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(57) Abstract: The invention relates to a method for DNA amplification
based on the origins of replication of the bacteriophage ¢29, and to gene
constructions, vectors and oligonucleotides that can be used in said method
to amplify an exogenic sequence of interest.

(57) Resumen: La presente invenciéon se refiere a un método de
amplificacion de ADN basado en los origenes de replicacién del
bacteriéfago 929, asi como a las construcciones génicas, vectores y
oligonucleotidos que pueden emplearse en dicho método para amplificar una
secuencia exdgena de interés.
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Método de amplificacion de ADN basado en los origenes de replicacion del

bacteridofago 929 y secuencias nucleotidicas asociadas.

La presente invencidn pertenece al campo de la Biologia Molecular y se refiere a
un metodo de amplificacion de ADN basado en los origenes de replicacion del
bacteridfago 29, asi como a las construcciones génicas, vectores vy
oligonucletdtidos que pueden emplearse en dicho método para amplificar una

secuencia exdgena de interés.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las técnicas de amplificacion de ADN son de gran importancia para la biologia
molecular. Las mas utilizadas son la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
y la Amplificacion por Desplazamiento Mdltiple (MDA). Aunque la PCR tiene la
ventaja de ser muy eficaz y generar segmentos definidos de ADN, no es capaz de

amplificar secuencias de mas de 20 kilobases (Kb) de longitud.

A pesar de que los métodos mas comunes de comenzar la replicacion del ADN
son aquellos en los que se usa como cebador una molécula de ADN o de ARN, la
sintesis de ADN también puede comenzar utilizando una proteina como cebador.
Este tipo de sistemas inician la sintesis de ADN utilizando como receptor del
primer enlace fosfodiéster, el grupo OH de un residuo especifico de serina,
treonina o tirosina presente en una proteina determinada, en lugar del grupo 3'
OH de una ribosa. Esta proteina se denomina generalmente proteina terminal
(TP), ya que queda unida covalentemente al extremo 5 del ADN. Se han hecho
estudios sobre toda una serie de sistemas relativos a la replicacion de ADN
mediante iniciacion con TP, tales como algunos bacteridfagos (929, Nf, GA-1,
PRD1 o Cp-1), plasmidos lineales provenientes de bacterias (pSCL y pSLA2),
ADN mitocondrial, ADN de levaduras y ADN de plantas, cromosomas bacterianos
(Streptomyces sp.) y ADN de virus de mamiferos (Adenovirus) (Salas, M. 1991.
Annu. Rev. Biochem. 60, 39-71).
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También se han descrito métodos in vivo para generar cadenas lineales de ADN
con TP unida a los extremos 5' para plasmidos de Streptomyces (Shiffman, D. y
Cohen, S. N. 1992. Proc Natl Acad Sci USA 89, 6129 - 33) y para Adenovirus

(Crouzet, J et al, 1997 Proc Natl Acad Sci USA 94, 1414 - 9). Estos métodos
parten de la observacion de que un ADN que contiene las secuencias adecuadas
pero que carece de TP unida puede, tras la transformacion y seleccién en el
huésped apropiado, adquirir dentro de la célula las TP necesarias para replicarse
y mantenerse de modo estable. La obtencion de un TP-ADN conlleva realizar los
pasos de clonacion adecuados para que en el plasmido se den las sefales
requeridas para llevar a cabo la replicacién basada en la TP. Seguidamente, la
construccion de ADN ha de someterse a un proceso de clonacion y seleccion en
un huésped adecuado y, finalmente, el ADN ha de extraerse del mismo y
purificarse para el propoésito deseado. Todos estos pasos pueden limitar el
tamafio y restringir el tipo de secuencias que se pueden clonar, mantener y
obtener de modo estable. Hasta la fecha ninguno de estos sistemas se ha
utilizado para producir cantidades sustanciales de TP-ADN para diversos usos en

biologia molecular.

Respecto a la aproximacion in vitro, el sistema mas eficaz es el basado en la
replicacion del ADN de ¢@29. Gutiérrez et al, (Nucleic Acids Research 1988. 16
(13); 5895-5914) describen el andlisis de los origenes minimos de iniciacion y
replicacion in vitro en los extremos izquierdo y derecho del ADN del bacteriéfago
©29, vy que dichos origenes minimos comprenden los 12 nucleétidos terminales.
Dentro de estos 12 nucledtidos, los 3 nucledtidos terminales no pueden ser
mutados sin disminuir la eficiencia de iniciacion y replicacién, mientras que la
secuencia en posiciones menos terminales no es tan necesario que sea exacta.
También se describen la iniciacion y la replicacion de ADN in vitro basada en los
origenes de replicacion de ¢29 en presencia de la ADN polimerasa de 929 y de la

TP de @29, pero no se refiere a la amplificacion de ADN.

WO9010064 describe un método para amplificar una secuencia de ADN de hasta
varios cientos de Kb flanqueada por los origenes de replicacién de 29,
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especificamente los 12 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN de ¢29 a un
lado y los 12 nucledtidos del extremo derecho del ADN de 29 al otro, en
presencia de la ADN polimerasa de ¢29 y de la TP de ¢29. WO9010064 describe
oligonucledtidos que comprenden los 12 nucledtidos del extremo izquierdo del
ADN de ¢29. Sin embargo, el método descrito en WO9010064 se basa en los
resultados de Gutiérrez et al (1988), que no se refieren a la amplificacién de ADN,
sino a la replicacion de ADN. Los resultados expuestos en Blanco et al (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 1994. Vol 91, 12198-12202), demuestran que Ila
amplificacion de ADN descrita en W09010064 no es posible y que, por tanto, lo
descrito en esta patente en cuanto a la amplificacion de ADN es erréneo, ya que
la amplificacion de ADN no puede llevarse a cabo con tan solo los 12 nucledtidos
del extremo del ADN de ¢29.

Blanco et al (1994), describen que para la amplificacién eficiente in vitro del ADN
de @29 es necesaria la presencia, no solo de la ADN polimerasa y la TP de ¢29,

sino también de cantidades elevadas de las proteinas p5 y p6 de ¢29.

El hecho de que la TP esté unida covalentemente al genoma de ¢29 que se va a
amplificar hace que la reaccion de amplificacion sea mucho mas eficiente. No se
conoce aun si la unién covalente de la TP a los extremos del ADN de ¢29 es
imprescindible para que se produzca la amplificacion de dicho ADN, ni si seria
posible amplificar mediante el mismo sistema un ADN heterdlogo que no lleva TP

unida a sus extremos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El inicio de la replicacién, partiendo de moldes con extremos de ADN de ¢29 que
carecen de proteina terminal (TP), es mucho menos eficaz que el inicio llevado a
cabo con el genoma de ¢29 como molde, puesto que el genoma, junto con los
extremos adecuados, contiene la TP unida covalentemente al fosfato 5' de los

extremos de ambas cadenas de ADN.
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La presente invencién muestra algo que no se habia hecho hasta ahora y prueba
experimentalmente la amplificacién de ADN in vitro comparando la del el genoma
de @29 que lleva TP covalentemente unida en sus extremos (TP-ADN) y otros
moldes con regiones terminales del ADN de 929, pero sin TP, empleando la

magquinaria minima de amplificacién de ¢29.

Los autores de la presente invencidn han definido que para que un ADN lineal
pueda ser objeto de amplificacion mediante el sistema de @29, ha de tener
extremos del ADN de ¢29 totalmente funcionales, dispuestos en la orientacion

correcta y unidos en un solo fragmento de ADN.

Los origenes minimos de replicacion del ADN de 929 descritos en el presente
trabajo no necesitan tener la TP unida covalentemente a los extremos 5 para ser
funcionales en amplificacion y pueden unirse al ADN que se desea amplificar
mediante diferentes métodos comunes en biologia molecular, como son ligacion,

recombinacion o clonacion.

El proceso de replicacion y el de amplificacion in vitro del ADN lleva estudiandose
décadas y ha sido necesario llevar a cabo experimentalmente cada reaccién para
conocer con certeza los requerimientos minimos para que dichas replicacién y

amplificacion fuesen funcionales.

El presente trabajo expone un método para amplificar isotérmicamente y de modo
definido fragmentos grandes de ADN mediante su insercion entre dos secuencias
de ADN que contienen los origenes minimos de replicacion del ADN del
bacteri6fago ¢29. Este método genera productos que poseen TP unida
covalentemente a los extremos 5' del ADN amplificado, puesto que la TP se utiliza
como “iniciador universal” para todas las amplificaciones realizadas mediante este

sistema.

La extremadamente alta procesividad intrinseca y la capacidad para acoplar la

polimerizacion al desplazamienio de banda de la ADN polimerasa de 29, le
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permiten llevar a cabo amplificaciones de ADN de gran longitud.

