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Método para la replicacion, amplificacion o secuenciacion de un ADN

molde.

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

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

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

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

la cadena naciente de ADN.

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

intrinsecasque la hacen unica:

a) Elevada procesividad (definida como el numero de nucledtidos

incorporados por evento de union).

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

C) Alta fidelidad en la insercidon de nucleétidos en la nueva cadena (Esteban
et al. J Biol Chem. 1993; 268: 2719-2726).

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

menores de ADN.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un método para llevar a cabo la replicacion,
la amplificacidn o la secuenciacion de un acido desoxirribonucleico con una

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

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

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

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

poner en contacto dicho ADN con una mezcla de reaccion que comprende, al

menos:
a) una ADN polimerasa del tipo ¢29,
b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
C) una sal de amonio,
d) un tampédn,
e) cloruro magnésico,
f) un cebador, y

9) nucleodsidos trifosfato.

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

potasico o acetato potasico.

El término “ADN polimerasa”, tal y como se utiliza en la presente descripcion,
se refiere a una enzima capaz de catalizar la polimerizacion de
desoxinucleosidos trifosfato. Generalmente, la enzima inicia la sintesis en el
extremo 3 de un cebador hibridado con una secuencia de ADN molde, y

procede en direccion al extremo 5° de la hebra del ADN molde.

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

pueden ser empleadas en la presente invencidon se seleccionan de la lista que
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comprende las ADN polimerasas aisladas de los siguientes fagos: ¢29, Cp-1,
PRD-1, $15, ¢21, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103, GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PRA4,
PR5, PR722, L17 o Acidianus Bottle-shaped virus (ABV).

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, la ADN polimerasa del tipo $29 se selecciona de
entre las ADN polimerasas aisladas de los siguientes fagos: ¢29, Cp-1, PRD-1,
$15, 021, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103, GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PR4, PR5,
PR722, L17 o Acidianus Bottle-shaped virus (ABV).

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

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

El dominio exonucleasa de las ADN polimerasas del tipo $29 es conocido y
puede ser modificado para reducir la actividad exonucleasa reteniendo una alta
procesividad y capacidad de desplazamiento de cadena. Estas ADN
polimerasas modificadas son especialmente utiles para secuenciar moléculas

largas.

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

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

con respecto a la correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

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

concentracion de aproximadamente 50 nM.

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

molde a la mezcla de reaccion.

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

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

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

realizacion mas preferida, el sulfato de amonio esta a una concentracion de
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entre 30 mM y 60 mM. En una realizacidn aun mas preferida, el sulfato de
amonio esta a una concentracion de entre 40 mM y 50 mM. En una realizacion
aun mas preferida, el sulfato de amonio estda a una concentracidon de

aproximadamente 45 mM.

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

de aproximadamente 90 mM.

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

de aproximadamente 90 mM.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el tampdn esta a un pH de entre 7,0 y 8,5. En
una realizacidon mas preferida, el tampodn esta a un pH de entre 7,2 y 8. En una
realizacion aun mas preferida, el tampdén esta a un pH de aproximadamente
7,5.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el tampdn es Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o
HEPES. En una realizacion mas preferida del método de replicacion,
amplificacion o secuenciacion de la invencion, el tampén Tris-Clorhidrico, Tris-

Acético o HEPES esta a un pH de entre 7,0 y 8,5. En una realizacién aun mas
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preferida, el tampon Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES esta a un pH de
entre 7,2 y 8. En una realizacion aun mas preferida, el tampdn Tris-Clorhidrico,

Tris-Acético o HEPES esta a un pH de aproximadamente 7,5.

En una realizacion preferida de este aspecto del método de replicacion,
amplificacién o secuenciacion de la invencion, el tampdn Tris-Clorhidrico, Tris-
Acético o HEPES esta a una concentracion de entre 25 mM y 50 mM. En una
realizacion mas preferida, el tampén Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES
esta a una concentracion de entre 30 mM y 45 mM. En una realizacion aun
mas preferida, el tampon Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES esta a una

concentracion de aproximadamente 40 mM.

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

acetato potasico esta a una concentracion de aproximadamente 50 mM.

