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RETROTRANSCRIPTASAS DEL VIH TIPO 1 GRUPO O, ACTIVAS A
TEMPERATURAS ELEVADAS

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la biotecnologia. Mas
concretamente, se refiere a retrotranscriptasas expresadas y purificadas en
bacterias y que tienen la secuencia de aminoacidos de la retrotranscriptasa de
un virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) del grupo O
modificada en varias posiciones. Estas polimerasas presentan mayor actividad
que la enzima no mutada, a temperaturas elevadas (superiores a 60°C).
Ademas retienen capacidad de sintesis de ADN a temperaturas superiores a
70°C. Por otro lado, la fidelidad de copia de estas enzimas no difiere

significativamente de la presentada por la retrotranscriptasa no mutada.

ESTADO DE LA TECNICA

En retrovirus, la retrotranscriptasa (RT) (o transcriptasa inversa) es la enzima
responsable de la replicacion del genoma viral. La RT convierte el ARN
genodmico monocatenario en ADN bicatenario capaz de integrarse en el
genoma de la célula hospedadora [revisado por Le Grice. J Biol Chem, 2012;
287: 40850-40857]. Se trata de una polimerasa capaz de sintetizar ADN,
utilizando como molde ARN 6 ADN, indistintamente. Ademas, la RT posee
actividad endonucleasa (ribonucleasa H), que le permite degradar el molde

ARN durante el proceso de sintesis de ADN dependiente de ARN.

Las RTs de retrovirus son enzimas utiles para la obtencion de ADN
complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm) o microARNs
(miARN), que una vez amplificado por técnicas convencionales (PCR, por
ejemplo) puede utilizarse para detectar expresion génica en organismos o
tejidos. La eficacia de la retrotranscripcion es importante en muchas
aplicaciones biotecnol6gicas. Por ejemplo, para la deteccion de ARNs

mensajeros, para su cuantificacion mediante PCR en tiempo real, para el
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analisis de la expresion génica utilizando “microarrays” y también en estudios
de transcriptdmica utilizando técnicas de secuenciacion masiva. Sin embargo,
la presencia de estructuras secundarias en el ARN puede disminuir la eficacia
de estas técnicas. Disponer de RTs capaces de sintetizar ADN a temperaturas
elevadas puede resultar util para mejorar el rendimiento de los procesos de

amplificacion.

Desde un punto de vista metodologico las RTs mas utilizadas comercialmente
en reacciones de amplificacién son las del virus de la mieloblastosis de aves
(AMV), la del virus Moloney de la leucemia de raton (MLV) (Coté y Roth. Virus
Res 2008; 134: 186-202) y variantes de la RT del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) (revisado en Hizi y Herschhorn. Virus Res 2008; 134:
203-220). Las RTs de AMV y MLV son las mas utilizadas en ensayos de RT-
PCR, aunque la de AMV presenta una mayor estabilidad térmica a
temperaturas entre 42 y 52°C (Gerard et al. Nucleic Acids Res. 2002; 30: 3118-
3129). Existen variantes de la RT del MLV tales como AffinityScript (Agilent) o
Super Script Il (Invitrogen) que se comercializan como enzimas activas a
temperaturas mas elevadas (Arezi y Hogrefe. Nucleic Acids Res. 2009; 37:
473-481).

Estudios llevados a cabo con RTs del VIH-1 clasificadas como pertenecientes
al grupo M (subtipo B) han demostrado que estas enzimas presentan mayor
actividad y estabilidad térmica que la RT del MLV, si bien son superadas por
una variante RT “wild-type” derivada de un VIH-1 filogenéticamente distinto y
clasificado como de grupo O (Alvarez et al. J Mol Biol 2009; 392: 872-884;
patente W0O2010130864 (A1)). En ensayos de RT-PCR aplicados a la
expresion de ARN mensajero de tubulina, la RT del MLV no dio lugar a
amplificacion a temperaturas superiores a 52°C, si bien las RTs “wild-type” de
grupo O o de subtipo B lo hacian a temperaturas de hasta 64°C, aunque solo la
primera de ellas amplificaba a 66-68°C (Alvarez et al. J Mol Biol 2009; 392:
872-884). Las RTs del VIH-1 son heterodimeros compuestos por dos

subunidades, una de 560 aminoacidos (denominada p66) y otra de 440



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

3

aminoacidos (denominada p51). La secuencia de p51 es idéntica a la de los
aminoacidos 1-440 de p66. Las RTs del VIH-1 del grupo O se caracterizan por
presentar alrededor de un 20% de aminoacidos distintos cuando se comparan
con secuencias prototipo “wild-type” de subtipo B (Quifiones-Mateu et al.
Virology 1997; 236: 364-373). Se han caracterizado varias RTs de grupo O que
presentan mayor fidelidad de copia que la RT “wild-type”, como por ejemplo las
portadoras de los cambios V75|, K65R y K65R/V75l. Estas RTs tienen una
estabilidad térmica y eficacia catalitica a temperaturas elevadas similar a la
exhibida por la RT “wild-type” (Barrioluengo et al. Biochem J 2011; 436: 599-
607; patente WO2012080541 (A1)).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

DESCRIPCION BREVE

La presente invencion se refiere a retrotranscriptasas aisladas de un virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) de grupo O y modificadas en una o
en mas posiciones, que presentan una mayor termoestabilidad que la enzima
original, manteniendo su fidelidad de copia, asi como a su uso para llevar a
cabo la retrotranscripcion, amplificacion o secuenciacion de un acido nucleico

molde.

Un primer objeto de la invencion se refiere al polipéptido que codifica una
proteina con actividad RT aislada de un VIH-1 de grupo O y que presenta una
mayor estabilidad a altas temperaturas, y que posee mayor actividad que la
enzima WT a temperaturas superiores a 75°C, manteniendo su fidelidad de
copia, y caracterizado porque su secuencia de aminoacidos presenta una
identidad de al menos un 50% con respecto a la secuencia parental SEQ ID
NO 1, y porque comprende alteraciones en su secuencia de aminoacidos
(como pueden ser, por ejemplo, sustituciones, deleciones y/o inserciones) en

las siguientes posiciones:
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- la posicion homdloga a la posicion 358 de dicha secuencia, que

sustituye el aminoacido lisina (K) original por el aminoacido arginina
(R) (mutacion K358R).

- la posicibn homodloga a la posicion 359 de dicha secuencia, que

sustituye el aminoacido alanina (A) original por el aminoacido glicina
(G) (mutacion A359G).

- la posicion homdloga a la posicion 360 de dicha secuencia, que

sustituye el aminoacido serina (S) original por el aminoacido alanina
(A) (mutacion S360A).

También se describen otras variantes de retrotranscriptasas que contienen

cambios adicionales a la combinacion K358R/A359G/S360A (comun a todas

ellas), y que mejoran la termoestabilidad de la RT WT, es decir su capacidad

para sintetizar ADN a elevadas temperaturas utilizando ARN como molde.

Estos cambios de aminoacido e inserciones pertenecen, a titulo ilustrativo y sin

que limite el alcance de la invencion, al siguiente grupo:

a)

d)

La sustitucion del aminoacido treonina (T) por la insercién de dos
aminoacidos serina y una glicina (SSG) en la posiciéon homobloga a
la posicion 69 de la SEQ ID NO 1 (mutaciéon T69SSG).

La sustitucidon del aminoacido treonina (T) por el aminoacido
alanina (A) en la posicién homologa a la posicion 355 de la SEQ ID
NO 1 (mutacién T355A).

La sustitucion del aminoacido glutamina (Q) por el aminoacido
metionina (M) en la posicion homdloga a la posicion 357 de la SEQ
ID NO 1 (mutacién Q357M).

La sustitucion del acido glutamico (E) por el aminoacido glutamina
(Q) en la posicion homologa a la posicion 478 de la SEQ ID NO 1
(E478Q).

En esta invencion se incluyen como objeto particular de la invencién varias

retrotranscriptasas variantes del VIH-1 del grupo O que se han usado como

punto de partida y que presentan las mutaciones anteriormente descritas, y
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cuyas secuencias polipeptidicas particulares se corresponden con la SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 7, y SEQ ID NO 9; asi como sus
correspondientes secuencias nucleotidicas (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ
ID NO 8, SEQ ID NO 10).

Otro objeto de la invencibn son los vectores que comprenden los

polinucleétidos que codifican las retrotranscriptasas de la invencion.

Otro objeto de la invencidon es la célula que comprende el polinucleétido que
codifica la retrotranscriptasa de la invencion. Preferentemente dicha célula es

una bacteria, y mas preferentemente aun es una Escherichia coli.

Otro objeto de la presente invencion es el método de obtencion del polipéptido
de la invencién, que comprende los siguientes pasos:
1) Introducir el vector de la invencién en una célula hospedadora
adecuada (célula hospedadora de la invencion),
2) Cultivar la célula hospedadora de la invencibn en un medio
adecuado, vy,

3) Purificar el polipéptido de la invencidon con actividad RT.

Otro objeto de la invencidn se refiere al uso del polinucle6tido de la invencion
para la obtencion del polipéptido de la invencibn con actividad

retrotranscriptasa.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de la célula hospedadora de la

invencidn para la obtencion del polipéptido de la invencion.

Otro objeto de la invencion es el uso del polipéptido de la invencién en métodos
de retrotranscripcion, amplificacion y secuenciacidon de acidos nucleicos.

Preferentemente, el ARNm.
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Otro objeto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende los
elementos necesarios para llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos
en la presente descripcion, y que, preferentemente, comprende:
a) la RT de la invencion, y
b) al menos, un elemento de la lista que comprende:
i) un tampodn,
iil) un cebador,
iii) una ADN polimerasa dependiente de ADN, y

iv) un nucleétido.

