gtggaacgceg
catctattgt
catcgataaa
cctgggccag
ttgecggtctg
tetgggeaaa

gotggacace

ccgaaacgta
ttecctgaagt
gtttttagca
catatcgtce
gaggtcgaga
agctataaga
ccaatgttet
aagcagacca
atcgaacagt
accgecttcea
gaagagggct
aagcgcattg
ggtaagacta
atggcgtaca
aagaccgaga
cacgaagaat
ccgatcaceg
gcaatccogg
ctgaccagcg
gacgagtacg
attctgtact
atgaaagtgg
ctgaacggtyg
atggataaga
ttctategte
attatctacg
aaccgtgaag
acgattctgg
aagaagtaca
ccgagcgatg
aatgtcgaag

ctgtttacga

35

agtacattaa
atagcctggt
agggtgegec
agaataacaa
acaaagacgg
tcatcacgtg
acaaaatggg
coctggaget
tttacattga
gcattgegtt
acatcaacta
aaatggaatc
ttaacaagat
aggtctttce
agaacgaagt
acgcgctgga
gcgetgteag
tttacaaaga
tggagtacga
actgtttcga
acaaggcaga
agaacaagaa
cgtacggcaa
acggtttget
cgtatgcgag
cggttggtgt
ttaacagcct
gtaaatggga
tgtatcatga
cccgtaagat
gtaagaagca

tcaagaaaat

gttteocgatt
ggagaatggt
gtaccaaacc
catcgtttat
ctctaccacc
tgctgagage
tgaagagtat
gogetaccaa
cggtttatgt
caacgtgctg
ttttgaattg
gtacaccggt
cggttgetet
gtatggcaaa
ttatctgatt
tatctttaag
cggtcaagag
actgaaggac
gttctggate
agttgacaat
gaaaggcaag
actgggtaat
attcggceace
gaccttcacg
cttegttact
ggagaatttt
cattgaggat
cgtggagcat
ttgcaaagaa
tatcattggt
acgcaaaaaa

catgttetaa

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220
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30

35

40

45

50

55

<210> 4

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(15)

<223> /nota="Esta secuencia puede englobar de 1 a 3 unidades repetitivas 'Gly Gly Gly Gly Ser', en las que algunas

posiciones pueden estar ausentes"

<400> 4

1

<210> 5

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 5

Arg Ser Lys Leu Gly
1 5

<210> 6

<211> 131

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 6

tatgatgata gtagtagtcg attcaggaac agatctccag tggaacagat ctccagttga

acagatctcc ttactggaga tctgttcaac tggagatctg ttccactgga gatctgttcc

tgaatcaaaa a

<210>7

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético"

<400>7

ES 2 804 843 T3

10

36

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5

15

60

120

131
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20

25
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tatgatgata gtagtagtcg attcaggaac agatctccag tggaacagat ctccagttga

acagatctcec ttactggaga tctg

<210> 8

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 8

tatgatatgt agtaagtcga tttaggcaga tctgtgaaac agactccagt tgaacgatct

tgagatteg

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”
<400> 9

tttttttttt tttttttttt ttttttette

37

60

84

60

69

30
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60
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ES 2 804 843 T3

REIVINDICACIONES

1. Una ADN polimerasa modificada que tiene una actividad ADN polimerasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de aminoacidos
como se expone en SEQ ID NO: 2, secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion de acuerdo con S366 A/L y
que opcionalmente incluye una o mas sustituciones aminoacidicas seleccionadas del grupo que consiste en H223,
N224, Y225, H227, 1295, Y342, T343, 1357, S360, L361, 1363, S365Q, Y367, P368, D417, E475, Y476, F478, K518,
H527, T529, M531, N535, G539, P542, N545, Q546, A547, L549, 1550, N552, G553, F558, A596, G603, A610,
V615, Y622, C623, D624, 1628, Y629, R632, N635, M641, A643, 1644, T647, 1648, T651, 1652, K655, W656, D657,
V658, H660, F662, L690 y combinaciones de las mismas.

2. La ADN polimerasa modificada de la reivindicacién 1, en la que dicha polimerasa tiene la capacidad de
incorporar un nucleétido polifosfato que tiene 4, 5, 6, 7 u 8 fosfatos en una hebra de ADN creciente.

