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DESCRIPCION

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a una proteina
polimerasa nueva capaz de sintetizar ARN en presencia de diferentes
plantillas de ARN y ADN. La presente invencidén también se refiere a
un método y un kit para la sintesis de ARN mediante el contacto de
dicha proteina polimerasa con diferentes plantillas de ARN y ADN
bajo las condiciones apropiadas. La presente invencidén también se
refiere a métodos para estabilizar y secuenciar &acidos nucleicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los virus con ARN de doble cadena son conocidos por
infectar diferentes huéspedes desde procariotas a eucariotas
superiores. Algunos de estos virus provocan enfermedades
infecciosas graves que afectan a los seres humanos y a animales y
plantas importantes econdmicamente (Fields y Knipe, 1990). A pesar
de las notables variaciones en la organizacidn estructural y la
especificidad del huésped, practicamente todos los virus de ARN de
doble cadena comparten una estrategia de replicacidn comin. Después
de la entrada, el viridn se convierte en la mayoria de los casos en
una particula central que actla como transcriptasa produciendo ARN
de cadena simple en sentido positivo utilizando los ARN de doble
cadena gendmicos como plantillas. Los ARN de cadena simple formados
en el nicleo viral se expulsan al citoplasma donde actGan como los
mensajeros que dirigen la sintesis de proteinas. Los mismos ARN de
cadena simple también son completamente activos como plantillas
para la sintesis de cadenas “menos” complementarias (replicacidn).
Este proceso tiene lugar en el interior de particulas del niGcleo
recién ensambladas y estd dirigido por la polimerasa viral. Después
de la replicacidén, la réplica del ARN de cadena “menos” permanece
asociada con la plantilla de cadena “més” reconstituyendo el ARN de
doble cadena gendmico. Las particulas del nlcleo que transportan el
ARN de doble cadena pueden soportar rondas adicionales de
transcripcidén o, de forma alternativa, someterse a una maduracidn
posterior para formar particulas de la progenie infecciosa. Tanto
la replicacidén como la transcripcién de los virus de ARN de doble
cadena dependen, de este modo, de las actividades de polimerasa
codificadas por el wvirus y tienen 1lugar en el interior de un
complejo proteico grande. Entre las diversas proteinas que
conforman el complejo de polimerasa de cualquiera de los virus de

ARN de doble cadena, s6lo se ha predicho tedricamente gue una
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especie de polipéptido contiene varios motivos conservados de la
secuencia caracteristica a lo largo de las ARN polimerasas (Koonin
y otros, 1989; Bruenn, 1991; Bruenn 1993). Sin embargo, hasta ahora
no se dispone de pruebas biogquimicas directas de 1la actividad
polimerasa de dichas proteinas.

Hasta ahora se han desarrollado varios sistemas
experimentales para arrojar luz sobre los principios moleculares
que gobiernan el metabolismo de ARN en los complejos de polimerasa
de virus de ARN de doble cadena. El primero de estos sistemas era
una transcripcidn in vitro basada en virus intactos purificados o
particulas de nlGcleo derivadas de preparaciones de virus y, de este
modo, vya contienen plantillas de ARN de doble cadena. Dichos
sistemas se han descrito para reovirus (Joklik, 1974), bacteridfago
@6 (Van Etten y otros, 1973; Partridge y otros, 1979), virus de
necrosis pancreadtica infecciosa (Cohen, 1975), particulas del tipo
del virus de la levadura (Herring y Bevan, 1977) y muchos otros.
Estas estrategias han proporcionado una informacidn detallada sobre
los mecanismos y la regulacidén de la sintesis de ARN de cadena
simple. Sin embargo, la transcripcidén basada en particulas no
permitia dirigir cuestiones sobre la replicacidn.

Esto se enfocd utilizando intermedios aislados de virus
gue contenian ARN de cadena simple empaquetados (véase, por
ejemplo, Fujimura y otros, 1986) y particulas vacias de polimerasa.
En el caso del fago @, se encontrd que las particulas vacias del
complejo de polimerasas (PC) recombinantes eran activas en el
empaquetado, replicacidén y transcripcidn in vitro de ARN (Gottlieb
y otros, 1990; Olkkonen y otros, 1990; Van Dijk y otrosg, 1995). Se
demostrd que otros dos sistemas, las particulas del tipo del virus
de 1la levadura (VLPs) vy las particulas de nilcleo abierto de
rotavirus ayudaban en la replicacidén de plantillas de ARN de cadena
simple exdgeno especifico del virus (Fujimura y Wickner, 1988; Chen
y otros, 1994).