DESCRIPCION DETALLADA

Las retrotransciptasas (RT) de retrovirus son enzimas utiles, por ejemplo, para
la obtencion de ADN complementario a partir de ARN mensajero, que una vez
amplificado puede ser clonado en un vector. Es deseable que las RTs que se
utilicen con este fin presenten elevada estabilidad térmica, ya que en estas
condiciones disminuirian los niveles de estructura secundaria en el ARN y
mejoraria el proceso de amplificacion. Sin embargo, las RTs son enzimas que
carecen de actividad exonucleasa correctora de errores y por tanto, tienen una
tasa de error relativamente alta, por lo que un aumento de su fidelidad seria

deseable para poder ser empleadas con este fin.

A partir de la existencia de homologia de secuencia entre las RTs de VIH-1
grupo M subtipo B (por ejemplo, BH10 o HXB2) y las RTs de grupo O, los
inventores han construido un modelo molecular de esta ultima unida a un
complejo molde-iniciador, basandose en la estructura cristalografica depositada
en el Protein Data Bank, en el fichero 1RTD (www.pdb.org). Esta estructura es
la Unica disponible en la que una RT del VIH-1 (en este caso, de la cepa HXB2)
aparece formando un complejo ternario con ADN de doble cadena (molde-
iniciador) y un nucleétido entrante (dTTP, en este caso). Ademas se trata de
una estructura completa y con buena resolucién. A partir del modelado

molecular basado en homologia de secuencia, se identificaron posiciones clave
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en la interaccién con el molde-iniciador en ambas enzimas. Esta informacion se
utilizé para disefiar variantes de la RT de grupo O (RTO) con mayor afinidad
por acidos nucleicos. Asi, los inventores han obtenido por mutagénesis dirigida
cuatro nuevas variantes de la RT del VIH-1 grupo O, denominadas RTO_3M,
RTO _5M, RTO_T69SSG_3M, RTO_E478Q_3M y que son portadoras de las
mutaciones  K358R/A359G/S360A,  T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A,
T69SSG/K358R/A359G/S360A y K358R/A359G/S360A/E478Q,

respectivamente.

Estas enzimas se han expresado en Escherichia coli y purificado para su
posterior caracterizacion, siguiendo un procedimiento similar al descrito en
W02010130864. Se observa que en comparacion con la RT “wild-type” de
grupo O (RTO_WT), las cuatro enzimas presentan mayor actividad ADN
polimerasa a temperaturas superiores a 75°C en reacciones de amplificacion
de ARN mediante RT-PCR tanto en ensayos cualitativos (Figura 1), como
cuantitativos (Figura 2). Los ensayos de fidelidad llevados a cabo con estas
enzimas demuestran que su fidelidad de copia se mantiene con respecto a la
RTO_WT (Tablas 2 y 3; Figura 3).

La presente invencidon se refiere a RTs aisladas de un virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) de grupo O y modificadas en una o
en mas posiciones, que presentan una mayor termoestabilidad que la enzima
WT, manteniendo su fidelidad de copia, asi como a su uso para llevar a cabo la

retrotranscripcion, amplificacidon o secuenciacion de un acido nucleico molde.

El punto de partida fue una RT identificada en un paciente que no habia sido
tratado con farmacos antirretrovirales y que estaba infectado por un VIH-1 de
grupo O (cepa ESP49) (Quifiones-Mateu et al. Virology 1997; 236: 364-373;
Menéndez-Arias et al. J. Biol. Chem. 2001; 276: 27470-27479) (RTO_WT con
secuencia polipeptidica SEQ ID NO 1). La secuencia de nucledtidos de la
subunidad p66 de esta RT se clon6é en un vector de expresion para la

obtencion y purificacion de la enzima que contenia sitios de restriccion
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adecuados y una cola de histidinas en su extremo C-terminal seguida de un
codén de terminacion (Alvarez et al. J Mol Biol 2009; 392: 872-884) (con

secuencia nucleotidica SEQ ID NO 2). A partir de esta construccion y tras un

proceso de mutagénesis dirigida se han obtenido 4 variantes que presentan

una mayor termoestabilidad en comparacion con la enzima de partida (la

RTO_WT) y que mantienen su fidelidad de copia. Esta adaptacion de las RTs

es potencialmente util para la amplificacion de ARNs dificiles, es decir, aquellos

gue contengan estructuras secundarias y/o secuencias ricas en pares de bases

G:.C.

Un resumen de las secuencias de polinucleétidos y polipéptidos descritos en la

presente invencion se observa en la Tabla 1.

Nombre Mutaciones Polipéptido | Nucledtido
SEQ ID NO SEQID
RTO_WT
1 NO 2
SEQID NO | SEQID NO
RTO_3M K358R/A359G/S360A 3 A
SEQID NO | SEQID NO
RTO_5M T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A 5 6
SEQID NO | SEQID NO
RTO_T69SSG_3M T69SSG/K358R/A359G/S360A . 8
SEQID NO | SEQID NO
RTO_E478Q_3M K358R/A359G/S360A/E478Q 9 10
SEQID NO | SEQID NO
RTO_WT*
11 12
SEQID NO | SEQID NO
RTO_3Mm* K358R/A359G/S360A
13 14
SEQID NO | SEQID NO
RTO_5M* T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A .5 16
RTO_T69SSG_3M SEQID NO | SEQID NO
T69SSG/K358R/A359G/S360A
* 17 18
SEQID NO | SEQID NO
RTO_E478Q_3M* K358R/A359G/S360A/E478Q 19 20
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Por tanto, un primer objeto de la invencion se refiere al polipéptido que codifica
una proteina con actividad RT aislada de un VIH-1 de grupo O y que presenta
una mayor estabilidad a altas temperaturas, en adelante polipéptido de la
invencidn, y que posee mayor actividad que la enzima WT a temperaturas
superiores a 75°C, manteniendo su fidelidad de copia, y caracterizado porque
su secuencia de aminoacidos presenta una identidad de al menos un 50% con
respecto a la secuencia parental SEQ ID NO 1, y porque comprende
alteraciones en su secuencia de aminoacidos (como pueden ser, por ejemplo,
sustituciones, deleciones y/o inserciones) en las siguientes posiciones:
- la posicion homodloga a la posicion 358 de dicha secuencia, que
sustituye el aminoacido lisina (K) original por el aminoacido arginina
(R) (mutacion K358R).
- la posicion homodloga a la posicidon 359 de dicha secuencia, que
sustituye el aminoacido alanina (A) original por el aminoacido glicina
(G) (mutacion A359G).
- la posicion homodloga a la posicion 360 de dicha secuencia, que
sustituye el aminoacido serina (S) original por el aminoacido alanina
(A) (mutacion S360A).

Asi, en un objeto preferido de la invencidn, las sustituciones presentes en el
polipéptido de la invencion son K358R, A359G y S360A (retrotranscriptasa
RTO_3M). En una realizacion particular de la invencion, el polipéptido de la

invencidn se corresponde con la SEQ ID NO 3.

La temperatura a la que la RT presenta su maxima actividad ADN polimerasa
(dependiente de ARN o de ADN) se denomina temperatura 6ptima. Por encima
de esa temperatura, la actividad catalitica decrece, en parte debido a la
desnaturalizacion térmica de la RT. El término “termostabilidad” se refiere a la
estabilidad mostrada por una RT cuando se encuentra sometida a una
temperatura elevada, por ejemplo, tipicamente a una temperatura de, al menos
50°C, preferiblemente de, al menos 63°C, mas preferiblemente de, al menos,

68°C y aun mas preferiblemente de, al menos 75°C.



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

10

La termostabilidad de la RT de la presente invencién puede determinarse
mediante distintos tipos de ensayos. Puede estimarse, por ejemplo, pero sin
limitarse, analizando la cantidad del producto obtenido durante la sintesis de
ADN utilizando como molde ARN mensajero, en una RT-PCR, que puede ser
cualitativa o cuantitativa. Para ello, se realiza primero la reaccion de
retrotranscripcion a una temperatura elevada, y después el ADN
complementario obtenido se puede amplificar mediante PCR. La cantidad de
producto obtenido en estas reacciones constituye una medida de la estabilidad
de la RT, a la temperatura en la que se ha llevado a cabo la reaccién de
retrotranscripcion. El analisis del producto en geles de agarosa nos permite
hacer una valoracion cualitativa de la eficacia de la reaccion. De la misma
forma podemos determinar el rendimiento de la etapa de retrotranscripcion
mediante PCR en tiempo real determinando el valor de ACt, como ACt = Ct —
Ct(ref), donde Ct es el ciclo en el que se observa una amplificacion significativa
y Ct(ref) es la media de los valores de Ct obtenidos para una RT utilizada de

referencia.

Una “reaccion de sintesis a temperatura elevada®, tal y como se utiliza en la
presente descripcidn, se refiere a una reaccién y, mas preferiblemente, una
reaccion de retrotranscripcion (o transcripcion inversa) que se realiza a una
temperatura de al menos 50°C, preferiblemente de, al menos 63°C, mas
preferiblemente de, al menos, 68°C, mas preferiblemente de, al menos 75°C, y

aun mas preferiblemente de, al menos 78°C .

Una RT con termostabilidad “incrementada” o “aumentada” se define como una
RT que tiene un incremento o un aumento significativo (aplicando criterios
estadisticos) en la termostabilidad, tipicamente de, al menos, 1,5 veces, mas
preferiblemente de, al menos, 2 veces, y aun mas preferiblemente de, al
menos, 3 veces, y aun mas preferiblemente de, al menos, 4 veces, con

respecto a la RT con la que se efectue la comparacion.



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

11

El término “fidelidad de copia® se refiere a la exactitud del proceso de
polimerizacion de ADN catalizado por la RT, en el que influye su capacidad
para discriminar entre sustratos correctos e incorrectos ya sean nucleétidos o
complejos molde-iniciador, durante la sintesis de ADN complementario a un

acido nucleico que sirve de molde.

La fidelidad de la RT de la presente invencidn puede analizarse mediante
distintos tipos de ensayos, como por ejemplo, pero sin limitarnos, ensayos de
fidelidad en cultivos celulares o ensayos de fidelidad “in vitro® (genéticos o

bioquimicos).