Los amplicones de TP-ADN resultantes pueden utilizarse directamente en
aplicaciones para las que la presencia de la TP es beneficiosa o necesaria como,
por ejemplo, transformaciéon de células, transferencia o terapia génica de ADN in
vivo, evolucion de proteinas in vitro mediante ADN-display, transformacion
bacteriana, secuenciacidn, genotipado, etc. Como alternativa, la TP se puede
eliminar utilizando distintas reacciones conocidas por el experto en la materia. En
o que a la TP paterna se refiere, se ha demostrado que no es absolutamente
esencial para la amplificacion. La TP paterna es aquella que esta unida al extremo
del ADN parental, que se va a replicar o amplificar. Para que se inicie la
replicacion o la amplificacién es necesario que se incorpore una nueva TP, que se

flama TP iniciadora (Figura 1).

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a una
construccion génica adaptada para la introduccion de una secuencia nucleotidica
exogena y que comprende al menos una secuencia nucleotidica que comprende
los siguientes tres elementos en el siguiente orden:
a) al menos una secuencia nucleotidica que comprende un origen de
replicacion del ADN del bacteriéfago 929, cuyo extremo terminal va
seguido por,
b) al menos un punto de corte de la secuencia nucleotidica,
¢) al menos una secuencia nucleotidica que comprende un origen de
replicacion del ADN del bacteriéfago ¢29 en orientacion opuesta a la de la

secuencia nucleotidica de (a).

El término “construccion génica”, tal y como se emplea en la presente memoria,
se refiere a una molécula de ADN que ha sido artificialmente ensamblada. La
construcciéon génica esta adaptada para la introduccidbn de una secuencia

nucleotidica exdégena, que puede ser cualquier secuencia nucleotidica de interés.

El ADN del bacteriéfago 929 es lineal y de doble cadena, y en cada uno de sus
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extremos tiene un origen de replicacion, que se llaman izquierdo y derecho. Un
origen de replicacion del ADN del bacteriofago 929 es la secuencia nucleotidica
de uno de los extremos del genoma del bacteriofago ¢29, en la que se inicia la
replicacion de dicho genoma. El extremo terminal de un origen de replicaciéon es

aquel en el que se une la TP.

Un punto de corte es una region en la secuencia nucleotidica que, debido a su
secuencia, es susceptible de ser cortada.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, las secuencias
nucleotidicas de los tres elementos estan yuxtapuestas o superpuestas. Mas
preferiblemente, las secuencias nucleotidicas de los tres elementos estan

yuxtapuestas.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, (b) es al menos
una secuencia nucleotidica que comprende la secuencia diana de corte de una
enzima de restriccion. Preferiblemente, la enzima de restriccién da lugar a
extremos romos o0 a extremos 3’ protuberantes. Mas preferiblemente, da lugar a

extremos romos.

Un punto de corte de una secuencia nucleotidica puede tener distintas formas.
Ademas de con enzimas de resfriccion, una secuencia nucleotidica puede
cortarse con enzimas de reparacion, o generando un sitio abasico y después
tratando la secuencia nucleotidica con una AP (apurinica/apirimidinica)
endocucleasa. La secuencia nucleotidica también se podria cortar introduciendo
un ribonucledtido y luego eliminandolo por tratamiento con alcali. Otra forma
posible de cortar seria introducir en la secuencia nucleotidica dos sitios de corte,

uno en cada hebra, para enzimas que producen incisiones de cadena simple.

El sistema de amplificacidon de @29 basado en el vector pETORPHIBae (SEQ ID
NO: 3) presentado en los ejemplos de esta memoria puede generar eficazmente

productos de amplificacién a partir de moldes que tienen extensiones de banda



10

15

20

25

30

WO 2012/117141 PCT/ES2012/070121

7

simple de 5 nucledtidos en el extremo 3'.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la construccién
génica es un vector circular. Preferiblemente, el tamafio de la construccion génica
es de entre 4.800 y 10.000 pares de bases (bp).

Un vector es una molécula de &acido nucleico usada para transferir material
genético de interés a una célula. Aparte de dicho material genético, un vector
también puede contener diferentes elementos funcionales que incluyen elementos
de control de la transcripcion, como promotores u operadores, regiones o
potenciadores de la unidn a factores de transcripcion, y elementos de control para
iniciar y terminar la traduccidn. Los vectores incluyen, pero no se limitan a:
plasmidos, cosmidos, virus, fagos, casetes de expresidn recombinantes y
transposones. Algunos vectores son capaces de replicarse o dividirse
autébnomamente una vez son introducidos en la célula huésped, como los
vectores bacterianos con un origen de replicacion bacteriano o los vectores
episomales de mamiferos. Otros vectores pueden integrarse en el genoma de la

célula huésped y replicarse asi junto con el genoma celular.

En una realizacidon preferida del primer aspecto de la invencion, el origen de
replicacion del ADN del bacteriéfago ¢29 de las secuencias nucleotidicas de (a) y
(c) son del mismo extremo del ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente, el
extremo del ADN del bacteriéfago ¢29 es el izquierdo. Preferiblemente, el extremo
del ADN del bacteriéfago 929 es el derecho.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el origen de
replicacion del ADN del bacteridfago ¢29 de la secuencia nucleotidica de (a) y el
origen de replicacion del ADN del bacteriéfago @29 de la secuencia nucleotidica
de (c) son de extremos distintos del ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente,
un origen de replicacion del ADN del bacteriéfago @29 es el izquierdo y el otro

origen de replicacion del ADN del bacteriéfago 929 es el derecho.
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En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la secuencia
nucleotidica que comprende el origen izquierdo de replicacidon del ADN del
bacteridéfago @29 comprende entre 65 y 200 nucledtidos del extremo izquierdo del
ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente, comprende entre 65 y 72 nucledtidos
del extremo izquierdo del ADN del bacteriofago ¢29.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la secuencia
nucleotidica que comprende el origen derecho de replicacion del ADN del
bacteriofago 929 comprende entre 125 y 250 nucleétidos del extremo derecho del
ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente, comprende entre 150 y 200
nucledtidos del extremo derecho del ADN del bacteriéfago ¢29.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la construccion

génica ademas comprende al menos un sitio de clonacién multiple (MCS).

El término sitio de clonacion multiple (MCS) se refiere a una pequefa secuencia
nucleotidica que contiene las secuencias diana de numerosas enzimas de

restriccion.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la construccién
génica ademas comprende al menos un marcador. Preferiblemente, el marcador
es un gen de resistencia a un antibidtico. Preferiblemente, el antibidtico es

ampicilina o kanamicina.

El termino “marcador”, tal y como se emplea en la presente descripcidn, se refiere
a una secuencia nucleotidica que codifica para un péptido marcador o una
proteina marcadora, que permiten comprobar que el vector ha sido correctamente
transfectado o transducido y que sus secuencias se expresan correctamente. El
marcador puede ser una secuencia nucleotidica que codifica para una proteina
fluorescente 0 un gen de resistencia a un antibidtico, que se emplean para

seleccionar las células que llevan el vector.
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En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencién, el punto de corte
es la secuencia nucleotidica diana de corte de la enzima de restriccion Dra | o

Bae L.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la construccion
génica comprende SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 o una variante
biolbégicamente equivalente.

Una variante biologicamente equivalente de una secuencia nucleotidica es
aquella secuencia nucleotidica que tiene la misma actividad biolégica, es decir,
que comprende los mismos elementos 0 comprende elementos equivalentes que

presentan la misma funcion.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere al uso de la construccion
génica del primer aspecto de la invencidn para la amplificacidn de una secuencia

nucleotidica exdgena.

Es importante distinguir el proceso de replicacion de una secuencia nucleotidica,
del proceso de amplificacion de una secuencia nucleotidica. Mientras que la
replicacion es un proceso lineal, la amplificacion es un proceso exponencial, de
forma que la cantidad de moléculas de ADN gque se obtiene con una reacciéon de

amplificacion es muy superior a la que se obtiene con una reaccion de replicacion.