3. La ADN polimerasa modificada de la reivindicacion 1 seleccionada de
S366L+G553S+F558P;

S366A+N535L+A547M;
S366A+P542E+N545K;

S366A+P542E+1652Q;

S366A+N535L+T529M;

S366A+N535L+1652Q;

S366A+N535L+N545K;

S366A+N5351+1652Q;

T651Y+S366A+A547F;

AB47F+AB10T+S366A,

S366A+T647G+A547F;
T529M+S366A+A547F;

TE47E+S366A+A547F;

N545K+S366A+A547F;
S366A+N535L+1652Q+T529M;
S366A+S365A+P368G+G603T;
S366A+N535L+1652Q+A547Y;
S366A+N535L+A547M+T647G;
T529M+S366A+A547F+N545K;
T529M+S366A+A547F+N545R;
T529M+S366A+A547F+N552L;
T529M+S366A+A547F+Y629W;
S366A+N535L+1652Q+A547Y+K655G;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y629W;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225F;
T529M+S366A+A547F+N545L+K655F;
T529M+S366A+A547F+N545L+N552L;
T529M+S366A+A547F+N545R+M531A,;
T529M+S366A+A547F+N545R+G539Y;
T529M+S366A+A547F+N545R+V658L;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+D657R;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+N552L;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652G;
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+1652Q; y
T529M+S366A+A547F+N545L+Y225L+N552M.

4. La ADN polimerasa modificada de la reivindicaciéon 1 que comprende S366A+T529M+N545L+A547F.

5. La ADN polimerasa modificada de la reivindicaciéon 4 que comprende ademas al menos una mutacion
seleccionada de

Y225L/F/A;

M531A;

G539Y;

N552L;

Y629W; y

K655F.

~0ooow

o

La ADN polimerasa modificada de la reivindicaciéon 1 que comprende S365A+P368G+G603T.
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FIG. 1
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Ensayo de kquim
LA REACCION SE PUEDE EJECUTAR USANDO FLUJO INTERRUMPIDO O LECTOR DE PLACAS

JERINGUILLA A:

® POLIMERASA

® CEBADOR/MOLDE MARCADO CON FLUORESCEINA
® KCI 75 mM, HEPES pH 7,5

JERINGUILLA B:

® MgCl

® dAnP-Cy3 (MOLECULA DE EXTINCION)
® KCI 75 mM, pH 7,5

CUANDO SE MEZCLA O INYECTA: TIEMPO

— POLIMERASA FORMA COMPLEJO TERNARIO, Cy3 EXTINGUE FLUORESCEINA

— POLIMERASA INCORPORA NUCLEOTIDO QUE LIBERA PRODUCTO DE ESCISION, POLIFOSFATO CON
MOLECULA DE EXTINCION UNIDA (nP-Cy3) QUE LIBERA SIMULTANEAMENTE EXTINCION

FLUORESCENCIA

u@}ﬂ%‘—@: @@

EXTINGUIR

FIG. 2

Ensayo de kdis
LA REACCION SE PUEDE EJECUTAR USANDO FLUJO INTERRUMPIDO O LECTOR DE PLACAS

JERINGUILLAA:
® POLIMERASA
® CEBADOR/MOLDE MARCADO CON FLUORESCEINA
@ KCI 75 mM, HEPES 25 pH 7,5
® CaCl2
® dNnP-Cy3 (MOLECULA DE EXTINCION)

PREINCUBAR ~10 min

FLUORESCENCIA

JERINGUILLA B:

® CaCl2

® dNTP (EN EXCESO)

® KCI 75 mM, HEPES 25 mM pH 7,5

PREINCUBACION:
— ANADIR dNnP-Cy3, POLIMERASA FORMA COMPLEJO TERNARIO (EXTINGUIDA). NO PUEDE INCORPORAR

TIEMPO

CUANDO SE MEZCLA:
— CAZADE dATP: dNTP COMPITE CON dNnP-Cy3 PARA SUASOCIACION (INCR. DE FLUORESCENCIA)
CAZADE ®/®
dNTP
= O
—
LB g
EXTINGUIR
FIG. 3
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ENSAYO DE KDIS BASADO EN POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

@ — @ "

ALTA POLARIZACION CAZA DE dNTP

BAJA POLARIZACION
=
S
[&]
N
[+
3
o
[= 9
TIEMPO
FIG. 4
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80000
[l .. L 1 10]
70000 "'L;,L ,_"- Tt
O dTnP 20 uM + dA,C,G3P 15 uM
60000 OdTnP 5 uM + dA,C,G3P 15 uM
AdA,C,G3P 15 uM
50000- XSIN NUCLEOTIDOS
fa A L N A e L N

30008 i 1 J ) I L
S50 50 150 250 350 450 550

FIG. 5
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MEDIANA DE LA CORRIENTE FRENTE A TIEMPO DE PERMANENCIA (P_2015-02-13-15-25-58_KB-SERVER2_dc-ANALYSIS_v1.5.0)
N_CELLS=8192.N_CLEAN_SC=734.N_QUALITY_SEQUENCING=252. VALOR DE CORTE DE PERMANENCIA = 10 ms

o
-~

=
[=2]

o
w

iNDICE CELULAR

0,2

CORRIENTE NORMALIZADA POR CC
o
~

0.1

0,0
100

NUMERO DE VECES TIEMPO DE PERMANENCIA (s)

FIG. 8
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FIG. 11
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