En los ensayos bioquimicos se utiliza la RT purificada para la determinacion de
constantes cinéticas sobre un molde ARN o ADN, bajo unas condiciones
determinadas (pH, concentracion de sustrato, etc...). De esta manera se
pueden obtener los parametros cinéticos de la fidelidad de copia de ADN
(dependiente de ARN o ADN) de la RT, tanto en estado estacionario como
preestacionario. Los ensayos bioquimicos de incorporacion erronea en el
estado estacionario, se basan en la determinacidon de las constantes cinéticas
(kcat Y Km) para la incorporacion de nucleétidos en el extremo 3’ de un cebador
y proporcionan una estimacion de la selectividad de la RT por el nucleétido. La
determinacion de los parametros cinéticos se lleva a cabo midiendo la
incorporaciéon de nucledtidos en el extremo 3’ del cebador, previamente
marcado en su extremo 5 con [y*’PJATP, en presencia de distintas
concentraciones de dNTP, una vez formado el complejo binario RT/molde-
cebador. Los productos resultantes son analizados mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida. Los datos obtenidos se ajustan a la ecuacién de
Michaelis-Menten, y los parametros k.. (tasa de incorporacion) y K, (constante
de Michaelis-Menten) son determinados para los nucleétidos correctos e
incorrectos. La eficiencia de incorporacion errénea (fi,c) se define como la
relacion entre la eficacia catalitica (kca/Kn) obtenida para el nucledtido
incorrecto y la eficacia catalitica obtenida para el nucleétido correcto. Asi, una

mayor fidelidad de la RT implica una menor eficiencia de incorporacion errénea.
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Para que se produzca la fijacion de un error en el ADN naciente, no es
suficiente la incorporacion de un nucleétido incorrecto, la RT debe ser capaz
ademas, de extender el extremo desapareado que se genera como
consecuencia de esta incorporacion errénea. Esta medida de fidelidad se lleva
a cabo mediante ensayos de extension de extremos desapareados. En estos
ensayos se calculan las constantes cinéticas en estado estacionario para la
incorporaciéon de un nucleétido correcto sobre dos tipos de complejo molde-
cebador: el complejo con el extremo 3’ correctamente apareado y el mismo
complejo con el extremo 3 desapareado. La eficiencia de extension de
extremos desapareados (fex) se define como la relacion entre k../K,, obtenida
para la extension del extremo desapareado y la obtenida para la extension del

extremo correctamente apareado.

Los ensayos bioquimicos en el estado pre-estacionario examinan la capacidad
de la RT para unirse e incorporar el dNTP a tiempos muy cortos (como por
ejemplo, del orden de milisegundos). De esta forma, es posible el calculo de la
constante de afinidad (Ky) para la interaccion entre el dNTP y el complejo
binario RT/molde-cebador, y de la constante de polimerizacion (k). La
eficiencia de incorporacion erronea y de extension de extremos desapareados
se determina a partir de los valores de kpo /Ky Obtenidos para la incorporacion
de nucledtidos correctos o incorrectos, o los obtenidos para la incorporacion de
nucledtidos correctos sobre complejos molde-cebador que contienen un

extremo 3°-OH apareado o desapareado.

Los ensayos genéticos mas utilizados, denominados “forward mutation assays”,
se suelen llevar a cabo usando como molde-cebador de la reaccion de sintesis
de ADN, el ADN bicatenario del fago M13mp2, del cual se ha eliminado la
secuencia correspondiente al gen lacZ de una de las hebras. La reaccion de
sintesis de ADN se realiza en presencia de la RT y de concentraciones altas de
los dNTPs. Tras la transformacién bacteriana con el producto de la reaccién,

los mutantes se identifican como placas azules/blancas en medio de cultivo que
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contiene X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-3-galactopiranésido) e IPTG (isopropil-
B-tio-galactopirandsido). De este modo, si en la reaccion de sintesis de ADN no
se producen errores, el resultado es una placa azul oscuro. Por el contrario, la
introduccion de uno o varios errores implica la pérdida parcial o total de la a-
complementacion, lo que se traduce en placas azul claro o blancas. EI ADN
recuperado de estas placas puede ser secuenciado, para determinar
exactamente el numero, el tipo y la posicion en el genoma de las mutaciones

introducidas por la RT.

Una RT con una fidelidad de copia “incrementada” o “aumentada” se define
como una RT que tiene un incremento o un aumento significativo (aplicando
criterios estadisticos) en la fidelidad de copia con respecto a la RT no
modificada, tipicamente de, al menos, 1,5 veces, mas preferiblemente de, al
menos, 2 veces, y aun mas preferiblemente de, al menos, 3 veces, y aun mas
preferiblemente de, al menos, 4 veces. Por ejemplo, en ensayos bioquimicos
de incorporacion de nucleétido, se considera un aumento de fidelidad cuando el
valor obtenido para la RT modificada es significativamente superior al de la no
modificada (aplicando criterios estadisticos), tipicamente, de al menos, 1,5
veces, preferiblemente, de al menos, 2 veces, mas preferiblemente de, al
menos, 3 veces, y aun mas preferiblemente de, al menos, 4 veces. Por
ejemplo, en ensayos genéticos (“forward mutation assays”) se considera
fidelidad incrementada cuando hay un aumento significativo (aplicando criterios
estadisticos) en la frecuencia de mutante obtenida por la RT modificada,
tipicamente de, al menos, un 50% (1,5 veces), preferiblemente, de al menos, 2
veces, mas preferiblemente de, al menos, 3 veces, y aun mas preferiblemente

de, al menos, 4 veces.

Junto a al RT portadora de los cambios K358R, A359G y S360A, la RTO_3M,
se describen otras variantes de la RT del VIH-1 grupo O que contienen
cambios adicionales a la combinacidon K358R/A359G/S360A (comun a todas
ellas), y que mejoran la termoestabilidad de la RT WT, es decir su capacidad

para sintetizar ADN a elevadas temperaturas utilizando ARN como molde.
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Estos cambios de aminoacido e inserciones pertenecen, a titulo ilustrativo y sin
que limite el alcance de la invencién, al siguiente grupo:

e) La sustituciéon del aminoacido treonina (T) por la insercidon de dos
aminoacidos serina y una glicina (SSG) en la posiciéon homobloga a
la posicion 69 de la SEQ ID NO 1 (mutacién T69SSG).

f) La sustitucion del aminoacido treonina (T) por el aminoacido
alanina (A) en la posicién homologa a la posicion 355 de la SEQ ID
NO 1 (mutacién T355A).

g) La sustitucion del aminoacido glutamina (Q) por el aminoacido
metionina (M) en la posicion homoéloga a la posicion 357 de la SEQ
ID NO 1 (mutacion Q357M).

h) La sustitucidon del acido glutamico (E) por el aminoacido glutamina
(Q) en la posicion homologa a la posicion 478 de la SEQ ID NO 1
(E478Q).

Asi, en otro objeto preferido de la invencidn, el polipéptido de la invencién
presenta los cambios de aminoacido K358R/A359G/S360A y ademas de las
sustituciones T355A y Q357M (retrotransciptasa RTO_5M). En una realizacion

particular, el polipéptido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 5.

En otro objeto preferido de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta
los cambios de aminoacido K358R/A359G/S360A y ademas de T69SSG
(retrotransciptasa RTO_T69SSG_3M). En una realizacion particular, el

polipéptido de la invencidon se corresponde con la SEQ ID NO 7.

En otro objeto preferido de la invencion, el polipéptido de la invencion presenta
los cambios de aminoacido K358R/A359G/S360A, y ademas la sustitucion
E478Q (retrotransciptasa RTO_ E478Q _3M). En una realizacidon particular, el

polipéptido de la invencion se corresponde con la SEQ ID NO 9.

Adicionalmente, el polipéptido de la invencion puede hallarse flanqueado de

pequeios fragmentos polipéptidicos cuya presencia es necesaria y/o ventajosa
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para la expresion del polipéptido en un vector adecuado y que son conocidos
en el estado de la técnica. Dentro de éstos se encuentran tres aminoacidos en
el extremo N-terminal (MNS, es decir Metionina-Asparagina-Serina), cuya
secuencia se incluye para facilitar la iniciacion de la traduccién y acomodar
sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion, utiles para la
construccion de los vectores de expresion que contienen la retrotranscriptasa.
También se incluyen aqui secuencias que permiten una mejora en la
purificacion del polipéptido, tales como una cola de residuos de histidinas en el
extremo C-terminal, cuando ésta, preferiblemente, consiste en, al menos, 6
residuos de histidina. Estos residuos flanqueantes del polipéptido de la
invencion dan lugar a nuevas secuencias polipeptidicas que contienen el

polipéptido de la invencién y que mantienen su actividad retrotranscriptasa.

Asi, en otro objeto preferido de la invencion, las retrotranscriptasas RTO_3M,
RTO_5M, RTO_T69SSG 3M y RTO_E478Q_3M presentan las secuencias
flanqueantes MNS en el extremo N-terminal y una cola de histidinas en el C-
terminal, dando lugar a los polipéptidos con actividad retrotranscriptasa:
RTO_3M*, RTO_5M*, RTO_T69SSG_3M* y RTO_E478Q_3M*, que en un
objeto particular se corresponden, respectivamente, con las secuencias
polipeptidicas SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15, SEQ ID NO 17 y SEQ ID NO 19.

Las mutaciones aqui descritas introducidas en la secuencia polipeptidica “wild-
type” de una RT aislada de un VIH-1 del grupo O pueden obtenerse mediante
técnicas de ingenieria genética o ADN recombinante, como por ejemplo
mutando la secuencia codificante de la RT mediante mutagénesis dirigida o al
azar, o bien pueden obtenerse a partir de la sintesis quimica de la secuencia
de nucledtidos que codifique para la subunidad p66 de la RT portadora de las

mutaciones.