El bacteridfago @6 es un virus de ARN de doble cadena
complejo de Pseudomonas syringae (Vidaver y otros, 1973). El genoma
de @6 comprende tres segmentos de ARN de doble cadena: grande (L),
medio (M) y pequeflo (S) (Semancik y otros, 1973; Van Etten y otros,
1974). Para los objetivos de 1la presente invencidén, se hara
referencia a las cadenas en sentido positivo de los segmentos de

ARN de @6 como 17, m", s'; y las cadenas en sentido negativo se

designaran, correspondientemente, como 17, m’, s . El complejo de
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polimerasas completo del fago @6 estd compuesto de cuatro tipos de
proteinas Pl, P2, P4 y P7, todos codificados en el segmento L
(Mindich y otros, 1988). Pl es la proteina estructural principal
ensamblada a una cubierta dodecaédrica, estando el resto de 1las
subunidades de proteina localizadas en las posiciones de simetria
del pliegue en 5 (Butcher y otros, 1997; de Haas y otros, 1999).
Los estudios sobre proteinas recombinantes individuales v
particulas de PC incompletas modificadas genéticamente han
permitido entender 1las funciones de P4 y P5. P4 es una NTPasa
hexamérica responsable del empaquetamiento de ARN de cadena
positiva (Gottlieb y otros, 1992a; Paatero y otros, 1995; Frilander
y Bamford, 1995; Juuti y otros, 1998; Paatero y otros, 1998),
mientras que P7 actla como cofactor de proteina necesario para la
reaccién de empaquetamiento eficaz (Juuti y Bamford, 1995, 1997).
P2, hasta ahora la proteina PC menos estudiada, se ha identificado
como una supuesta subunidad de polimerasa utilizando el anélisis
informatico de la secuencia de la proteina (Koonin y otros, 1989;
Bruenn, 1991). Esta conclusidn estaba respaldada ademds por 1los
estudios bioquimicos sobre diferentes particulas de PC deficientes
en proteina (Gottlieb y otros, 1990; Casini y otros, 1994; Juuti y
Bamford, 1995).

¢Puede la supuesta polimerasa de un virus de ARN de
doble cadena catalizar sola la sintesis de ARN dependiente de
plantilla o la actividad de sintesis estd estrictamente asociada
con la proteina polimerasa unida a la particula? Hasta hace poco,
esta cuestidn permanecia sin respuesta. Hasta ahora, ni la proteina
P2 del fago @ ni las supuestas polimerasas andlogas de otros virus
con ARN de doble cadena (excepto la polimerasa de rotavius) se han
obtenido de forma aislada. Esto puede ser debido al hecho de que la
supuesta polimerasa representa sdlo un componente menor del
complejo de polimerasas, disuadiendo de este modo cualquier intento
de purificar la proteina directamente a partir de este complejo.
Ademds, no se conoce ningin sistema de expresidn génica que permita
la produccidén de proteina polimerasa individual soluble. Para dos
supuestas polimerasas, la del virus de la lengua azul y 1la del
virus de la enfermedad bursal infecciosa, se ha descrito que cierta
actividad polimerasa estd asociada con los extractos crudos de las
células que producen las proteinas recombinantes correspondientes
(Urakawa y otros, 1989; Macreadie y Azad, 1993). Sin embargo, estos

documentos no han dado a conocer ninguna prueba de la asociacidn
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directa de las actividades polimerasa observadas con las proteinas
de interés. Por otro 1lado, se ha observado que la supuesta
polimerasa de rotavirus VPl posee ciertas actividades parciales
relevantes. Se encontrd que la enzima se unia a un andlogo de
nucledétido (Valenzuela y otros, 1991) y el ARN de cadena simple
viral (Patton, 1996). Sin embargo, la proteina aislada, no
conseguia replicar sustratos de ARN a menos que estuviera
complementada, como minimo, con una proteina adicional VP2
(proteina estructural principal) (Zeng y otros, 1996; Patton vy
otros, 1997).

En la presente invencidn, se muestra una polimerasa gque

es capaz de sintetizar ARN in vitro sin ayuda de ninguna otra
proteina. Tal como serd evidente a partir de la siguiente
descripcidn, la polimerasa de la presente invencidén es

relativamente inespecifica a la plantilla que se utiliza para la
polimerizacidn del ARN. En cambio, la especificidad de plantilla de
las polimerasas dependientes de ARN de la técnica anterior era, en
general, bastante estricta. Por ejemplo, la ARN polimerasa del
bacteridéfago QB replica de manera eficaz un grupo muy limitado de
plantillas a menos que el cebador del ARN se hibride al ARN diana
(patente de Estados Unidos No. 5631129 y 1las referencias en la
misma). Una estructura especifica del tipo ARNt terminal en 3’ es
esencial para la replicacién del ARN con la polimerasa de ARN del
virus del mosaico del bromo (Dreher y Hall, 1988). De manera
andloga, son necesarios elementos especificos del virus para la
sintesis del ARN catalizada por la polimerasa del virus de la gripe
(patente de Estados Unidos No. 5854037) . Finalmente, se ha
observado que las particulas de nicleo abierto del rotavirus sdlo
replican los ARN de cadena simple homdlogos (Chen y otros, 1994; y
la patente de Estados Unidos No. 5614403).