Los autores de la presente invencién han demostrado que es posible conseguir
una amplificacién in vitro eficiente mediante la maquinaria de replicacion del ADN
de @29, utilizando como molde un ADN lineal, con origenes minimos de
replicacion del ADN de ¢29 pero sin TP unida covalentemente a sus extremos. El
ADN insertado entre los origenes del ADN de ¢29 puede ser heterdlogo. Los
requisitos minimos del sistema in vitro, en lo que se refiere a proteina y
secuencias de ADN, que se corresponden con el origen minimo de 68 bp del
extremo izquierdo de @29, se muestran en la Fig. 11. Como se describe en
Gutiérrez et al, (Nucleic Acids Research 1988. Vol 16 (13); 5895-5914) los ultimos
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12 bp de los extremos del ADN 929 son necesarios para iniciar la replicacion y
para la elongacion. Esta secuencia de ADN de 12 bp es activa como origen de
replicacion en presencia de TP y de ADN polimerasa sin ninguna otra proteina
presente, de modo que el reconocimiento del origen ha de llevarse a cabo, si no
por completo, si en su mayor parte, mediante el heterodimero TP-ADN
polimerasa. Aunque este complejo es capaz de iniciar la replicacién con baja
eficiencia, dicha replicacién se ve en gran medida estimulada por la presencia de
p6. En el origen minimo de 68 bp de @29 existe un sitio de unién de p6 de gran
afinidad, entre los nucledtidos 35 y 68 respecto al exiremo. Este sitio de
nucleacion es necesario y suficiente para obtener estimulacion de amplificacion
mediada por esta proteina. Otra proteina esencial para la amplificacidn del ADN
es la SSB, que tiene afinidad por ADN de cadena simple sin especificidad de

secuencia.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un oligonucledtido que
comprende la secuencia nucleotidica que consiste en entre 65 y 130 nucledtidos
del extremo izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente, consiste en
entre 67 y 72 nuclettidos del extremo izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29.
Preferiblemente, el extremo 5 del oligonucledtido del tercer aspecto de la

invencion esta fosforilado.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, el oligonuclettido
comprende la secuencia nucleotidica diana de una enzima de restriccion o la
secuencia nucleotidica resultante del corte con una enzima de restriccion, en
posicidn 3’ respecto de la secuencia nucleotidica que consiste en entre 65y 130
nucledtidos o en entre 67 y 72 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del
bacteriéfago ¢29.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del oligonucleétido
del tercer aspecto de la invencion para la construccidon de una secuencia
nucleotidica recombinante lineal donde una secuencia nucleotidica exdégena que

se quiere amplificar estd flanqueada por secuencias nucleotidicas que
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comprenden la secuencia nucleotidica que consiste en entre 65 y 130 nucledtidos
0 67 y 72 nuclettidos del extremo izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29.

Los autores de la presente invencion han observado que el grupo fosfato situado
en los extremos ' de los origenes de replicacién es también imprescindible para
que ocurra la amplificacion del ADN, especialmente para el proceso de
elongacion. La adicidon de una pequefia molécula, como un grupo propilo, al

fosfato 5' impide la utilizacion del origen para la amplificacion.

Un quinto aspecto de la presente invencidn se refiere a un método de
ampilificacion de ADN que comprende al menos las siguientes etapas:
a) obtener una molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de
ADN a amplificar flanqueada en ambos extremos por:
i) la secuencia del origen de replicacion izquierdo del ADN del
bacteriéfago 929, quedando el extremo terminal de dicho origen en
el extremo del ADN lineal, o por
ii) la secuencia del origen de replicacidbn derecho del ADN del
bacteriéfago 929, quedando el extremo terminal de dicho origen en
el extremo del ADN lineal, o por
iii) la secuencia del origen de replicacién derecho del ADN del
bacteridéfago ©29 por un lado y la del izquierdo por otro, quedando el
extremo terminal de dichos origenes en los dos extremos del ADN
lineal;
b) amplificar la secuencia de ADN lineal obtenida en la etapa (a).

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencién, en la amplificacion
de la etapa (b) se emplean una ADN polimerasa, una proteina terminal (TP), una
proteina de unidn a ADN de cadena simple (SSB) y una proteina de unidén a ADN
de cadena doble (DBP). Preferiblemente, se emplean las proteinas ADN
polimerasa, TP, pb y p6 del bacteridfago 929 o cualquier variante bioequivalente

de dichas proteinas.
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Una variante bioequivalente de una proteina o una variante bioldgicamente
equivalente de una proteina es aquella proteina que tiene la misma actividad
biolégica, es decir, que presenta la misma funcién, que en el presente caso puede
ser la actividad ADN polimerasa, la actividad cebadora en el caso de de la TP, la
unién a ADN de cadena doble en el caso de p6 o la unidbn a ADN de cadena

sencilla en el caso de p5.

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencion, la secuencia de

ADN a amplificar tiene un tamafio de entre 500 bp y 100.000 bp.

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencién, la secuencia de

ADN lineal obtenida en la etapa (a) tiene fosforilados los dos extremos 5'.

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencion, la secuencia del
origen de replicacion izquierdo del ADN @29 comprende entre 65 y 200
nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente,
comprende entre 67 y 72 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del
bacteriéfago ¢29.

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencion, la secuencia del
origen de replicacion derecho del ADN ¢29 comprende entre 125 y 250
nucledtidos del extremo derecho del ADN del bacteriéfago ¢29. Preferiblemente,
comprende entre 150 y 200 nucledtidos del extremo derecho del ADN del
bacteriéfago ¢29.

En una realizacién preferida del quinto aspecto de la invencion, la secuencia del
origen de replicacion izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29 comprende entre 65
y 200 nucledtidos o entre 67 y 72 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del
bacteriéfago ¢29 y la secuencia del origen de replicacion derecho del ADN del
bacteriéfago ¢29 comprende entre 125 y 250 nucledtidos o entre 150 y 200
nucledtidos del extremo derecho del ADN del bacteriéfago ¢29.
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En una realizacién preferida del quinto aspecto de la invencion, la etapa (b) se
realiza a una temperatura inferior a 30° C, preferiblemente inferior a 27° C, y mas
preferiblemente entre 20° C y 25° C.

En una realizacion preferida del quinto aspecto de la invencién, en la etapa (a) se
emplea la construccidn génica del primer aspecto de la invencion. En una
realizacion preferida del quinto aspecto de la invencion, en la etapa (a) se emplea

el oligonucleétido del tercer aspecto de la invencion.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para la amplificacién
de una secuencia nucleotidica exdégena que comprende al menos una
construccion génica segun el primer aspecto de la invencion, al menos un

oligonucledtido segun el tercer aspecto de la invencién o ambos.

En una realizacion preferida del sexto aspecto de la invencion, la construccion
génica comprende SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

En una realizacion preferida del sexto aspecto de la invencién, el kit ademas
comprende una ADN polimerasa, una TP, una proteina de unidn a ADN de
cadena simple (SSB) y/o una proteina de unién a ADN de cadena doble (DBP).
Preferiblemente, la ADN polimerasa, la TP, la proteina de unién a ADN de cadena
simple (SSB) y/o la proteina de unidon a ADN de cadena doble (DBP) son la ADN
polimerasa, TP, p5 y/o p6 del bacteriofago 929 o una variante bioequivalente de
dichas proteinas.

En una realizacion preferida del sexio aspecto de la invencién, el kit ademas
comprende al menos uno de los elementos de la siguiente lista:
desoxinucledsidos trifosfato (ANTPs), (NH4)2SO4, MgCly, ditiotreitol (DTT), glicerol,
albimina de suero bovino (BSA) y tampén Tris-HCI con pH entre 6,5y 8.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se refiere al uso del kit del sexto

aspecto de la invencion para la amplificacion de una secuencia nucleotidica
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exdgena.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 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 se proporcionan a
modo de ilustracidn, y no se pretende que sean limitativos de la presente

invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo de replicacion del ADN de
©29 cebado por proteina terminal (TP). La TP iniciadora y la paterna se muestran
en negro y gris, respectivamente. Las diferentes fases de la replicacion se indican

a la derecha de la figura.

Figura 2. Construccion génica que presenta los origenes de replicacion del ADN
de 929. A. El plasmido pETORPHI se construyé clonando entre los sitios Sac | y
Hind lll de pET28b un fragmento de ADN sintetizado por Genescript que contiene
fragmentos fusionados de 194 pares de bases (bp) y 191 bp provenientes de los
extremos izquierdo y derecho, respectivamente, del genoma de ¢29. B. Los
extremos se invirtieron con una orientacion “extremo a extremo” de forma que se
genera un sitio Dra | en el punto de unidén, como se muestra en la figura. “Ori " y
“‘Ori R” indican los origenes del ADN de 29 izquierdo y derecho,
respectivamente. C. Muestra el fragmento de ADN que produce la linearizacion
del plasmido con Dra |, que tiene los extremos del ADN de @29 orientados
correctamente. MCS1 y MCS 2 denotan los sitios multiples de clonacion 1y 2.