Tal y como se utiliza en la presente descripcion, el término "mutacion” se
refiere a una sustitucidon de un aminoacido por otro aminoacido distinto. Los

aminoacidos individuales en una secuencia se representan aqui como XN, en
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la que X es el aminoacido en la secuencia (designado mediante el cédigo de
una letra universalmente aceptado en la nomenclatura de aminoacidos), y N es
la posicidn en la secuencia. Las mutaciones puntuales tipo sustitucion en una
secuencia de aminoacidos se representan aqui como X1NX2 , en la que X1 es
el aminoacido en la secuencia de proteina no mutada, X2 es el/los
aminoacido/s nuevos de la secuencia de proteina mutada, y N es la posicion en

la secuencia de aminoacidos.

Ademas, con la informacidén suministrada, un experto en la materia es capaz de
combinar las mutaciones anteriormente descritas en la presente invencion para
generar nuevas variantes de la RT con actividad similar o mejorada a
temperaturas elevadas. Una posibilidad es la sustitucidon conservativa de los
aminoacidos en las posiciones anteriormente comentadas. Asi, por ejemplo, se
entiende por sustitucidbn conservativa aquella que mantiene las caracteristicas
de polaridad y carga del aminoacido sustituido. Por ejemplo, lisina y arginina
son aminoacidos cuyas cadenas laterales estan cargadas positivamente a pH
neutro, por lo que se acepta que los cambios de lisina por arginina o viceversa
representan cambios conservativos. Se han clasificado los 20 aminoacidos que
constituyen la base de todas las proteinas naturales de acuerdo a su
conservatividad en grupos: (i) aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano); (ii) aminoacidos alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina
y metionina); (iii) aminoacidos ionizables basicos (histidina, lisina y arginina);
(iv) aminoacidos ionizables acidos (acidos aspartico y glutamico); (v) amidas de
aminoacidos acidos (asparagina y glutamina); y (vi) aminoacidos hidroxilados

(serina y treonina). Algunos autores incluirian la cisteina en este ultimo grupo.

Los polinucle6tidos que codifican para los polipéptidos de la invencion descritos
en la invencion corresponden a variantes de los mismos obtenidos mediante
mutagénesis dirigida de la region codificante de la RT aislada de una cepa del
VIH-1 de grupo O (SEQ ID NO 2). Dichos polinucleétidos se corresponden con

la secuencia de nucledtidos, que constituye la secuencia codificante del
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polipéptido de la invencion, denominados de ahora en adelante polinucleétidos

de la invencion.

Los términos "polinucle6tido”, "secuencia nucleotidica”, "secuencia de
nucledtidos”, "acido nucleico” y "oligonucledtido” se usan aqui de manera
intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de nucleb6tidos de
cualquier longitud, que pueden estar, 0 no, quimica o bioquimicamente

modificados.

Asi, un segundo objeto de la invencidn hace referencia a la secuencia de
polinucleétidos que codifica el polipéptido de la invencion, de ahora en adelante
polinucledtido de la invencién, y que presenta elevada mayor actividad que la
enzima WT a temperaturas superiores a 68°C manteniendo la fidelidad de
copia de la enzima original y caracterizada porque su secuencia presenta una
identidad de al menos un 50% con respecto a la secuencia parental SEQ ID
NO 2, y porque el polipéptido que codifica presenta los cambios en su

secuencia de aminoacido descritos anteriormente.

Asi, un objeto preferido de la invencion es el polinucledtido que codifica el
polipéptido de la invencion que presenta los cambios de aminoacido K358R,
A359G y S360A (retrotranscriptasa RTO_3M). En una realizacion particular de
la invencion, el polinucledtido de la invencion se corresponde con la SEQ ID
NO 4.

Otro objeto preferido de la invencidn es el polinucledtido que codifica el
polipéptido de la invencion que presenta los cambios de aminoacido K358R,
A359G y S360A y ademas las sustituciones T355A y Q357M (retrotranscriptasa
RTO_5M). En una realizacidén particular, el polinucleétido de la invencion se
corresponde con la SEQ ID NO 6.

Asi, otro objeto preferido de la invencion, es el polinucleétido que codifica el

polipéptido de la invencién que presenta los cambios de aminoacido K358R,
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A359G y S360A y ademas T69SSG (retrotranscriptasa RTO_T69SSG_3M). En
una realizacion particular, el polinucle6tido de la invencidon se corresponde con
la SEQ ID NO 8.

Otro objeto preferido de la invencion es el polinucleétido que codifica el
polipéptido de la invencion que presenta los cambios de aminoacido K358R,
A359G y S360A y ademas la sustitucibn E478Q (retrotranscriptasa
RTO_E478Q_3M). En una realizacion particular, el polinucleétido de la

invencidn se corresponde con la SEQ ID NO 10.

Asi, en otro objeto preferido de la invencion, las retrotranscriptasas RTO_3M,
RTO_5M, RTO_T69SSG 3My RTO_E478Q _3M presentan las secuencias de
nucledtidos que codifican para las secuencias polipeptidicas flanqueantes MNS
en el extremo N-terminal y una cola de histidina en el C-terminal, dando lugar a
los polinucledtidos que codifican las retrotranscriptasas RTO_3M*, RTO_5M*,
RTO_T69SSG 3M* y RTO _E478Q_3M*, que en un objeto particular se
corresponden, respectivamente, con las secuencias de nuclettidos SEQ ID NO
14, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 18 y SEQ ID NO 20.

Considerando que las RTs de distintas cepas y aislados circulantes del VIH
puedan ser evolutivamente similares, es de esperar que la identidad global de
los genes que las codifican sea igual o mayor de un 50%, y mas concretamente
al nivel de la secuencia polinucleotidica correspondiente a la SEQ ID NO 2 (la
RTO_WT), sea del 60% o mayor. Ademas, el grado de identidad o la
homologia existente entre las secuencias de aminoacidos de la(s) RT(s) objeto
de la invencién y las secuencias de otras RTs similares pueden determinarse
por métodos conocidos en estado de la técnica. Por ejemplo, a través del
alineamiento de la secuencias de aminoacido de la RT putativa y la

correspondiente a la RTO_3M de esta memoria.

El término “homologia”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a

la semejanza entre dos estructuras debida a una ascendencia evolutiva comun,



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

19

y mas concretamente a la semejanza o identidad entre los nucleétidos de

posiciones equivalentes en dos o mas polinucledtidos.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a
la proporcion de nucledtidos idénticos entre dos polinucledtidos que se
comparan. Los métodos de comparaciéon de secuencias son conocidos en el
estado de la técnica, e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa
BLASTP o BLASTN, ClustalW y FASTA. Puesto que dos proteinas se
consideran homologas si tienen el mismo origen evolutivo o si tienen funcion y
estructura similares, en general, se asume que valores superiores de similitud o
identidad del 30% indican estructuras homoélogas. Podemos considerar, por
tanto, que porcentajes de identidad de, al menos, un 80% mantendran las

mismas propiedades de dicho polipéptido.

Los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIH-2) son los agentes
etioldgicos del SIDA en el hombre. Pertenecen al género Lentivirus dentro de la
familia Retroviridae (retrovirus), que poseen como una de sus principales
caracteristicas una enorme diversidad genética. El VIH-1 se ha clasificado en
cuatro grupos: M, O, N y P. El primer aislado del VIH-1 grupo O se obtuvo de
pacientes infectados en 1987, y su secuencia de nucleédtidos se publicd tres
afos mas tarde (De Leys et al. J. Virol. 1990; 64: 1207-1216). Actualmente, se
pueden obtener variantes del VIH-1 grupo O (por ejemplo, la cepa
MVP5180/91) a través del NIH AIDS Research & Reference Reagent Program
(http://www.aidsreagent.org) (Germantown, Maryland, EE.UU.). La informacidn
contenida en la presente invencion, también permite para un experto en el
estado de la técnica generar variantes de RT con mayor termoestabilidad que

el enzima original, partiendo de la secuencia de RTs de diferentes cepas.

El término “aislado”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a
nucle6tidos o péptidos que: 1) se encuentran sustancialmente libres de
componentes que normalmente acompafian o interaccionan con él en la

naturaleza, o 2) si se encuentran en su medio natural, han sido sintéticamente
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(no naturalmente) alterados por la intervencién humana y/o introducidos en una
célula que no los posee de forma nativa. Por ejemplo, un polinucle6tido natural
se convierte en “aislado” si ha sido alterado por medio de la intervencion
humana (por medio de, por ejemplo pero sin limitarnos, mutagénesis dirigida,
anadiendo inserciones y/o deleciones, etc.). De la misma manera, un
polinucleétido natural se convierte en “aislado” si se introduce por medios no
naturales en un organismo no nativo a dicho polinucleétido (transfeccion). Por
tanto, el término “aislado” en este ultimo caso, es equivalente al término

“heterdlogo”.

Con la informaciéon suministrada en la presente invencidon un experto en la
materia es capaz de identificar secuencias de nucleétidos homodlogas a las
descritas en la presente invencion y que codifican para RTs con caracteristicas
idénticas a las descritas para la RT de la invencion. Por tanto, el polinucleétido
de la invencidon constituye la secuencia codificante de una variante de la RT
aislada de un VIH-1 del grupo O con la actividad mejorada descrita, cuya
secuencia de nucledtidos se corresponde a:

a) moléculas de acido nucleico de la secuencia polinucleotidica aislada o

en su cadena complementaria,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria es capaz

de hibridar con una secuencia polinucleotidica de (a), o

c) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de (a) y/o (b)

debido a la degeneracion del cddigo genético.

El polinucledtido de la invencion puede encontrarse aislado como tal o
formando parte de los vectores que permiten la propagacidon de dichos
polinucledtidos en células hospedadoras adecuadas. Por lo tanto, en otro
objeto, la invencion se refiere a un vector, en adelante vector de la invencion,
que comprende el polinucle6tido de la invencion como se describe

anteriormente.
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El vector puede ser, por ejemplo un vector de clonacibn o un vector de
expresion. Preferiblemente, dicho vector es un plasmido apropiado para la

expresion y purificacion de la RT de la invencion.