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

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una proporcion de entre el 0,01% y el 0,03% del volumen total, el
sulfato de amonio se encuentra a una concentracion de entre 40 mM y 50 mM,
el tampon Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una

concentracion de entre 30 mM y 45 mM y a un pH de entre 7,2 y 8,0, el cloruro
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magnésico esta a una concentracion entre 5 mM y 15 mM vy el cloruro potasico

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

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

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

En una realizacion mas preferida del método de replicacién, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una concentracion del 0,025% del volumen total, el cloruro de
amonio se encuentra a una concentracion de 90 mM, el tampoén Tris-
Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una concentraciéon de 40 mM
y a un pH de 7,5, el cloruro magnésico esta a una concentracion de 10 mM y el
cloruro potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de 50
mM.
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En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una proporcion de entre el 0,01% y el 0,03% del volumen total, el
acetato de amonio se encuentra a una concentracion de entre 80 mM y 100
mM, el tampdn Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una
concentracion de entre 30 mM y 45 mM y a un pH de entre 7,2 y 8,0, el cloruro
magnésico esta a una concentracion de entre 5 mM y 15 mM y el cloruro
potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de entre 40 y
60 mM.

En una mas realizacion preferida del método de replicacién, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una concentracion del 0,025% del volumen total, el acetato de
amonio se encuentra a una concentracion de 90 mM, el tampoén Tris-
Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una concentracion de 40 mM
y a un pH de 7,5, el cloruro magnésico esta a una concentracion de 10 mM y el
cloruro potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de 50
mM.

El término “replicacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se

refiere a la sintesis de un ADN complementario a partir de un ADN molde.

El término “amplificacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se

refiere al aumento del numero de copias de un ADN molde.

El término “secuenciacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se

refiere a la determinacién del orden de los nucleétidos de un ADN molde.

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

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

oligonucledtido de desoxirribosa.

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

sintetizados al azar (cebadores arbitrarios).

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

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

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

secuenciacion de la presente invencion.

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

poblacion de cebadores arbitrarios. El término “cebadores arbitrarios” se refiere



10

15

20

25

30

WO 2011/000998 PCT/ES2010/070456

12

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

secuenciacion de la invencion, el cebador es especifico.

En otra realizacion preferida del método de replicacidon, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el cebador es arbitrario. Preferiblemente, el
cebador arbitrario esta protegido frente a la accidn de exonucleasas 3™-5". Y
mas preferiblemente, el cebador arbitrario es un oligonucleétido de 6
nucledtidos, “hexanucledtido” o “hexamero” protegido frente a la accion de

exonucleasas 3°-5".

La expresion “protegido frente a la accion de exonucleasas”, tal y como se
utiliza en la presente descripcion, se refiere a un cebador modificado de forma
que es resistente a la degradacidn nucleolitica por cualquier actividad

exonucleasa 3'-5" presente en la ADN polimerasa.

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

especificos y/o arbitrarios.

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

El término “nucledsidos trifosfato”, tal y como se utiliza en la presente
descripcidon se refiere a moléculas organicas formadas por la union covalente

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

estan a una concentracion de aproximadamente 500 uM.

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

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

etiquetas bioluminiscentes o etiquetas enzimaticas.

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

ADN molde es ADN gendmico.

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

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

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

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

de ciclado térmico o a una temperatura esencialmente constante.

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

preferiblemente, de aproximadamente 30°C.

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

esencialmente constante.

Preferiblemente, la amplificacion del ADN molde segun el método de
amplificacion de la presente invencidn tiene lugar mediante amplificacion por
circulo rodante (RCA), mediante amplificacion de desplazamiento multiple
(MDA), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) o amplificacion
mediante lazo (LAMPA).



10

15

20

25

30

WO 2011/000998 PCT/ES2010/070456

15
Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo que
comprende elementos apropiados para llevar a cabo el método de replicacion,

amplificacidén o secuenciacion de la presente invencion.

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

que comprende:

a) una ADN polimerasa del tipo ¢$29,

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

d) un tampon, y

e) cloruro magnésico.

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

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

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, el kit comprende
ademas una sal de potasio. Preferiblemente, dicha sal de potasio es cloruro

potasico o acetato potasico.

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

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

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

trifosfato y/o un didesoxinucledsido trifosfato.

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

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

didesoxinucledsido trifosfato.

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

el método de la invencion.