Figura 3. La amplificaciéon de pETORPHI es mas eficaz a 22° C. Se muestran las
bandas de ADN en un gel de agarosa, obtenidas en los ensayos de amplificacion.
Se indican las cantidades en nanogramos (ng) de plasmido pETORPHI o de
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moldes de TP-ADN de ¢29 que se emplearon en los ensayos de amplificacion. Se
indican tanto las temperaturas de incubacidén, como la ausencia o presencia de
p6. Las reacciones incubadas a 30° C contenian p6 en todos los casos. Se
utilizaron 37,5 ng de TP y 25 ng de ADN polimerasa. Se indica el tamafio de las
bandas amplificadas: 19 kilobases (Kb) para ¢29 TP-ADN y 5,8 Kb para
pETORPHI cortado con Dra |. Los factores de amplificacion calculados a 22° C
fueron de 80 veces para TP-ADN y de 24 veces para pETORPHI.

Figura 4. La amplificacion requiere dos extremos del ADN de 929 en la misma
molécula. El plasmido pETORPHI se corté con las enzimas que se indican en la
figura. A. Muestra los fragmentos resultantes de la digestion de pETORPHI con
las enzimas Dra l y Mlu | o Pvu I. B. Muestra las bandas de ADN en un gel de
agarosa, resultantes de la reacciéon de ampilificacion utilizando 29 TP-ADN o los
diferentes fragmentos del plasmido como molde. Se muestran las cantidades
empleadas en ng de TP-ADN de ¢29 o de fragmentos de plasmido pETORPHI.
Las bandas que corresponden al plasmido cortado con Miu | o Pvu |, ademas de
Dra | son de 4,6 y 4,4 Kb, respectivamente. Los factores de amplificaciéon fueron
de 109 veces para TP-ADN y de 40 veces para pETORPHI.

Figura 5. La cinética de amplificacion de pETORPHI es similar a la del genoma
de ¢29. A. Muestra los productos de las reacciones de amplificaciéon en un gel de
agarosa. Estas reacciones contenian 25 ng de 29 TP-ADN o pETORPHI cortado
con Dra |, se incubaron a 22° C durante los tiempos que se especifican y se
detuvieron afiadiendo SDS al 0,1% y EDTA 10 mM. Las cantidades de TP y de
ADN polimerasa fueron 37,5 ng y 25 ng, respectivamente. B. Las bandas de los
geles del experimento descrito en A se cuantificaron por “fosforimager” y los
valores obtenidos se representaron en funcion del tiempo. Los valores absolutos
estan representados en el apartado B. C. Representacion de los valores
cuantificados en B normalizados respecto al valor a 1 hora (h). El factor de
amplificacion para TP-ADN fue de 32 veces y para pETORPHI, de 14 veces.

Figura 6. Muestra que la cantidad minima de molde necesaria para la
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amplificacion es de 5 ng. Las reacciones de amplificacion se establecieron con las
cantidades indicadas en ng de TP-ADN de ¢29 o de plasmido pETORPHI cortado
con Dra |, y se incubaron durante 2 h a 22° C. El factor de amplificacién para 5 ng
fue de 309 veces para TP-ADN y de 141 veces para pETORPHI.

Figura 7. Muestra que un fragmento de 68 bp, proveniente del extremo izquierdo
del ADN de ¢29 es un origen de amplificacion eficiente. A. El plasmido
pETORPHIG8L se construyd cortando pETORPHI con Dra | y EcoR | para eliminar
el fragmento de 191 bp, correspondiente al extremo derecho del genoma de ¢29,
y se sustituyd por un fragmento de ADN de 68 bp, proveniente del extremo
izquierdo del genoma @29 (cuadro de la izquierda). B. Para la reaccion de
amplificacion, pETORPHIG8L se cortdé con Dra | y la reaccidén se incub6 a 22° C
con 25 ng del molde correspondiente. Los nimeros 1 y 2 de los carriles con
pETORPHIGSL, se corresponden con dos clones diferentes de este plasmido. El
control negativo en ausencia de molde se indica como -. Como controles positivos
se emplearon TP-ADN y pETORPHI.

Figura 8. La ligacion de un fragmento de ADN de 68 bp proveniente del extremo
izquierdo del genoma de ¢29, a los dos extremos de un fragmento heterélogo de
ADN, permite la amplificacién de dicho ADN heterdlogo. A. Se ensamblaron
fragmentos de ADN correspondientes al origen de 68 bp del extremo izquierdo del
genoma de @29, partiendo de oligonucleétidos de cadena simple que generaban
extremos cohesivos para las enzimas BsmB | (indicado como 68L) y EcoO109 |
(indicado como 68L"). El plasmido pEYFP-N1Bsm se corté con BsmB | y Eco0O109
I y los fragmentos de este plasmido se incluyeron en una reaccion de ligacion con
los oligonucledtidos 68L y 68L' descritos. B. La amplificacion requiere la presencia
de los extremos del genoma de ®29 en ambos extremos del ADN heterélogo,
puesto que solamente se observa amplificacion cuando el molde es el producto
de la ligacion del ADN heterdlogo con los oligonucledtidos 68L y 68L’. Las
ligaciones se llevaron a cabo bien con los oligonucledtidos 68L y 68L' y el
fragmento 1 del plasmido pEYFP-N1Bsm (carriles 1 y 2 indicados como 68L-ADN-

B68L"), o bien con sélo uno de los oligonucledtidos mas el fragmento 1 (carriles 1y
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2 indicados como 68L-ADN), y también en ausencia del fragmento 1 y con los dos
tipos de oligonucledtidos, como control (carriles 1 y 2 indicados como 68L y 68L").
En las reacciones de amplificacién se utilizaron como molde alicuotas de las
ligaciones de modo que cada reaccidon contuviera el mismo nimero de moles para

el fragmento perteneciente al plasmido de 4 Kb y para pETORPHI.

Figura 9. El grupo fosfato en posicidon 5' es necesario para la amplificacion. A.
Muestra las bandas de ADN obtenidas en las reacciones de amplificacion de
partes alicuotas de pETORPHI tratadas con fosfatasa Antértica (+Pasa), con
adenosin trifosfato (ATP) y polinucleétido kinasa de T4, después de la fosfatasa
(+Pasa +PNK), o sometidas al mismo procesamiento que las muestras tratadas
pero sin anadir enzimas (pETORPHI*). En todos los casos la cantidad de
pETORPHI presente en las reacciones fue de 25 ng. Como control negativo se
empled una reaccion en ausencia de ADN molde. B. Se realizaron las mismas
ligaciones descritas en la figura 8B. Ademas, los oligonucledtidos se disefiaron
para no presentar modificacion alguna en sus extremos 5' (-), estar fosforilados en
5’ (P), o tener un grupo propilo unido al fosfato en 5' (Prop), o los oligonucleétidos
sin modificar se trataron con ATP y polinucledtido kinasa de T4 tras la ligacién
(+PNK). Los carriles 1 indican que Unicamente se empled el oligonucleétido 68L
en la ligacion y los carriles 2 indican que se emplearon los dos oligonucle6tidos
(68L y 68L"). C. Esquema de las estructuras quimicas, situadas en el extremo 5'
de los oligonucledtidos sin modificar (-), modificados con un grupo fosfato (P),
modificados con un grupo propilo unido al fosfato (Prop), asi como unidos a la
serina de la TP, a través del grupo fosfato.

Figura 10. Muestra que un derivado de pETORPHI llamado pETORPHIBae,
linearizado con Bae | es eficaz como molde para la amplificacion. A. Esquema del
sitio de reconocimiento de Bae | (subrayado) y de los sitios de corte (flechas) y
posicion de los origenes de 929 (en mayusculas) en pETORPHIBae. B. Muestra
las bandas de ADN resultantes de las reacciones de amplificacion empleando TP-
ADN y pETORPHI como controles positivos, ausencia de ADN como control

negativo (-) y el plasmido pETORPHIBae linearizado con Bae | tal cual y con
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distintos tratamientos indicados como “Pretrat” y “Klenow”. “Pretat” indica que
pETORPHIBae linearizado con Bae | se pretraté durante 5 minutos (min) con la
ADN polimerasa de @29, tras lo cual se aiadid el resto de los componentes de la
reaccion excepto la TP, que se afiadid 5 min después. “Klenow” indica que
pETORPHIBae linearizado con Bae | se traté durante 10 min con la enzima
Klenow en presencia de desoxirribonucledsidos trifosfato (dNTPs), se inactivé
dicha enzima y se afadié el resto de los componentes a la reaccion. Se
emplearon alicuotas de 25 ng de pETORPHIBae linearizado con Bae | en las tres

reacciones de amplificacién.