El término "vector de clonacion”, tal y como se utiliza en la presente
descripcidn, se refiere a una molécula de ADN en la que se puede integrar otro
fragmento de ADN, sin que pierda la capacidad de autorreplicacion. Ejemplos
de vectores de expresion son, pero sin limitarse, plasmidos, césmidos, fagos de

ADN o cromosomas artificiales de levadura.

El término "vector de expresion”, tal y como se utiliza en la presente
descripcion, se refiere a un vector de clonacién adecuado para expresar un
acido nucleico que ha sido clonado en el mismo tras ser introducido en una
célula, denominada célula huésped. Dicho acido nucleico se encuentra, por lo

general, unido operativamente a secuencias de control.

El término "expresion" se refiere al proceso por el cual se sintetiza un
polipéptido a partir de un polinucleétido. Incluye la transcripcion del
polinucledtido en un ARN mensajero (ARNm) y la traducciéon de dicho ARNm

en una proteina o un polipéptido.

El término "célula hospedadora” o "célula huésped”, tal y como se utiliza en la
presente descripcion se refiere a cualquier organismo procariota o eucariota
que es recipiente de un vector de expresion, de clonacién o de cualquier otra

molécula de ADN.

Los vectores adecuados para la insercidon del polinucleétido de la invencidon son
plasmidos utilizados para la expresion de proteinas en procariotas tales, a titulo
ilustrativo, como pUC18, pUC19, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19,
pBR322, pMB9, Co1E1, pCR1, RP4, fagos y vectores "lanzadera”, tales como
pSA3 y pAT28; vectores de expresion en levaduras tales como el plasmido de

2 micras de Saccharomyces cerevisiae), plasmidos de integracion, vectores
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YEP, plasmidos centromeros y similares; vectores de expresion en células de
insectos tales como los vectores de la serie pAC y de la pVL vectores de
expresion; vectores de expresion en células de plantas tales como piBi,
pEarleyGate, PAVA, pCAMBIA, PGSA, PGWB, PMDC, PMY, serie de poros y
similares, y otros plasmidos de expresidn de proteinas utilizados en células
eucariotas, incluyendo baculovirus adecuados para la transfeccion de células

de insecto usando cualquier sistema disponible en el estado de la técnica.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una “célula hospedadora” o
“célula huésped” incluye cualquier célula cultivable que puede ser modificada
mediante la introduccién de ADN no contenido de manera natural en la célula,

de aqui en adelante célula hospedadora de la invencion.

Preferiblemente, una célula hospedadora es aquélla en la que el polinucle6tido
de la invencidon puede ser expresado, dando lugar a un polipéptido estable,
modificado post-traduccionalmente y localizado en el compartimento subcelular
apropiado. La eleccion de una célula hospedadora adecuada puede también
estar influida por la eleccion de la sefial de deteccidon. Por ejemplo, el uso de
construcciones con genes reporteros (por ejemplo, /acZ, luciferasa, timidina
quinasa o la proteina verde fluorescente “GFP”) puede proporcionar una sefal
seleccionable mediante la activacion o inhibicion de la transcripcion del gen de
interés en respuesta a una proteina reguladora de la transcripcion. De cara a
conseguir una seleccidbn o “screening” optimo, el fenotipo de la célula

hospedadora debera ser considerado.

Una célula hospedadora de la presente invencion incluye células procariotas y
eucariotas. Entre las procariotas se incluyen organismos gram negativos (por
ejemplo, Escherichia coli) o gram positivos (por ejemplo, bacterias del género
Bacillus). Las células procariotas se usaran, preferiblemente, para la
propagacion de la secuencia del control de la transcripcidn del vector que
contiene el(los) polinucledtido(s) objeto(s) de la invencidon, lo que permitira

conseguir un mayor numero de copias del vector conteniendo el(los)
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polinucledtido(s) objeto(s) de la invencidn. Entre las células hospedadoras
procariotas adecuadas para la transformacion de este vector se encuentran,
por ejemplo, pero sin limitarse a, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, y otras especies dentro de los géneros Pseudomonas,
Streptomyces y Staphylococcus. Las células eucariotas incluyen, entre otras,
células de levadura, células de plantas, células de hongos, células de insectos,
células de mamifero, y células de organismos parasitos (por ejemplo,
Trypanosomas). Tal y como se emplea en esta memoria, el término levadura
no incluye solo levadura en el sentido taxondmico estricto, es decir, organismos
unicelulares, sino también hongos multicelulares similares a las levaduras u
hongos filamentosos. Ejemplos de especies son Kluyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe, y Ustilago maydis, con Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoris como organismos preferidos. Otras levaduras que
pueden utilizarse en la produccion de la(s) secuencia(s) poliaminoacidica(s) de
la presente invencion son Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Candida tropicalis, y Hansenula polymorpha. Los sistemas de cultivo
con células hospedadora de mamifero incluyen lineas celulares establecidas
como las células COS, células L, células 3T3, células de ovario de hamster
chino (CHO), células madre embrionarias, con las células BHK, HeK o Hela
como células preferidas. Las células eucariotas son, preferiblemente, utilizadas
para la expresion del gen recombinante mediante la aplicacion de la secuencia
de regulacion de la transcripcidon o el vector de expresidon de la presente

invencion.

Asi otro objeto de la invencidn se refiere a un método de obtencion del
polipéptido de la invencién, que comprende:
1) Introducir el vector de la invencion en una célula hospedadora
adecuada (célula hospedadora de la invencion),
2) Cultivar la célula hospedadora de la invencibn en un medio
adecuado, v,

3) Purificar el polipéptido de la invencidén con actividad RT.
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Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer
las células hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones
contraladas de temperatura, pH, porcentajes de gases (oxigeno y diéxido de
carbono), asi como la presencia de los nutrientes adecuados para permitir la
viabilidad y la divisiéon celular. Los cultivos celulares pueden desarrollarse en
sustratos solidos como el agar, o en medio liquido, lo que permite cultivar

grandes cantidades de células en suspension.

El término “purificar” tal y como se emplea en la descripcion, se refiere al
aislamiento del polipéptido de la invencidn y a su concentracion, del resto de
polipéptidos presentes en el medio de cultivo de la célula hospedadora de la
invencion. El aislamiento de la RT puede llevarse a cabo mediante técnicas de
solubilidad diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Las
técnicas de cromatografia pueden estar basadas en el peso molecular, la carga
ibnica (basada en el estado de ionizacibn de los aminoacidos en las
condiciones de trabajo), la afinidad de la proteina por determinadas matrices o
columnas cromatograficas, o mediante etiquetas de purificacion, y puede
realizarse en columna, en papel o en placa. El aislamiento de la proteina puede
realizarse, por ejemplo, mediante precipitacion con sulfato amdnico,
cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés “Fast Protein Liquid
Cromatography”) o cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del inglés
‘High  Performance Liquid Chromatography”), empleando sistemas
automatizados que reducen notablemente el tiempo de purificacion e

incrementan el rendimiento de la purificacion.

La expresion "etiqueta de purificacidon” o "etiqueta de afinidad”, tal y como se
utiliza en la presente descripcion se refiere a una secuencia de aminoacidos
que ha sido incorporada (generalmente, por ingenieria genética) a una proteina
para facilitar su purificacion. La etiqueta, que puede ser otra proteina o una
secuencia corta de aminoacidos, permite la purificacion de la proteina, por
ejemplo, mediante cromatografia de afinidad. Etiquetas de purificacion

conocidas en el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse a, el
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péptido de unidén a calmodulina (CBP), la enzima glutation-S-transferasa (GST)

0 una cola de residuos de histidina.

Otro objeto de la invencion se refiere al método de obtencién del polinucleétido
de la invencion, de ahora en adelante método de la invencién, que podria
hacerse, por ejemplo, pero sin limitarse a, por mutagénesis dirigida o al azar a
partir de un polinucle6tido no mutado, mediante sintesis quimica del
polinucleétido completo, o a través del ensamblado de fragmentos de ADN que

codifiquen para distintas porciones de la secuencia que se desea obtener.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso del polinucleétido de la invencion

para la obtencion del polipéptido de la invencion con actividad RT.

Otro objeto de la invencidn se refiere al uso de la célula hospedadora de la
invencidn para la obtencion del polipéptido de la invencion. Preferentemente, la
célula hospedadora de la invencion es una bacteria, mas preferentemente

Escherichia coli.

Las RT estables a temperaturas elevadas, como es el caso del polipéptido de
la invencidn, son utiles en aplicaciones tales como la amplificacion de ARNs
dificiles, es decir, aquellos que contengan estructuras secundarias y/o

secuencias ricas en pares de bases G:C.

Asi, otro objeto de la invencion es el uso del polipéptido de la invencidén en
cualquiera de las aplicaciones o métodos ya conocidos en el estado de la

técnica.

Un objeto particular de la presente invencion se refiere a un método de
retrotranscripciéon de un acido nucleico molde, preferiblemente ARNm o miARN,
que comprende:

a) mezclar dicho acido nucleico molde con la RT de la invencion, e
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b) incubar la mezcla del paso (a) en condiciones que permitan la sintesis

de ADN complementario al acido nucleico molde.

Otro objeto particular de la presente invencidn se refiere a un método de
amplificacién de un acido nucleico molde, preferiblemente ARNm o miARN, que
comprende:

a) mezclar dicho acido nucleico con la RT de la invencién y con, al
menos, una ADN polimerasa dependiente de ADN, e

b) incubar la mezcla del paso (a) en condiciones que permitan la

amplificacidon de ADN complementario al acido nucleico molde.

Otro objeto particular de la presente invencion se refiere a un método de
secuenciacion de un acido nucleico, preferiblemente ARNm o miARN, que
comprende:

a) poner en contacto dicho acido nucleico con la RT de la invencion,

b) incubar dicha mezcla en condiciones que permitan la sintesis de una
poblacion de moléculas de ADN complementario al acido nucleico molde, y

c) separar dicha poblacién de moléculas de ADN complementario para

determinar la secuencia de nucleétidos.