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

presente invencion.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

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

Figura 2. Muestra la amplificacion de distintas cantidades de ADN plasmidico
(en el orden de femtogramos) por la ADN polimerasa de $29 en presencia de
Tween® 20 y (NH4),SO,. El ensayo se llevd a cabo como se describe en el
texto principal, en presencia de Tween® 20 al 0,025% y de (NH4),SO4 45 mM.
Los marcadores de longitud del ADN son iguales a los usados en la Figura 1.
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Figura 3. Muestra el efecto del idbn NH;" en la capacidad de amplificacion de la
ADN polimerasa de ¢29. El ensayo se llevé a cabo como se describe en el
texto principal, en presencia de Tween® 20 al 0,025% y de la sal de amonio
indicada asi como de las cantidades indicadas de ADN plasmidico (4,2 kpb).
Después de incubar a 30°C durante 6 h, las reacciones se analizaron como se
describe en el texto principal. Los marcadores de longitud del ADN son iguales

a los usados en la Figura 1.

Figura 4. Muestra la amplificacion de distintas cantidades de ADN gendmico de
Bacillus subtilis por la ADN polimerasa de ¢29 en presencia de Tween® 20 y
(NH4),S0O,. El ensayo se llevé a cabo como se describe en el texto principal, en
presencia de Tween® 20 al 0,025% y de (NH4),SO, 45 mM. Los marcadores de

longitud del ADN son iguales a los usados en la Figura 1.

Figura 5. Muestra la notable mejora que representa el afiadir Tween® 20 al
0,025% y (NH4)2S04 45 mM al actual tampoén de reaccidn de un kit comercial
para la amplificacion de ADN basado en la ADN polimerasa de 229 (lllustra kit
de General Electrics HealthCare). El ensayo se llevoé a cabo como se describe
en el texto principal. Los marcadores de longitud del ADN son iguales a los

usados en la Figura 1.

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

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

aplicacion de la misma.
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Se ha mostrado que la ADN polimerasa de $29 realiza una amplificacion de
10*-10° veces partiendo de varios picogramos de ADN circular. Para este fin se
emple6 un tampoén de reaccidon que contiene Tris-HCI 40 mM, pH 7,5, KCI 50
mM y MgCl, 10 mM (en lo sucesivo Tampén A). Después de probar la
influencia de diferentes condiciones de detergentes y sales en la capacidad de
amplificacion de ADN de la ADN polimerasa de ¢$29, encontramos que la
adicion simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4),SO4 45 mM al Tampoén A
mejora mucho la amplificacion de cantidades limitadas de ADN aportado.

Condiciones de la reaccion de amplificacion de ADN plasmidico.- La mezcla de
incubacion contenia en 12,5 ul de tampon A, 50 uM de hexameros protegidos
contra la accion de la exonucleasa 3°-5°, 500 uM de cada uno de los
desoxinucledsidos ftrifosfato (dCTP, dGTP, dTTP y dATP), las cantidades
indicadas de un ADN plasmidico (con un tamafio de 4,2 kbp) y, donde se
indica, se adicioné6 (NH4)2SO4 45 mM o Tween® 20 al 0,025% o una
combinacion de ambos. La desnaturalizacion del ADN se llevo a cabo por
incubacion a 95 °C durante 3 minutos y posterior enfriamiento en hielo durante
5 min. La reaccion se inici6 al afiadir ADN polimerasa de ¢29 50 nM y se
detuvo después de la incubacion a 30 °C mediante calentamiento a 65 °C
durante 10 min. Para el analisis de los resultados, se tomaron muestras de 1 ul
de las reacciones, se digirio el ADN amplificado con la endonucleasa de
restriccion EcoRI y se someti6 a electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %. El

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

Condiciones de la reaccion de amplificacion de ADN genomico.- La mezcla de
incubacién contenia en 12,5 ul de tampén A, (NH4)>SO4 45 mM, Tween® 20 al
0,025%, 50 uM de hexameros protegidos contra la accion de la exonucleasa
3°-5°, 500 uM de cada uno de los desoxinucledsidos trifosfato (dCTP, dGTP,
dTTP y dATP) y las cantidades indicadas de ADN genomico de Bacillus subtilis
(con un tamafio de 4 Mpb). La desnaturalizacion del ADN se llevo a cabo por
incubacion a 95 °C durante 3 minutos y posterior enfriamiento en hielo durante

5 min. La reaccion se inici6 al afiadir ADN polimerasa de ¢29 50 nM y se
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detuvo después de la incubacion a 30 °C mediante calentamiento a 65 °C
durante 10 min. Para el analisis de los resultados, se tomaron muestras de 1 ul
de las reacciones y se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0,7

%. EI ADN se detectdé mediante tincion de los geles con bromuro de etidio.