Figura 11. Muestra los requisitos de los origenes del ADN de 929 para la
amplificacion in vitro. Se muestra el origen del extremo izquierdo de 68 bp del
ADN de ¢29. Las 12 bp, situadas en el mismo extremo (rectangulo) son
necesarias para que se produzcan las reacciones de iniciacion y elongacion
llevadas a cabo por la ADN polimerasa de @29, que forma un heterodimero
constituido por ADN polimerasa (representada con forma de évalo) unida a TP en
funcién de iniciador (Inic. representada con forma de rectangulo). El grupo fosfato,
situado en el extremo 5' (P) ha resultado ser esencial para realizar la amplificaciéon
in vitro. La proteina p6 (hexagono) y las secuencias de alta afinidad (rectangulo
situado entre las posiciones 35 bp y 68 bp) son necesarias para estimular la
iniciacion por parte de esta proteina. Para realizar la amplificacidn, se necesita la
SSB (rombo) para unirse a la cadena de ADN desplazada, representada con trazo

discontinuo.
EJEMPLOS
A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que pone de manifiesto la eficacia del método de amplificacion de la
invencidn, asi como de las secuencias nucleotidicas empleadas para llevar a cabo

dicho método.

EJEMPLO 1: Disefio de un plasmido que genera los extremos funcionales
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del ADN de @29 al ser linearizado.

Diseftamos el plasmido descrito en la figura 2A, denominado pETORPHI (SEQ D
NO: 1). El plasmido pETORPH]I se construyo clonando entre los sitios Sac | y Hind
il de pET28b (SEQ ID NO: 11) un fragmento de ADN sintetizado por Genescript
que contiene fragmentos fusionados de 194 pares de bases (bp) y 191 bp
provenientes de los extremos izquierdo y derecho, respectivamente, del genoma
de @29. Los extremos se invirtieron con una orientacién “extremo a extremo” de
forma que se genera un sitio de restriccidon Unico de Dra | en el punto de union,
como se muestra en la figura 2B. El plasmido pETORPHI posee un “backbone”
que no contiene ningun sitio de restriccion de Dra |, un sitio de multiclonacion
(MCS), un origen de replicacion (Ori) de tipo pUC, un marcador que consiste en
un gen de resistencia a kanamicina y las secuencias de los extremos derecho e
izquierdo del ADN del genoma de ¢29 que llegan hasta los pares de bases (bp)
191 y 194 desde el extremo, respectivamente (SEQ ID NO: 12 Y SEQ ID NO. 13,
respectivamente). Tras cortar el plasmido con Dra |, los dos extremos del
plasmido linearizado son idénticos a los dos extremos del ADN de ¢29 hasta las

posiciones ya mencionadas (figura 2C).

EJEMPLO 2: Amplificacion utilizando el plasmido linearizado pETORPHI

como molde.

Comprobamos la capacidad del plasmido pETORPHI cortado con Dra | (en
adelante pETORPHI) para servir de molde en la amplificacion iniciada con
proteina terminal (TP) mediante las proteinas ADN polimerasa, p5 y p6 de 929.

Como se aprecia en la figura 3, en el cuadro de la izquierda, al incubar la reaccién
de amplificacién a 30° C durante 2 horas y utilizar el genoma de ¢29 con la TP
unida a sus extremos %', obtenemos un producto amplificado en la posicion
esperada. Al usar el pETORPHI como molde se obtiene menos cantidad de
producto correcto (5,8 Kb), y se produce mas cantidad de material de menor peso
molecular. Sorprendentemente, cuando llevamos a cabo la reaccidon de

amplificacion a 22° C disminuyé la presencia de estos productos de menor peso
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molecular. En ausencia de p6 existe cierta cantidad de productos correctos
amplificados, aunque la reaccidon no alcanzdé su nivel maximo, ni siquiera
partiendo de 100 ng de genoma de 929 o de plasmido como molde. En presencia
de p6 la reaccion alcanzé una meseta con 25 ng de genoma de 929 o con la
misma cantidad de pETORPHI, y también la mayoria del ADN amplificado esta en
la posicion adecuada, sin apenas dejar productos de menor peso molecular.
Todos los experimentos posteriores se llevaron a cabo a 22° C. La cuantificacién
de las bandas de ADN se realiz6 mediante “fosforimager”. Los factores de
amplificacion calculados son 80 veces para el genoma del fago y 24 veces para el
plasmido pETORPHIL.

Para comprobar si se trataba de productos de amplificacion o de replicacién lineal,
se separaron en dos moléculas los origenes del ADN de 929 del plasmido
pETORPHI, de modo que ambos fragmentos de ADN no pudiesen ser
susceptibles de amplificacion exponencial puesto que cada molécula de ADN
contendria s6lo uno de los origenes de replicacion de 929 y, por tanto, produciria
una replicacion lineal. Se eligieron dos enzimas, Miu | y Pvu |, que cortan una vez
cada una en pETORPHI, generando conjuntos de fragmentos de unos 4,7 vy 1,2
Kb, y 1,4 y 4,5 Kb, respectivamente, al utilizarse estos enzimas junto con Dra |,
como se puede ver en la figura 4A. Se trataron partes alicuotas del plasmido
pETORPHI linearizado con Dra |, bien con Miu | 0 con Pvu |, o con el tamp6n de
restriccion como control, y se utilizaron como moldes en la reaccion de
amplificacion. La figura 4B muestra que en cualquiera de los casos en los que
separamos los dos extremos del plasmido pETORPHI, la cantidad de ADN
amplificado disminuye drasticamente, unas 30 veces, si se compara con la sefial
obtenida utilizando pETORPHI. Incluso cuando los fragmentos se cortan con las
dos enzimas independientemente y se mezclan en la reaccion de amplificacion
para comprobar si éstos se hibridan o complementan (figura 4A, carril Dra Mlu
+Pvu), el resultado es casi idéntico al obtenido con fragmentos cortados solo con
una enzima. El plasmido pETORPHI sin cortar no produce sefial. Asimismo, se
comprobd que los diferentes moldes tuvieran origenes activos en lo que al inicio

de replicacién se refiere para asegurar que los defectos de la amplificacién se
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deben solamente a que los dos origenes se separan en dos moléculas.

Los resultados indican que el plasmido pETORPHI esta dando lugar a una
verdadera amplificacion, utilizando los origenes situados en ambos extremos de la

molécula.

EJEMPLO 3: Cinética de la amplificacion.

Se llevaron a cabo experimentos de amplificacion detectando los productos en el
franscurso del tiempo y se compararon los resultados obtenidos empleando el
genoma de @29 o pETORPHI como molde. La figura 5A muestra que con ambos
moldes se obtiene un perfil muy parecido con pequefias cantidades de productos
generados hasta los 30 minutos (min), y luego se alcanza, gradualmente, un
maximo a los 60 min con el genoma ¢29 o la mitad del maximo con pETORPHI.
Liegado ese punto, pETORPHI continia generando productos durante otros 60
min. La cuantificacién mediante “fosforimager” demostré que la cantidad de TP-
ADN sintetizado aumenta hasta los 60 min, donde se alcanza el punto de
saturacion para la amplificacion de TP-ADN (Figura 5B). En el caso del vector
pETORPHI, la amplificacion continia hasta alcanzar la saturacion a los 120 min.
Los valores obtenidos hasta los 60 min normalizados asignando el valor a 60 min
como unidad, son practicamente superponibles para el genoma de 29 y
pETORPHI (Figura 5C). Esto indica que hasta los 60 min la reaccion de
amplificacién procede de un modo muy similar para el TP-ADN de ¢29 y
pETORPHI, con la diferencia de que con el TP-ADN a los 60 min ya se ha
alcanzado la saturacion mientras que con pETORPHI todavia se sigue generando
producto de amplificacion durante una hora mas. Tiempos mas largos de
incubacion, de hasta 5 horas (h), no supusieron un aumento del producto total
generado tanto con TP-ADN de @29 como con pETORPHIL.

EJEMPLO 4: Cantidad minima de molde necesaria para la amplificacion.

Se determindé la cantidad minima de molde necesaria para realizar la
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amplificacion. La figura 6 muestra que al usar el genoma de ¢29 como molde, la
cantidad minima que permite que la amplificacion se lleve a cabo son 5 ng, y la
cantidad de producto que se obtiene es muy similar utilizando de 10 a 25 ng de
molde, lo cual indica que la reaccion de amplificacion esta prdoxima a saturacion
en ese intervalo de concentracion de molde. Con 1 ng no se obtiene amplificacion.
Al utilizar pETORPHI como molde los resultados son similares. En este caso, se
emplearon 3,3 veces mas moléculas de molde que con el genoma de ¢29. Es
importante resaltar que, al iniciarse la reaccidn, pETORPHI no tiene la TP
paterna, mientras que el genoma de @29 si la tiene, y la TP aumenta la afinidad
de los extremos respecto a la maquinaria de replicacion.

EJEMPLO 5: Origen minimo de replicacion.