El término "retrotranscripcion” o "transcripcion inversa”, tal y como se utiliza en
la presente descripcion, se refiere a la sintesis de un ADN complementario a un
ARN.

El término "amplificacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere al aumento del nimero de copias de un acido nucleico molde. En una

realizacion preferida, la amplificacion tiene lugar mediante PCR.

El término "secuenciacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a la determinacion del orden de los nucledtidos de un acido nucleico

molde.
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El término "acido nucleico molde” o "molde” tal y como se utiliza en la presente
descripcidn se refiere a una molécula de acido nucleico de cadena simple o de

doble cadena que va a ser retrotranscrita, amplificada o secuenciada.

La expresidn "condiciones que permitan la sintesis de ADN complementario” se
refiere a las condiciones en las que puede tener lugar la incorporacién de los
nucledtidos a un ADN naciente mediante complementariedad de bases con el

acido nucleico molde.

Generalmente las condiciones en las que tiene lugar la sintesis de ADN
incluyen: (a) poner en contacto dicho acido nucleico molde con la RT de la
invencion en una mezcla que ademas comprende un cebador, un catidon
bivalente, por ejemplo, Mg2+, y nucled6tidos, y (b) someter dicha mezcla a una
temperatura suficiente para que una polimerasa de ADN, por ejemplo, la RT de
la invencion, inicie la incorporacion de los nucleétidos al cebador mediante
complementariedad de bases con el acido nucleico molde, y de lugar una
poblacion de moléculas de ADN complementario de diferente tamano. La
separacion de dicha poblacion de moléculas de ADN complementario permite

determinar la secuencia de nucledétidos del acido nucleico molde.

La incorporacion de nucledtidos mal apareados durante la sintesis del ADN
complementario puede resultar en una o mas bases desapareadas. Por tanto,
la cadena de ADN sintetizada puede no ser exactamente complementaria al

acido nucleico molde.

La expresion "condiciones que permitan la sintesis de una poblacién de
moléculas de ADN complementario al acido nucleico molde” se refiere a las
condiciones en las cudles se realiza la secuenciacidon, y que generalmente
incluyen (a) poner en contacto dicho acido nucleico molde con la RT de la
invencidon en una mezcla que ademas comprende un cebador, un cation
bivalente, (por ejemplo, Mg2+), y nucledtidos, generalmente, dNTPs vy, al

menos, un ddNTP, y (b) someter dicha mezcla a una temperatura suficiente
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para que una polimerasa de ADN, por ejemplo, la RT de la invencidn, inicie la
incorporacion de los nucleotidos al cebador mediante complementariedad de
bases con el acido nucleico molde, y de lugar a una poblacién de moléculas de
ADN complementario de diferente tamafo. La separacion de dicha poblacion
de moléculas de ADN complementario, generalmente, mediante electroforesis,

permite determinar la secuencia de nucleétidos.

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 hibrida con el
acido nucleico molde. Preferiblemente, el cebador es un oligonucleétido de

desoxirribosa.

Los cebadores pueden prepararse mediante cualquier método adecuado,
incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse a, la clonacién y restriccion de
secuencias apropiadas y la sintesis quimica directa. Los cebadores pueden
disefarse para hibridar con secuencias especificas de nucleétidos en el acido
nucleico 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 nucledtidos en el acido nucleico molde que se quiere

retrotranscribir, amplificar o secuenciar.

El término "cebador arbitrario” se refiere a un cebador cuya secuencia es
sintetizada al azar y que se usa para iniciar 40 la sintesis del ADN en
posiciones aleatorias del acido nucleico molde que se quiere retrotranscribir,
amplificar o secuenciar. Con frecuencia se emplea una poblacién de distintos
cebadores arbitrarios. El término "cebadores arbitrarios" se refiere a un
conjunto de cebadores cuya secuencia es sintetizada al azar y que se usa para
iniciar la sintesis del ADN en posiciones aleatorias del acido nucleico molde

que se quiere retrotranscribir, amplificar o secuenciar.
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El término "hibridacién”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere al apareamiento de dos moléculas de &cido nucleico (de ADN y/o ARN)
de cadena simple complementarias para dar una molécula de doble cadena.
Preferiblemente, la complementariedad es del 100%. Esto es, en la region de
complementariedad cada nucledtido de una de las dos moléculas de acido
nucleico puede formar enlaces de hidrégeno con un nucleétido presente en la
otra molécula de acido nucleico. Sin embargo, aquellos con una experiencia
normal en el campo reconoceran que dos moléculas de acido nucleico que
posean una region con complementariedad menor al 100% también pueden
hibridar.

El término "nucledtido”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a una molécula organica formada por la unién covalente de una
pentosa, una base nitrogenada y un grupo fosfato. El término nucleétido incluye
desoxirribonucledsidos trifosfato como, por ejemplo, pero sin limitarse, dATP,
dCTP, dITP, dUTP, dGTP, dTTP, o derivados de los mismos. El término
nucleétido incluye también dideoxirribonucledsidos trifosfato (ddNTPs), como
por ejemplo, ddATP, ddCTP, ddGTP, ddITP, ddTTP o derivados de los mismos.
De acuerdo con la presente invencion un "nucleétido” o un "cebador” puede ser
marcado o etiquetado mediante técnicas bien conocidas en el estado de la
técnica. Etiquetas detectables incluyen, por ejemplo, isétopos radiactivos,
etiquetas fluorescentes, etiquetas quimioluminiscentes, etiquetas

bioluminiscentes o etiquetas enzimaticas.

El término "ADN polimerasa dependiente de ADN", tal y como se utiliza en la
presente descripcion, se refiere a una ADN polimerasa capaz de catalizar la
polimerizacién de desoxirribonucleétidos utilizando ADN como acido nucleico
molde. Ejemplos de ADN polimerasa dependientes de ADN que pueden ser
empleadas en el método de amplificacion de la siguiente invencion son, pero
sin limitarnos, las ADN polimerasas de Thermus thermophilus (Tth), Thermus

aquaticus (Taq), Thermotoga neapolitana (Tne), Thermotoga maritima (Tma),
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Thermococcus litera/ls (Tli o Vent™), Pyrococcus furiosus (Pfu), Pyrococcus
sp. GB-D (Deep Vent™), Pyrococcus waasii (Pwo), Bacillus stearothermophilus
(Bst), Bacillus caldaphilus (Bca), Sulfolobus acidocaldarius (Sac),
Thermoplasma acidophilum (Tac), Thermus flavus (Tfl/Tub), Thermus ruber
(Tru), Thermus  brockianus  (DyNAzyme  TM),  Methanobacterium
thermoautotrophicum (Mth) o Mycobacterium sp. (Mtb, Mlep).

Otro objeto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende los
elementos necesarios para llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos
anteriormente en la presente descripcion, de ahora en adelante kit de la

invencion.

Una realizacion preferida de este objeto de la invencion, se refiere a un kit de la
invencion para llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos anteriormente
en la presente descripcion, y que comprende:
a) la RT de la invencion, y
b) al menos, un elemento de la lista que comprende:
i) un tampon,
i) un cebador,
iii) una ADN polimerasa dependiente de ADN, y

iv) un nucledtido.

Un objeto particular de la invencion se refiere al uso del kit del de la invencidn
para la retrotranscripcion, la amplificacion o la secuenciacidon de un acido
nucleico molde donde preferiblemente éste es ARN mensajero (ARNm) o un

microARN (miARN) o un precursor de miARN.

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. Los siguientes ejemplos y dibujos se
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proporcionan a modo de ilustracion de la invencidn y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Amplificacion por RT-PCR de fragmentos de ARN codificante para
actina (de aproximadamente 500 y 950 pares de bases), a partir de ARN total
de higado de ratdén. La amplificacion se llevé a cabo con las enzimas indicadas:
(A) RT de VIH-1 grupo O “wild-type” (RTO_WT*) (pocillo 7), y mutantes
K358R/A359G/S360A (RTO_3M%) (pocillo 1),
T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A (RTO_5M*) (pocillo 2),
K65R/K358R/A359G/S360A  (pocillo  3), K65R/V751/K358R/A359G/S360A
(pocillo 4), K358R/A359G/S360A/E478Q (RTO_E478Q_3M*) (pocillo 5) y
K65R/K358R/A359G/S360A/E478Q (pocillo 6). (B) Mutantes de la RT del VIH-
1 grupo O: K358R/A359G/S360A (RTO_3M%) (pocillo 1),
T69SSG/K358R/A359G/S360A (RTO_T69SSG_3M*) (pocillo 2),
V148I/K358R/A359G/S360A (pocillo 3) y F61A/K358R/A359G/S360A (pocillo
4). Las temperaturas indicadas se refieren a la reaccién de sintesis del ADN
copia. Los pocillos m y ¢ muestran los marcadores de peso molecular (ADN del
fago phi29 digerido con Hindlll) y un control negativo (sin ADNCc),
respectivamente. Todas las mutaciones indicadas se han introducido en el

contexto de secuencia de la RTO_WT.

FIG. 2. Muestra la eficacia de la retrotranscripcion estimada por PCR a tiempo
real para las RTs wild-type del VIH-1 grupo M subtipo B aislado BH10 (BH10) y
de grupo O (RTO_WT?*; indicada como RTO en la figura), junto con los
mutantes objeto de esta patente RTO 3M* (3M), RTO_E478Q_3M* (3Q) y
RTO_T69SSG_3M* (SG) y un mutante de referencia portador de los cambios
caracteristicos de 3M, junto con K65R y V75l
(K65R/NV751/K358R/A359G/S360A, KV). (ACTB) representa amplificaciones de
ARN mensajero de actina, y (GAPDH) de ARN mensajero de gliceraldehido 3-
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fosfato deshidrogenasa. En la parte superior derecha de cada histograma se

indica la temperatura a la que se llevd a cabo la reaccion de retrotranscripcion.