La Figura 1 muestra el efecto de afiadir (NH4)2SO4 45 mM y Tween® 20 al
0,025% en la amplificacion de cantidades pequefias de ADN plasmidico
aportado. Como se muestra, la ADN polimerasa de ¢$29 no dio ningun producto
de amplificacion detectable con el Tampon A estandar cuando se usaron 100 fg
de ADN aportado. En estas condiciones de reaccién, la adicién de Tween® 20
al 0,025% en ausencia de ADN causoé la aparicion de productos de ADN en
forma de rastro, lo mas probable como una consecuencia de la amplificacion
inespecifica de ADN causada por la hibridacion y elongacién de los cebadores
hexameros aleatorios. Se observé el mismo rastro con 10 fg de ADN aportado.
Sin embargo, en presencia de 100 fg de ADN aportado, la adicién de Tween®
20 al 0,025% permitié que la ADN polimerasa de ¢$29 produjera una cantidad
detectable de plasmido amplificado. La produccion total de ADN amplificado,
especifico o inespecifico, indica que la adicion de Tween® 20 al 0,025% al
Tampdn A potencia la capacidad de amplificacion de la ADN polimerasa de
$29. Se observd un efecto similar con el detergente NP40. Por el contrario,
otros detergentes analizados como Triton X100 y Triton X114 no potenciaban la
capacidad de amplificacion de la ADN polimerasa de ¢$29 (no se muestra). La
adicion simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2S04 45 mM al tampon A
tenia dos consecuencias en el rendimiento y la especificidad de los productos
amplificados: 1) no se detectd6 amplificacion de ADN en ausencia de ADN
aportado; 2) se obtuvieron por amplificacion varios ng de ADN plasmidico de
unidad longitud, incluso cuando la cantidad de ADN aportado era tan baja como
10 fg. Como control, la adicién de (NH4).SO4 45 mM al Tampoén A no produjo

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

Por lo tanto, podemos concluir que la adicién simultanea de Tween® 20 al

0,025% y (NH4)2S0O4 45 mM al Tampén A (en lo sucesivo Tampon B) produce
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una clara optimizacién de las condiciones experimentales para llevar a cabo la
amplificacion con cebado multiple de ADN circular por la ADN polimerasa de
$29, siendo ambos reactivos absolutamente necesarios para amplificar
cantidades limitadas (10 fg) de ADN aportado. De hecho, como puede verse en
la Figura 2, el uso de Tampon B permitié a la ADN polimerasa de ¢29 sintetizar
microgramos de ADN usando una cantidad de plasmido aportado tan baja
como 0,1 fg (~24 moléculas) después de 6 horas de reaccidon. Como control de
calidad, la digestion de los productos de amplificacion con EcoRIl generd
fragmentos de ADNbc lineales de 4,2 kb, que indicaban que el producto de
amplificacion eran realmente repeticiones en tandem del plasmido original. De
nuevo, el Tampdn B también evitd la amplificacion de ADN inespecifico (véase
en la Figura 2 las calles correspondientes a las reacciones llevadas a cabo sin
ADN aportado).

La Figura 3 muestra el efecto de los iones amonio y Tween® 20 al 0,025% en la
mejora en la amplificacion de cantidades pequefias de ADN plasmidico. El
ensayo se llevd a cabo en las condiciones anteriormente comentadas en
presencia Tween® 20 al 0,025% y de la sal de amonio indicada. Como se
puede observar en la Figura 3 tanto el NH4Cl como el NH4CH3;COO tuvieron un
efecto similar al (NH4)2.SO4, tanto en el rendimiento como en la especificidad de
los productos amplificados. Este resultado indica que el efecto anteriormente
descrito del (NH4).SO4 en la amplificacidon de cantidades limitantes de ADN

plasmidico es debido a los iones NH,".

Para determinar si las condiciones optimizadas descritas antes también se
aplicaban a la amplificacion de ADN gendmico, se llevo a cabo el mismo tipo de
ensayos realizados en presencia de concentraciones limitadas de ADN
gendmico de B. subtilis (4 Mpb de longitud). Como se muestra en la Figura 4, la
presencia de Tween® 20 al 0,025% y (NH.)>:SO4 45 mM en el tampén B, por
una parte evitaba la amplificacion inespecifica de ADN (calles sin ADN
aportado), y por otra parte, permitia a la ADN polimerasa de ¢$29 dar

amplificacion detectable y especifica del ADN gendmico incluso cuando se
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usaban 10 fg de ADN aportado, es decir, una cantidad 10° veces inferior a la

recomendada en los actuales kits de amplificacion gendémica comerciales.