La longitud minima de ADN de @29 que permite aclividad de replicacion
estimulada mediante p6 corresponde a los Ultimos 68 bp del extremo izquierdo del
genoma de ¢29. Esto incluye la repeticién invertida de 6 bp (5' AAAGTA 3') y las
secuencias de 35 a 68 bp del extremo izquierdo que constituyen sitios de alta

afinidad para la union de p6.

Se sustituyd el segmento de 194 bp, correspondiente al extremo derecho del
genoma de ¢29 de pETORPHYI, por el origen minimo de replicacion de 68 bp del
extremo izquierdo, descrito anteriormente, para obtener el denominado
pETORPHIB8L (SEQ ID NO: 2) (Figura 7A).

El fragmento de 68 bp se clond con orientacion invertida, regenerando el sitio de
restriccion de Dra | como en pETORPHI, para poder tener los extremos del ADN
de 929 cuando pETORPHIGSL es linearizado con Dra . La figura 7B muestra que
la capacidad de pETORPHIG8L para servir como molde de amplificacion es la
misma que la del pETORPHI original.

EJEMPLO 6: Amplificacion tras la ligacion con oligonucleétidos que
incluyen los origenes minimos del ADN de ¢29.
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Tras comprobar que un fragmento de 68 bp del extremo izquierdo del ADN de
®29 es un origen de amplificacion eficaz, podemos disefar oligonucledtidos que,
después de someterse a hibridacion, generen el fragmento de 68 bp como ADN
de cadena doble al cual se puede afiadir la secuencia que interese, como por
ejemplo, extensiones de ADN de cadena simple para ligarlas a extremos de un
ADN exbdgeno, obtenido tras la digestion con enzimas de restriccion. Mediante
este proceso, se pueden generar oligonucleétidos de ADN de 929 con los que se
une el origen minimo de replicacion de @29 a cualquier ADN lineal que se elija
para ser amplificado.

Por mutagénesis dirigida, se introdujo la secuencia de la diana de la enzima de
restriccion BsmB |, en el plasmido pEYFP-N1 (SEQ ID NO: 14) (Clontech) en la
posicién 4.702 para generar el plasmido pEYFP-N1Bsm (SEQ ID NO: 15).
Posteriormente, se cortd el plasmido pEYFP-N1Bsm con las enzimas BsmB | y
Eco0O109 |, que reconocen secuencias Unicas en ese vector. Asimismo, se
utilizaron dos pares de oligonucleétidos sintéticos (SEQ ID NO: 7 Y SEQ ID NO:
8), de modo que después de que se produjera la hibridacion, cada par formaria el
ADN de cadena doble de 68 bp del origen minimo de @29 ademas de extensiones
cortas de cadena simple que permiten la ligacién a uno u otro de los extremos que
se obtienen al cortar el plasmido pEYFP-N1Bsm con las enzimas BsmBl o
EcoO109l, respectivamente (Figura 8A). Se eligieron estas enzimas porque
generan extremos asimeétricos y, con ello, se evita la autoligacion de
oligonucledtidos que contienen el mismo extremo cohesivo y también la ligacion
cruzada entre sitios BsmB | y EcoO109 . De este modo, tras la hibridacion, cada
par de oligonucledtidos puede ligarse al extremo de restriccidn complementario
del plasmido, pero no con el otro extremo, o con el otro par de oligonuciedtidos, o
autoligarse. Por otro lado, este planteamiento basado en la restriccion hace
innecesario purificar por gel los fragmentos de ADN o los productos de ligacion.
Una vez producida la reaccidon de ligacion, la ligasa se inactivd y la muestra se

traté con adenosin trifosfato (ATP) y polinucle6tido kinasa de T4,
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La utilizacion de los ADNSs resultantes de las reacciones de ligacion como moldes
sblo permite la amplificacion real de uno de los productos de la ligacion, el
fragmento de plasmido pEYFP-N1Bsm de 3.885 bp (Figura 8A, fragmento 1),
ligado a los dos oligonucledtidos cuya secuencia comprende las 68 bp del
extremo izquierdo del ADN de ¢29. Este producto genera una Unica banda de
4.021 bp que se corresponde con el esquema: 929 68L- BsmBl-pEYFP-N1
Fragmento 1-EcoO1091-¢29 68L..

El otro fragmento (Fig. 8A, fragmento 2) no se liga a los oligonucledtidos vy, por
tanto, no se amplifica. Como se muestra en la Figura 8B, sélo la ligacion que
contiene todos los componentes adecuados genera una banda amplificada de la
longitud apropiada, mientras que las reacciones de control llevadas a cabo con
mezcla de ligacion en ausencia de los oligonucledtidos (68L-ADN) o que soélo
contengan los dos oligonucleétidos (68L y 68L', sin fragmentos de plasmido) no
produjeron el producto amplificado correcto. Tras cuantificacion por “fosforimager”
calculamos que la banda amplificada, obtenida del producto de ligacion,
correspondia al 50% de las moléculas presentes en la banda pETORPHI. Los
resultados corroboran que es posible ligar origenes minimos de ADN de ¢29 a un
ADN heterdlogo para obtener TP-ADN con la longitud adecuada mediante el

sistema de replicacion de ¢29, sin necesidad de purificar por gel o clonar.

EJEMPLO 7: El grupo fosfato situado en los extremos 5 del ADN es

necesario para la amplificacion.

Durante los experimentos llevados a cabo con oligonucledtidos conteniendo los
origenes minimos de ¢29, como se ha descrito anteriormente, observamos que
los extremos de ADN de ¢29 que contenian oligonucle6tidos no fosforilados en el
extremo 5' no servian de molde para la amplificacién. Por ello, sometimos los
productos de la ligacion a tratamiento con ATP y polinucledtido kinasa de T4 y
entonces si observamos amplificacion de los moldes obtenidos por ligaciéon de los
oligonucleétidos anteriormente mencionados. En el apartado anterior, para evitar

la ligacion de los extremos del ADN de ¢29 consigo mismo a través de sus
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extremos romos, los oligonucledtidos que utilizamos estaban previamente
desfosforilados vy, tras la ligacion, se trataron con ATP y polinucledtido kinasa de
T4. Para confirmar la importancia del grupo fosfato 5 en el proceso de
amplificacion realizamos el experimento que muestra la figura 9A. Se corté una
parte alicuota de pETORPHI con Dra | y se tratdé con fosfatasa Antartica (New
England Biolabs). A continuacién, una mitad de la muestra se tratdé con ATP y
polinucledtido kinasa de T4 y la otra mitad se tratd sélo con el tampdn de kinasa,
como control. Después de precipitar las muestras y someterlas al protocolo de
amplificacion, observamos que la muestra tratada solo con fosfatasa no dio lugar
a ningtn producto amplificado; en cambio, tanto pETORPHI control como
pETORPHI tratado con kinasa tras la fosfatasa, dieron como resultado la cantidad
de productos ampilificados tipica tras utilizar pPETORPHI como molde (Figura 9).

Para explorar la selectividad de la maquinaria de replicacion hacia los extremos &'
de los origenes de replicacion de 929, se sintetizaron tres oligonuclettidos con la
secuencia del origen izquierdo de 68 bp de ¢29 (SEQ ID NO: 5) y diferentes
modificaciones en el extremo 5'. De los tres oligonucledtidos, uno no estaba
fosforilado, otro se fosforilé en el extremo 5' y al otro se afiadié un grupo propilo
unido a través del fosfato 5'. Este dltimo oligonucleédtido esta disefiado para imitar
la estructura quimica que se une al fosfato en 5' cuando la TP estad unida
covalentemente al ADN (Figura 9C). Después de hibridados para formar el origen
izquierdo de replicacion de 68 bp, estos oligonucleotidos se ligaron al Fragmento
1 del plasmido pEYFP-N1 (Figura 8A) y se comprobé la capacidad de los
productos resultantes para servir de molde en la amplificacién. Los resultados
mostrados en la figura 9B demuestran de nuevo que el ADN que se genera tras la
ligacién del oligonucledtido desfosforilado no es un buen molde para llevar a cabo
la amplificacion (carril -); en cambio, el ADN ligado al oligonucledétido fosforilado
(carril P) o el ADN fosforilado tras la ligacion (carrii + PNK) son moldes
funcionales; por otra parte, el oligonucleétido sintetizado con un grupo propilo
unido al fosfato 5' (carril Prop) no dio lugar a amplificacion. Estos resultados
demuestran que se pueden utilizar oligonucledtidos con el origen de replicacién

de @29 fosforilados para ligarlos a un ADN heter6logo y asi obtener la
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amplificacidon del conjunto, siendo un requerimiento importante para la

ampilificacion el que los extremos 5' de los origenes estén fosforilados.