FIG. 3. Muestra la eficiencia de extension de extremos desapareados (G:T,
GG y GA) de las RTs mutantes RTO_3M* (3M), RTO_5M* (5M),
RTO_T69SSG_3M* (SG) y RTO_E478Q_3M* (3Q) en comparacion con la
RTO_WT* (O_WT).

EJEMPLOS

Efecto de la temperatura de la reacciéon de retrotranscripcion sobre la
eficacia de la reaccion de RT-PCR utilizando distintos mutantes de la RT
del VIH-1 grupo O

La eficiencia de la reaccion de retrotranscripcion a diferentes temperaturas se
determiné tras amplificacion por PCR del ADN copia obtenido. Los mutantes
K358R/A359G/S360A (RTO_3M*), K358R/A359G/S360A/E478Q
(RTO_E478Q_3M*), T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A (RTO_5M*) vy
T69SSG/K358R/A359G/S360A (RTO_T69SSG_3M*) fueron mas eficaces que
la RT “wild-type” de VIH-1 grupo O (RTO_WT*) y otras RTs mutantes en la
amplificacion de fragmentos de ARN de aproximadamente 500 y 950 pares de
bases derivados del gen de actina, a partir de reacciones de retrotranscripcion

llevadas a cabo a distintas temperaturas en el rango de 37 a 78°C (Figura 1).

Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en la amplificacion de
secuencias derivadas de ARNs mensajeros de actina o de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), en reacciones de PCR a tiempo real. En
ambos casos se observo que la eficacia de retrotranscripcion de los mutantes
RTO_3M* y RTO_E478Q_3M* fue sensiblemente superior a la de la RT “wild-
type” a temperaturas de 75 y 78°C (Figura 2). En el caso del mutante

RTO_T69SSG_3M*, se observd que su eficacia de amplificacion fue superior a



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

33

la de la enzima “wild-type” en el caso del ARN de GAPDH, y similar en el caso
del ARN de actina.

Fidelidad de copia de los mutantes con mayor actividad a temperaturas

elevadas

Las retrotranscriptasas RTO_3M*, RTO_5M* y RTO_E478Q_3M* presentaron
una actividad catalitica similar a la de la enzima “wild-type” (RTO_WT?*) en
ensayos de incorporacién de un solo nucleétido (Tabla 2), si bien la eficacia
catalitica (kpa/Kq) del mutante RTO_T69SSG_3M* fue algo inferior a la de la
enzima wild-type. No se detectaron diferencias significativas entre las enzimas
estudiadas en los ensayos de extension del extremo 3’ desapareado G:T. En la
extension de extremos G:A y G:G todas las RTs presentaron una eficacia
similar a la de la enzima “wild-type”, si bien, el mutante RTO_T69SSG_3M* fue

mas proclive que el resto a extender extremos G:G o G:A (Figura 3).

Tabla 2. Parametros cinéticos de extension de extremos desapareados sobre
el complejo molde-iniciador 31T/21P para la RT del VIH-1 grupo O “wild-type”
(RTO_WT*) y los mutantes RTO_3M*, RTO _5M*, RTO_T69SSG 3M* vy
RTO_E478Q_3M*, determinados en el estado pre-estacionario. Los numeros
indicados entre paréntesis en la ultima columna muestran el aumento de
fidelidad con respecto a la RTO_WT*, obtenido de los concientes entre las

eficiencias de extension de los extremos desapareados estudiados.
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También se midié la fidelidad de copia de algunas de estas enzimas en
ensayos de complementacidon que utilizan derivados del fago M13mp2
portadores del gen /lacZ. Se determind la frecuencia con que se obtenian
mutantes cuando el proceso de sintesis se realizaba con las distintas RTs
recombinantes. En estos ensayos tampoco se observaron diferencias
importantes entre la fidelidad de copia de los mutantes y la de la enzima “wild-
type” (Tabla 3). En su conjunto, estos datos indican que el aumento de eficacia
de la retrotranscripcion a altas temperaturas, que presentan los mutantes aqui

descritos no tiene un efecto negativo sobre la fidelidad de copia de la enzima.

Tabla 3. Fidelidad de los mutantes RTO_3M*, RTO_T69SSG _3M* vy
RTO_E478Q_3M*, comparada con la de RTO WT* y estimada mediante
ensayos genéticos de complementacion (M13mp2 /acZa “forward mutation
assay”’). Los datos de la RTO_WT* obtenidos de dos experimentos
independientes, han sido publicados previamente (Alvarez et al. Nucleic Acids
Res 2013; 41: 4601-4612).

Placas | Placas | Frecuencia Incremento de la
RT totales | mutante de fidelidad respecto a la
mutantes RTO_WT
RTO_WT*
(experimento 1) 7579 63 0,00831 --
(experimento 2) 3957 38 0,00960
RTO_3M* 8394 74 0,00881 1,0
RTO_T69SSG_3M* | 14262 79 0,00554 1,6
RTO_E478Q_3M* 7802 52 0,00666 1,3
MATERIAL Y METODOS

Expresion y purificaciéon de la RT de grupo O y de sus mutantes
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La expresion y purificacion de las RTs se llevd a cabo con una versidon
modificada del plasmido p66RTB (Boretto et al. Anal. Biochem. 2001; 292: 139-
147; Matamoros et al. J. Mol. Biol. 2005; 349: 451-463), que contiene el gen de
resistencia a ampicilina y en el que se clon6é la regidn codificante de la
subunidad p66 de la RT de un aislado del VIH-1 de grupo O (Menéndez-Arias
et al. J. Biol. Chem. 2001; 276: 27470-27479; Alvarez et al. J Mol Biol 2009;
392. 872-884; patente W0O2010130864). La purificacion de las RTs se lleva a
cabo siguiendo el procedimiento descrito por Boretto et al. (Anal. Biochem.
2001; 292: 139-147), en el que se incluye una etapa de lisis bacteriana y
homogenizacién, seguida de cromatografias de intercambio idnico (en

fosfocelulosa) y de afinidad (en columnas de Ni**-nitriloacético-agarosa).

Construccion de plasmidos portadores de mutaciones en el contexto de
la RT del VIH-1 grupo O

Los plasmidos para la expresion de las RTs mutantes RTO_3M*,
RTO_E478Q_3M*, RTO 5M* y RTO _T69SSG _3M* se obtuvieron por
mutagénesis dirigida utilizando el kit “Quik-Change Site-Directed Mutagenesis”

de Stratagene, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como oligonucle6tidos mutagénicos se emplearon:

a) para introducir las mutaciones K358R/A359G/S360A:
5-GGGAAATATACTAGGCAAAGGGGCGCCCACACAAATGAC-3’
5-GTCATTTGTGTGGGCGCCCCTTTGCCTAGTATATTTCCC-3’

b) para T355A,
5-ACAGGGAAATATGCTAGGATGAGGGGCGCC-3' y
5-GGCGCCCCTCATCCTAGCATATTTCCCTGT-3

c) para Q357M
5-GGGAAATATACTAGGATGAGGGGCGCCCACACAAATGAC-3' y
5-GTCATTTGTGTGGGCGCCCCTCATCCTAGTATATTTCCC-3’

d) para E478Q
5-CCAATCAAAAGGCTCAATTAATGGCAG-3'y
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5-CTGCCATTAATTGAGCCTTTTGATTGG-3

e) para introducir el cambio T69S, junto con la insercion Ser-Gly
5'-
GCTATAAAAAAGAAAGATAGTAGTTCCGGGAAGTGGAGAAAGCTGG
TAGAC-3’
5-
GTCTACCAGCTTTCTCCACTTCCCGGAACTACTATCTTTCTTTTTTAT
AGC-3

Como molde para la introduccidon de K358R/A359G/S360A, se empled el
plasmido portador de la secuencia que codifica para la p66 de VIH-1 (grupo O)
(“wild-type”), descrito anteriormente (Alvarez et al. J Mol Biol 2009; 392: 872-
884; patente WO2010130864). Las mutaciones T355A y E478Q y la mutacion
T69S (asociada con la insercion SG) se introdujeron por separado en el
plasmido portador de K358R/A359G/S360A, para obtener los mutantes:
T355A/K358R/A359G/S360A, K358R/A359G/S360A/E478Q y
T69SSG/K358R/A359G/S360A. Finalmente el cambio Q357M se introdujo en el
plasmido de expresion portador del cambio T355A/K358R/A359G/S360A, para
obtener el mutante T355A/Q357M/K358R/A359G/S360A. En todos los casos,
tras la mutagénesis, se comprobd por secuenciacion que la region codificante
de p66 en dichos plasmidos era correcta y que contenia Unicamente las

mutaciones introducidas.

Efectos de mutaciones sobre la eficiencia de la reaccion de

retrotranscripcion acoplada con amplificacién por PCR

Se llevaron a cabo reacciones de retrotranscripcion a diferentes temperaturas,
y posteriormente los productos de reaccion (ADNc) se amplificaron por PCR en
condiciones estandar (Alvarez et al. J Mol Biol 2009; 392: 872-884).
Tipicamente, la reaccion de retrotranscripcion se llevé a cabo en un volumen
de 20 pl [4 pl de tampdn Tris-HCI 250 mM (pH 8,3 at 25°C) que contiene KCI
375 mM, MgCl, 15 mM vy ditiotreitol 50 mM; 1 pl de ARN total aislado de higado
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de ratéon (1 pg/ul); 4 pl de una mezcla de los 4 dNTPs (a 2,5 mM cada uno de
ellos); 1 ul de oligo(dT)s (100 pM); 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa (40
unidades/ul); la RT a una concentracién aproximada de 150 nM y el resto hasta
20 pl de agua]. Inicialmente se incuba el ARN y el oligo dT a 68°C durante 3
min. Después se afiaden los demas componentes de la reaccidn (incluida la
RT) y se incuba durante 1 hora a la temperatura deseada para obtener el
ADNc. Finalmente, la reaccidon se detiene incubando 10 min a 92°C, para
inactivar a la enzima. El ADNc se amplifica por PCR en condiciones estandar,
utilizando Taq polimerasa u otras enzimas similares (por ejemplo, Expand High

Fidelity ADN polimerasa).