Para determinar si la adicion simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4),SO.
45 mM incrementa la eficiencia de amplificacion de los actuales Kkits
comerciales para la amplificacion de ADN basado en la ADN polimerasa de
@29, se llevd a cabo el mismo tipo de ensayos de amplificacion de ADN
plasmidico descrito en las Figuras 1, 2 y 3. En la Figura 5 se muestra la notable
mejora que representa el afiadir Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2S04 45 mM al
actual tampon de reaccidon del kit lllustra (GE HealthCare). Como se puede
observar, siguiendo las recomendaciones del proveedor, con el kit lllustra sélo
se puede amplificar de manera detectable en gel de agarosa cantidades de
plasmido aportado iguales o superiores a 10 pg. Por el contrario, la adicidon
simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2S04 45 mM al tampon de reaccién
del kit lllustra disminuye de manera notable la cantidad necesaria de ADN que
puede amplificarse, observandose productos de amplificacion desde 1 fg
aportado de ADN plasmidico, suponiendo una mejora de cuatro érdenes de

magnitud en la amplificacion.
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REIVINDICACIONES

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

comprende, al menos:

a) una ADN polimerasa del tipo ¢$29,

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

d) un tampon,

e) cloruro magnésico,

f) un cebador, y

9) nucledsidos trifosfato.

2. Método segun la reivindicacidon 1 donde la mezcla de reaccidon ademas

comprende una sal de potasio.

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

potasico o acetato potasico.

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

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

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

volumen total de la reaccion.

6. Método segun la reivindicacion 5 donde el monolaurato de sorbitan
polioxietilenado estd en una proporcion de entre el 0,01% y el 0,03% del

volumen total de la reaccion.
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7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la sal de
amonio se selecciona de la lista que comprende: sulfato de amonio, cloruro de

amonio o acetato de amonio.

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

concentracion de entre 30 mM y 60 mM.

10.  Método segun la reivindicacion 9 donde el sulfato de amonio esta a una

concentracion de entre 40 mM y 50 mM.

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

amonio o acetato de amonio.

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

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

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

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

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 donde la ADN
polimerasa del tipo $29 se selecciona de entre las ADN polimerasas aisladas
de los siguientes fagos: $29, Cp-1, PRD-1, ¢15, $21, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103,
GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PR4, PR5, PR722, L17 o ABV.

15. Método segun la reivindicacion 14 donde la ADN polimerasa del tipo $29
tiene una secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al menos, el
80% con la SEQ ID NO: 1.
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16.  Método segun la reivindicacion 15 donde la ADN polimerasa del tipo $29
tiene una secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al menos, el
90% con la SEQ ID NO: 1.

17.  Método segun la reivindicacion 16 donde la ADN polimerasa del tipo $29

tiene la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

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

exonucleasa que la correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

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

correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

20. Método segun la reivindicacion 19 donde la ADN polimerasa del tipo $29
modificada carece de actividad exonucleasa detectable con respecto a la

correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

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

22.  Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 donde el tampdn

esta a un pH de entre 7 y 8,5.

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

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

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

una concentracion de entre 5 mMy 15 mM.
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25. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 24 donde el cloruro
potasico o el acetato potasico esta a una concentracion de entre 30 mM y 70
mM.

26. Método segun la reivindicacion 25 donde el cloruro potasico o el acetato

potasico esta a una concentracion de entre 40 mM y 60 mM.

27. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 donde los
nucleosidos trifosfato son dCTP, dGTP, dTTP y dATP.

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

29. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 donde el

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

30. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 donde el ADN

molde es ADN plasmidico.

31. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 donde el ADN

molde es ADN gendémico.

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

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

menos, un nucledsido trifosfato o un cebador esta marcado.

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

comprende:
a) una ADN polimerasa del tipo ¢$29,
b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
c) una sal de amonio,
d) un tampon, y
e) cloruro magnésico.

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

potasio.

37. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 35 6 36 que ademas

comprende un cebador.

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

comprende el cebador segun la reivindicacion 29.

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

comprende nucledsidos trifosfato.

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

trifosfato o un cebador esta marcado.
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