EJEMPLO 8: Linerizacion de pETORPHI con la enzima Bae |.

Se prepar6 un derivado de pETORPHI, llamado pETORPHIBae (SEQ ID NO: 3),
en el que se insertd un sitio de restriccion Bae | justo en la unidén de los extremos
del ADN de ¢29, y con ello se elimind el sitio Dra I. Bae | corta la cadena doble de
ADN en dos puntos diferentes, separados por 33 bp, tiene su sitio de
reconocimiento aproximadamente en el medio de los mismos y corta el ADN de
forma independiente de la secuencia situada en los puntos de digestion
correspondientes. El corte con Bae | deja extensiones de 5 nucledtidos de banda
simple en los dos extremos 3' resultantes (Figura 10A). Para comprobar el efecto
de extensiones en los extremos 3' de los origenes de replicacion de ¢29 en la
gficiencia de la amplificacion se realizd la amplificacion mediante tres
aproximaciones distintas: (i) reaccién de amplificaciébn en condiciones estandar
tras el tratamiento con Bae | (carrii pETORPHIBae); (ii) pretratamiento de
pETORPHIBae cortado con Bae | con la ADN polimerasa de @29 en presencia de
dNTPs, para eliminar las extensiones 3', y afiadir después la TP y el resto de los
componentes de la reaccion; y (iii) pretratamiento con la ADN polimerasa Klenow
y nucleotidos durante 10 min, también para generar extremos romos, y después
afiadir los componentes para llevar a cabo una reaccion estandar de
amplificacion. Tal y como se muestra en la Figura 10B, los planteamientos (i) y (iii)
dan lugar a una amplificacion muy similar a la obtenida con pETORPHI, mientras
que el pretratamiento con la ADN polimerasa de @29 dio un peor resultado, quiza

a causa de la gran actividad de la exonucleasa de esta enzima.
EJEMPLO 9: Construcciones génicas.
Genescript sintetizd un fragmento de ADN correspondiente a los extremos del

ADN del bacteriéfago ¢29 hasta las posiciones 194 y 191 bp, contando desde los
extremos izquierdo y derecho, respectivamente, del genoma de ¢29. El fragmento
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se disefid con los extremos del ADN de @29 fusionados en orientacion opuesta y
formando un sitio de restriccion Dra I. El fragmento se obtuvo clonado en el
plasmido pUC57 (pUC570RPHI) (SEQ ID NO: 4). El plasmido pETORPHI (SEQ
ID NO: 1) se construyd mediante clonacion entre los sitios Sac | y Hind Il de
pET28b (SEQ ID NO: 11), de un fragmento de ADN extraido de pUC57ORPHI
utilizando las mismas enzimas de restriccion. De este modo se consigue un sitio
tnico Dra | en pETORPHI y este sitio esta en la unién exacta entre los origenes

de replicacion de ¢29.

Para construir pETORPHIG8L (SEQ ID NO: 2) se disefiaron oligonucledtidos que,
después de hibridados, conformaron los Gltimos 68 bp del extremo izquierdo del
ADN de 929, ademas de una extensiéon AATT para permitir fa ligacidn a sitios
EcoR | (SEQ ID NO: 6).

pETORPHI se digirié con Dra | y EcoR |, para eliminar del vector el fragmento de
191 bp correspondiente al extremo derecho del ADN de ¢29, y el fragmento de 68
bp del extremo izquierdo del genoma se clond para reemplazar el fragmento
eliminado. pETORPHIBae (SEQ ID NO: 3) se credé mediante el corte de
pETORPHI con Dra | y la insercion de un oligonucledtido fosforilado de doble
cadena que tiene un sitio de reconocimiento para Bae | (SEQ ID NO: 9 como
cadena directa y SEQ ID NO: 10 como cadena inversa). De esta forma, el sitio de
corte para esa enzima se localiza en una posicion inmediatamente adyacente a
los extremos terminales de los origenes de ¢29 en la cadena %', mientras que

deja una extension de 5 nucledtidos en la cadena 3' (Figura 10A).

EJEMPLO 10: Digestiones enzimaticas, reacciones de ligacion vy
desfosforilacion.

La digestion de los vectores con la enzima Dra | se llevé a cabo normalmente
durante 4 h, utilizando el tampoén 4 de New England Biolabs, excepto en los casos
en los que habia de realizarse digestiones multiples con las enzimas Dra |, Miu |

y/o Pvu I; en estos casos utilizamos el tampdn 3 de New England Biolabs y 0,1
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mg/mi de BSA.

La digestion con Bae | se realizd con el tampodn 4 de New England Biolabs, al que
se le afiadid6 0,1 mg/ml de BSA y 20 uM concentracion final de S-

adenosilmetionina.

Todas las enzimas se inactivaron después de las reacciones mediante incubacion
a 65 6 80° C, segun la enzima. En todos los casos los cortes de restriccion se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. En todos los experimentos
de amplificacion se incluyeron puntos de control sin ADN pero con los

correspondientes tampones de restriccion.

En los experimentos en los que la ligacion era necesaria, el plasmido pEYFP-N1
se corté con BsmB | y EcoO109 | con el tampdn 3 de New England Biolabs
durante 8 h, luego se purificé con columnas de Qiagen y se sometié a ligacion en
una proporcién de 1:4 junto con los oligonucleétidos hibridados para formar ADN
de cadena doble. Tras inactivar la ligasa, calentandola a 65° C durante 20 min, las
muestras se utilizaron como molde en reacciones de amplificacion sin ningun otro

tratamiento, a menos que se especifique lo contrario.

La desfosforilacion se realizé con fosfatasa Antartica de New England Biolabs,
afiadiendo su tampodn correspondiente e incubandola a 37° C durante 15 min, con
inactivacién posterior mediante incubacion a 65° C durante 20 min. Después de
este tratamiento, las muestras se precipitaron con etanol, en presencia de 20 g
de glicogeno como transportador, para eliminar el tampoéon de la fosfatasa.
Después de la precipitacion de las muestras, estas se resuspendieron de nuevo
en tampdén de ligasa y se utilizaron directamente en los experimentos de
amplificacidon. En los casos en los que se indica, las muestras se trataron con ATP
y polinucleétido kinasa de T4 de New England Biolabs, en tampén de ligasa de T4
a 37° C durante 30 min y esta enzima también se inactivd mediante incubacion a
65° C durante 20 min.
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EJEMPLO 11: Ensayo de Ampilificacion.

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en un volumen de 25 pl, en
tampon A 1X (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCls, 5% glicerol, 1 mM DTT, 0,1
mg/ml BSA) con suplemento de (NH4),SO4 hasta 20 mM y una concentracion final
de 100 gM cada uno de los nucledtidos: dCTP, dGTP, dTTP y dATP, [a-32P]dATP
(1 pCi), 15 ug ©29 SSB (40 uM), 10 pg p6 (27 uM), 20 ng de ADN polimerasa de
®29 (13 nM) y 20 ng de ©29 TP (26 nM), a menos que se especifique lo contrario,
y las cantidades indicadas de vector o TP-ADN como molde.

Las reacciones se iniciaron afiadiendo el resto de los componentes al molde y la
TP, previamente mezclados, y se permitié que las reacciones procedieran durante
2 h a 22° C. Las reacciones se pararon afladiendo EDTA 10 mM y SDS 0,1%
como concentraciones finales. Las muestras se secaron, se resuspendieron en 50
ul de 0,5 M NaOH y se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 0,7%,
en presencia de NaOH. Mostramos los resultados tipicos de al menos 3

experimentos independientes.
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion génica adaptada para la introduccion de una secuencia
nucleotidica exégena que comprende al menos una secuencia nucleotidica que
comprende los siguientes tres elementos en el siguiente orden:
a) al menos una secuencia nucleotidica que comprende un origen de
replicacidon del ADN del bacteridfago 929, cuyo exiremo terminal va
seguido por,
b) al menos un punto de corte de la secuencia nucleotidica,
¢) al menos una secuencia nucleotidica que comprende un origen de
replicacion del ADN del bacteridéfago ¢29 en orientacion opuesta a la de la

secuencia nucleotidica de (a).

2. La construccidn génica segun la reivindicacion anterior donde las secuencias

nucleotidicas de los tres elementos estan yuxtapuestas o superpuestas.

3. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

donde las secuencias nucleotidicas de los tres elementos estan yuxtapuestas.

4. La construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
donde (b) es al menos una secuencia nuclectidica que comprende la secuencia

diana de corte de una enzima de restriccion.

5. La construccidn génica segun la reivindicacion anterior donde la enzima de

restriccion da lugar a extremos romos o a extremos 3’ protuberantes.

6. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

donde la construccidn génica es un vector circular.

7. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

donde el tamafo es de entre 4.800 y 10.000 pares de bases (bp).
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8. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
donde el origen de replicacion del ADN del bacteriéfago ¢29 de las secuencias

nucleotidicas de (a) y {(c) son del mismo extremo del ADN del bacteriéfago ¢29.

9. La construccidn génica segun la reivindicacion anterior donde el extremo del

ADN del bacteriéfago ©29 es el izquierdo.

10. La construccion génica segun la reivindicacion 6 donde el extremo del ADN

del bacteridfago ¢29 es el derecho.

11. La construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde
el origen de replicacion del ADN del bacteridfago ¢29 de la secuencia nucleotidica
de (a) y el origen de replicacidn del ADN del bacteriofago ¢29 de la secuencia

nucleotidica de (c) son de extremos distintos del ADN del bacteriéfago ¢29.

12. La construccidon génica segun la reivindicacion anterior donde un origen de
replicacidon del ADN del bacteriéfago ¢29 es el izquierdo y el otro origen de

replicacion del ADN del bacteridfago @29 es el derecho.

13. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1a 9, 11 0 12
donde la secuencia nucleotidica que comprende el origen izquierdo de replicaciéon
del ADN del bacteriéfago 929 comprende entre 65 y 200 nucleotidos del extremo

izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29.

14. La construccion génica segun la reivindicacion anterior donde la secuencia
nucleotidica que comprende el origen izquierdo de replicacidon del ADN del
bacteriéfago ©29 comprende entre 65 y 72 nucleotidos del extremo izquierdo del
ADN del bacteriéfago ¢29.

15. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1a 8, 10 a 12
donde la secuencia nucleotidica que comprende el origen derecho de replicacidn

del ADN del bacteriofago 29 comprende entre 125 y 250 nucleédtidos del extremo
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derecho del ADN del bacteriéfago ¢29.

16. La construccion génica segun la reivindicacion anterior donde la secuencia
nucleotidica que comprende el origen derecho de replicacion del ADN del
bacteriéfago 29 comprende entre 150 y 200 nucledtidos del extremo derecho del
ADN del bacteriéfago ¢29.

17. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

que ademas comprende al menos un sitio de clonaciéon multiple.

18. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores

que ademas comprende al menos un marcador.

19. La construccion génica segun la reivindicacién anterior donde el marcador es

un gen de resistencia a un antibiotico.

20. La construccion génica segun la reivindicacion anterior donde el antibidtico es

ampicilina o kanamicina.

21. La construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
donde el punto de corte es la secuencia nucleotidica diana de corte de la enzima

de restriccion Dra | o Bae |.

22. La construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
que comprende SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 o una variante

bioldégicamente equivalente.

23. Uso de la construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20

para la amplificacion de una secuencia nucleotidica exégena.

24. Un oligonuclettido que comprende la secuencia nucleotidica que consiste en

entre 65 y 130 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del bacteridfago ¢29.
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25. El oligonucleétido segun la reivindicacion anterior que comprende la
secuencia nucleotidica que consiste en entre 67 y 72 nucledtidos del extremo

izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29.

26. El oligonucledtido segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores

donde el extremo 5’ esta fosforilado.

27. El oligonucledtido segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores que
comprende la secuencia nucleotidica diana de una enzima de restriccién, o la
secuencia nucleotidica resultante del corte con una enzima de restriccion, en
posicidn 3’ respecto de la secuencia nucleotidica que consiste en entre 65 y 130
nucledtidos o en entre 67 y 72 nucleotidos del extremo izquierdo del ADN del

bacteriéfago ¢29.

28. Uso del oligonucleotido segun cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25 para
la construccién de una secuencia nucleotidica recombinante lineal donde una
secuencia nucleotidica exdgena que se quiere amplificar esta flanqueada por
secuencias nucleotidicas que comprenden la secuencia nucleotidica que consiste
en entre 65 y 130 nucledtidos o en entre 67 y 72 nucledtidos del extremo

izquierdo del ADN del bacteriéfago ¢29.

29. Método de ampilificacion de ADN que comprende al menos las siguientes
etapas:
a) obtener una molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de
ADN a amplificar flanqueada en ambos extremos por:
i) la secuencia del origen de replicacion izquierdo del ADN del
bacteridéfago ©29, quedando el extremo terminal de dicho origen en
el extremo del ADN lineal, o por
i) la secuencia del origen de replicacion derecho del ADN del
bacteridéfago 929, quedando el extremo terminal de dicho origen en

el extremo del ADN lineal, o por
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i) la secuencia del origen de replicacion derecho del ADN del
bacteriéfago ¢29 por un lado y la del izquierdo por otro, quedando el
extremo terminal de dichos origenes en los dos extremos del ADN
fineal;

b) amplificar la secuencia de ADN lineal obtenida en la etapa (a).

30. El método segun la reivindicacion anterior donde en la amplificacion de la
etapa (b) se emplean una ADN polimerasa, una proteina terminal (TP), una
proteina de unién a ADN de cadena simple (SSB) y una proteina de unién a ADN
de cadena doble (DBP).

31. El método segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores donde en la
amplificacion de la etapa (b) se emplean las proteinas ADN polimerasa, TP, p5y

p6 del bacteriéfago @29 o cualquier variante bicequivalente de dichas proteinas.

32. El método segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores donde la

secuencia de ADN a amplificar tiene un tamafio de entre 500 bp y 100.000 bp.

33. El método segiin cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores donde la
secuencia de ADN lineal obtenida en la etapa (a) tiene fosforilados los dos

extremos 5'.

34. El método segun cualquiera de las cinco reivindicaciones anteriores donde la
secuencia del origen de replicacidn izquierdo del ADN @29 comprende entre 65 y

200 nucledtidos del extremo izquierdo del ADN del bacteriofago ¢29.

35. El método segun la reivindicacion anterior donde la secuencia del origen de
replicacion izquierdo del ADN @29 comprende entre 67 y 72 nucleétidos del

extremo izquierdo del ADN del bacteridfago ¢29.

36. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 29 a 33 donde la

secuencia del origen de replicacion derecho del ADN ¢22 comprende entre 125 y
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250 nucledtidos del extremo derecho del ADN del bacteriéfago ¢29.

37. El método segun la reivindicacion anterior donde la secuencia del origen de
replicacion derecho del ADN ¢29 comprende entre 150 y 200 nucledtidos del
extremo derecho del ADN del bacteridéfago ¢29.

38. El meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 33 donde la
secuencia del origen de replicacion izquierdo del ADN del bacteridfago ¢29
comprende entre 65 y 200 nucledtidos o entre 67 y 72 nucledtidos del extremo
izquierdo del ADN del bacteriofago @29 y la secuencia del origen de replicacion
derecho del ADN del bacteriéfago 29 comprende entre 125 y 250 nucledtidos o
entre 150 y 200 nucledtidos del extremo derecho del ADN del bacteridfago ¢29.

39. El método segun cualquiera de las diez reivindicaciones anteriores donde la
etapa (b) se realiza a una temperatura inferior a 30° C, preferiblemente inferior a

27° C, y mas preferiblemente entre 20° C y 25° C.

40. El método segun cualquiera de las once reivindicaciones anteriores
caracterizado porque en la etapa (a) se emplea la construccidn génica segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

41. El meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 39 caracterizado
porque en la etapa (a) se emplea el oligonucledtido segin cualquiera de las

reivindicaciones 24 a 27.

42. Kit para la amplificacion de una secuencia nucleotidica exdgena que
comprende al menos una construccion génica segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, al menos un oligonucledtido segun cualquiera de las

reivindicaciones 24 a 27 o ambos.

43. El kit segun la reivindicacion anterior donde la construccion génica comprende
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.
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44. El kit segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores que ademas
comprende una ADN polimerasa, una TP, una proteina de union a ADN de

cadena simple (SSB) y/o una proteina de unién a ADN de cadena doble (DBP).

45, El kit segun la reivindicacion anterior donde la ADN polimerasa, la TP, la
proteina de unién a ADN de cadena simple (SSB) y/o la proteina de union a ADN
de cadena doble (DBP) son la ADN polimerasa, TP, p5 y/o p6 del bacteriéfago

®29 o una variante bioequivalente de dichas proteinas.

46. El kit segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores que ademas
comprende al menos uno de los elementos de la siguiente lista:
desoxinucleodsidos trifosfato (ANTPs), (NH4).SO4, MgCly, ditiotreitol (DTT), glicerol,
albimina de suero bovino (BSA) y tampdn Tris-HCl con pH entre 6,5y 8.

47. Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 42 a 46 para la

amplificacion de una secuencia nucleotidica exégena.
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