PCR en tiempo real

La eficiencia de la retrotranscripcion de las RTs se determind a varias
temperaturas (37, 50, 68, 75 y 78°C) mediante PCR en tiempo real. Para ello,
se hicieron tres reacciones independientes en cada experimento. Todas la
reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 pl en tampén Tris-HCI 50
mM (pH 8,3) que contenia KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, ditiotreitol 10 mM, 1 U/ul
de inhibidor de ribonucleasa (RNasin® Plus, Promega), 500 uM de cada dNTP,
5 uM de oligo(dT)s, 50 ng/pl de ARN total de higado de raton (Stratagene) y la
RT correspondiente a 150 nM. La hibridacion del ARN molde con el oligo(dT)+s
y la reaccion de sintesis de ADNc se llevd a cabo en las condiciones descritas

en el apartado anterior.

La eficiencia de la retrotranscripcion se determiné mediante PCR cuantitativa
(gPCR), calculando la cantidad relativa de ADNc producida a partir de los
ARNs mensajeros de [-actina y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). Para ello se usaron los oligonucledtidos: 5-
CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3' y 5-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’ para
actina, y 5-CTCCCACTCTTCCACCTTCG-3 y 5'-
CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3' para GAPDH. Las reacciones de

amplificacién por PCR se hicieron por triplicado en un volumen final de 10 pl
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con una cantidad de ADNc aproximadamente igual a 5 ng de ARN total, 250
nM de cada oligonucledtido (“primer”) y 5 ul de Power Sybr Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems PN 4367659), que incluye AmpliTag Gold® ADN
polimerasa, dNTPs y el resto de reactivos necesarios para llevar a cabo la
PCR. Se emplearon placas de 384 pocillos MicroAmp® Optical 384-well
Reaction Plates con cddigo de barras (Applied Biosystems PN 4309849). Tras
una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C (10 min), las muestras se
sometieron a 40 ciclos de amplificacién (15 s a 95°C mas 1 min a 60°C). Se
incluyeron curvas de desnaturalizacion de 60 a 95°C (2% de pendiente) al final
del programa para verificar la especificidad de la PCR. La fluorescencia se
midi6 durante los pasos a 60°C y de desnaturalizacion, en un instrumento de
PCR cuantitativa ABI 7900HT (Applied Biosystems). En todas las placas se
incluy6 un control negativo y una curva control de eficiencia de la amplificacion

génica.

El analisis de datos se hizo con el programa SDS 2.2.1 (Applied Biosystems).
El valor de ACt se calcul6é para cada muestra como ACt = Ct — Ct.e, donde Ct
es el ciclo en el que se observa una amplificacion significativa y Ct.s es la
media de los valores de Ct obtenidos para la RT WT del clon BH10. Las
cantidades relativas de ADNc obtenido se calcularon como 22“, y los valores
se expresan como la media = desviacion estandar de los tres valores

calculados en cada experimento.

Ensayos de fidelidad

La fidelidad de copia de las RTs se ha determinado mediante ensayos cinéticos
de extension de extremos desapareados, todos ellos llevados a cabo en
condiciones de estado pre-estacionario, con el objetivo de determinar la
capacidad de las distintas RTs para extender complejos molde-iniciador
correcta o incorrectamente apareados (Matamoros et al. J. Mol. Biol. 2008; 375:
1234-1248; Barrioluengo et al. Biochem J 2011; 436: 599-607). Ademas se

llevaron a cabo ensayos genéticos basados en la expresion del gen lacZa en el
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contexto del fago M13mp2 (Bebenek y Kunkel. Methods Enzymol. 1995; 262:
217-232; Barrioluengo et al. Biochem J 2011; 436: 599-607).
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido que codifica una proteina con actividad retrotranscriptasa aislada

de un VIH-1 de grupo O, que presenta una mayor estabilidad a altas

temperaturas, y que posee mayor actividad que la enzima de la que procede

a temperaturas superiores a 75°C, manteniendo su fidelidad de copia, y

caracterizado porgue su secuencia de aminoacidos presenta una identidad

de al menos un 50% con respecto a la secuencia parental SEQ ID NO 1,y

porque comprende, al menos, los siguientes cambios de aminoécido:

- la sustitucidon del aminoacido lisina (K) original por el aminoacido

arginina (R) en la posicién homologa a la posiciéon 358 de SEQ ID NO 1
(mutacion K358R),

- la sustitucion del aminoacido alanina (A) original por el aminoacido

glicina (G) en la posicion homodloga a la posicion 359 de SEQ ID NO 1
(mutacion A359G), y

- la sustituciéon del aminoacido serina (S) original por el aminoacido

alanina (A) en la posicion homéloga a la posicion 360 de SEQ ID NO 1
(mutacion S360A).

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1 caracterizado porque su secuencia de

aminoacidos posee ademas una de las siguientes mutaciones adicionales o

cualesquiera de sus combinaciones:

a)

b)

La sustitucion del aminoacido treonina (T) original por la insercidén
de dos aminoacidos serina y una glicina (SSG) en la posicidn
homoéloga a la posicion 69 de la SEQ ID No 1 (mutaciéon T69SSG).
La sustitucion del aminoacido treonina (T) original por el
aminoacido alanina (A) en la posicion homologa a la posicion 355
de la SEQ ID NO 1 (mutacion T355A).

La sustitucion del aminoacido glutamina (Q) original por el
aminoacido metionina (M) en la posicion homoéloga a la posicidn
357 de la SEQ ID NO 1 (mutacién Q357M).
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d) La sustitucidn del aminoacido acido glutamico (E) original por el
aminoacido glutamina (Q) en la posicion homodloga a la posicidon
478 de la SEQ ID NO 1 (E478Q).

3. Polipéptido segun la reivindicacion 1 caracterizado por que su secuencia se
corresponde con la SEQ ID NO 3.

4. Polipéptido segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la SEQ ID NO 5.

5. Polipéptido segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la SEQ ID NO 7.

6. Polipéptido segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por que su

secuencia se corresponde con la SEQ ID NO 9.

7. Polipéptido segun las reivindicaciones 1 a la 6 que presenta ademas las
secuencias flanqueantes MNS en el extremo N-terminal y una cola de
histidina en el extremo C-terminal, caracterizado porque su secuencia se
corresponde con alguna de las siguientes: SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 15,
SEQ ID NO 17, SEQ ID NO 19.

8. Polinucle6tido que codifica un polipéptido con actividad retrotranscriptasa
aislada de un VIH-1 de grupo O, que presenta una mayor estabilidad a altas
temperaturas, y que posee mayor actividad que la enzima de la que procede
a temperaturas superiores a 75°C, manteniendo su fidelidad de copia
caracterizado por que codifica alguna de las secuencias nucleotidicas segun

las reivindicaciones 1 a 7.

9. Polinucléotido segun la reivindicacion 8 caracterizado por que su secuencia

se corresponde con alguna de las siguientes: SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6,
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SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO
18, SEQ ID NO 20.

10. Vector caracterizado por que comprende el polinucleétido segun las

reivindicaciones 8 y 9.

11. Célula hospedadora caracterizada porque comprende el polinucledtido
segun las reivindicaciones 8 y 9 o el vector segun la reivindicacion 10 y es

capaz de producir el polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7.

12. La célula hospedadora segun la reivindicacion 11 caracterizada por ser una

bacteria.

13. La célula hospedadora segun la reivindicacion 12 caracterizada por ser

Escherichia coli.

14. Método de obtencion del polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
a- introducir un vector segun la reivindicacion 10 en una célula hospedadora
adecuada,
b- cultivar la célula hospedadora en un medio adecuado, v,

c- purificar el polipéptido con actividad retrotranscriptasa.

15. Uso del polinucledtido segun las reivindicaciones 8 y 9 para la obtencion del

polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7.

16. Uso de la célula hospedadora segun las reivindicaciones 11 a 13 para la

obtencion del polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7.

17. Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7 para la

retrotranscripcion de un acido nucleico molde.



WO 2014/184409 PCT/ES2014/070389

44

18. Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7 para la amplificacion de

un acido nucleico molde.

19. Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7 para la secuenciacion

de un acido nucleico molde.

20. Uso del polipéptido segun las reivindicaciones 17 a 19 donde el acido

nucleico molde es ARNm o miARN.

21. Método de retrotranscripcion de un acido nucleico molde que
comprende:
a) mezclar dicho acido nucleico molde con el polipéptido segun las
reivindicaciones 1 a 7,
b) incubar la mezcla del paso (a) en condiciones que permitan la sintesis

de ADN complementario al acido nucleico molde.

22. Método de amplificacion de un acido nucleico molde que comprende:
a) mezclar dicho acido nucleico con el polipéptido segun las
reivindicaciones 1 a 7 y con, al menos, una ADN polimerasa dependiente
de ADN, e
b) incubar la mezcla del paso (a) en condiciones que permitan la

amplificacidén de ADN complementario al acido nucleico molde.

23. Método de secuenciacion de un acido nucleico que comprende:
a) poner en contacto dicho acido nucleico con el polipéptido segun las
reivindicaciones 1 a 7,
b) incubar dicha mezcla en condiciones que permitan la sintesis de una
poblacion de moléculas de ADN complementario al acido nucleico
molde, y
c) separar dicha poblacion de moléculas de ADN complementario para

determinar la secuencia de nucleétidos.
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24. Método segun las reivindicaciones 21 a 23 donde el acido nucleico molde
es ARNm o miARN.

25. Kit que comprende los elementos necesarios para llevar a cabo un método
segun las reivindicaciones 21 a 24 que comprende:
a) el polipéptido segun las reivindicaciones 1 a 7,y
b) al menos, un elemento de la lista que comprende:
i) un tampon,
ii) un cebador,
iii) una ADN polimerasa dependiente de ADN, y

iv) un nucledétido.

26. Uso del kit segun la reivindicacién 25 para llevar a cabo un método segun

las reivindicaciones 21 a 24.
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