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente descripcidn se refiere a una proteina
polimerasa inespecifica nueva capaz de sintetizar ARN independiente
de cebador en presencia de un conjunto de plantillas de ARN y ADN.
Los presentes inventores creen que ésta es la primera vez que se da
a conocer el aislamiento de una ARN polimerasa que es capaz de
replicar in vitro de manera eficaz e independiente de cebador una
amplia gama de plantillas de ARN de cadena simple tanto especificas
de virus como heterdlogas, para producir los productos de ARN de

doble cadena correspondientes. En una realizacidén preferente, 1la
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polimerasa se origina a partir de un virus de ARN de doble cadena o
a partir de una célula que contiene un &acido nucleico que codifica
la polimerasa de un virus de ARN de doble cadena. Las

caracteristicas de la polimerasa de la presente invencidén la hacen

particularmente adecuada para (1) la amplificacidn in vitro de ARN,
(2) la incorporacién de anédlogos de nucledtidos facilmente
detectables en un producto de sintesis, (3) la sintesis de ARN para
producir ARN de cadena simple muy largos, (4) la estabilizacidn de

dcidos nucleicos de cadena simple, y (5) 1la secuenciacidén de
polinucledtidos.

La proteina polimerasa de la presente invencidén se
origina preferentemente a partir de los virus Cystoviridae,
Reoviridae, Birnaviridae o Totiviridae , especificamente a partir de
bacteriéfagos relacionados con @ de la familia de Cystoviridae,
tales como de @6, @7, @8, @9, @L0, @11, @L2, @13, o P14 (Mindich y
otros, 1999).

La realizacidén més preferente de esta técnica se
refiere a la polimerasa P2 del bacteridéfago @ con ARN de doble
cadena. De manera mas especifica, la polimerasa P2 se aisld de una
cepa bacteriana que contenia ADN que codificaba dicha proteina. En
un andlisis enzimdtico in vitro se demostrd que la preparacidn de
la polimerasa P2 aislada actuaba como una ARN polimerasa
dependiente de plantilla. Se encontrd que la polimerasa P2 presenta
una especificidad baja por la plantilla siendo capaz de sintetizar
ARN en presencia de los sustratos de ARN de cadena simple, ARN de
doble cadena, ADN de cadena simple y ADN de doble cadena,
preferentemente en forma lineal. La polimerasa P2 es procesiva,
presenta una velocidad de polimerizacidén del ARN muy elevada y no
requiere cebador para el inicio de la sintesis de ARN, aungque
también es capaz de iniciar la sintesis de ARN en presencia de un
cebador. La presente invencidén también se refiere a formas
modificadas genéticamente de wuna polimerasa P2 u otras formas
alteradas que son modificadas debido a los cambios naturales en el
cbédigo genético.

Segin el conocimiento de los presentes inventores, esta
es la primera vez que se da a conocer el aislamiento de una ARN
polimerasa capaz de replicar in Vvitro de manera eficaz e
independiente de cebador una amplia gama de plantillas de ARN de
cadena simple, tanto especificas de virus como heterdlogas, para

producir los productos de ARN de doble cadena correspondientes. La
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especificidad de plantilla de otras ARN polimerasas conocidas
dependientes de ARN es, en general, bastante estricta, tal como se
ha descrito anteriormente en la presente invencidn. La polimerasa
de la presente invencidn representa un nuevo tipo de enzima, la
cual se puede utilizar en biologia molecular como una herramienta
general para producir ARN de doble cadena a partir de préacticamente
cualquier ©plantilla determinada de ARN de cadena simple.
Recientemente, el ARN de doble cadena ha sido objeto de un
considerable interés ya que se ha observado gque desencadena un
conjunto de procesos muy importantes en diferentes organismos (para
una revisidn, véase Sharp, 1999).

La capacidad de la polimerasa de la presente invencidn
de utilizar diferentes plantillas de ARN de doble cadena para la
sintesis invitro de ARN es también una caracteristica nueva que no
se conoce para ninguna de las polimerasas estudiadas. Aungque
previamente se han dado conocer particulas del tipo del virus de la
levadura para catalizar la sintesis de ARN dependiente de ARN de
doble cadena, la Utnica plantilla utilizada para la transcripcidn de
ARN en este sistema fue un ARN de doble cadena especifico del virus
(Fujimura y Wickner, 1989). En la presente invencidén, el término
“transcripcidén de ARN” se refiere a la sintesis de ARN sobre
plantillas de ARN de doble cadena. En 1la transcripcién de ARN
catalizada por la polimerasa P2, el ARN recién sintetizado forma
dobles cadenas con la cadena de plantilla de la plantilla del ARN
de doble cadena y desplaza la cadena que no es de la plantilla
antigua. Este tipo de reaccidn se puede utilizar de este modo para
marcar un sustrato de ARN de doble cadena con nucledtidos
radioactivos o modificados gquimicamente incorporados en el producto
de ARN de doble cadena resultante durante la incubacidén con 1la
polimerasa. De forma alternativa, la reaccidén se puede utilizar
para recuperar el ARN de cadena simple desplazado del sustrato de
ARN de doble cadena.

La capacidad de la proteina polimerasa de la presente
invencidn para convertir el ARN de cadena simple en ARN de doble
cadena y para transcribir el ARN de doble cadena mediante el
mecanismo de desplazamiento de cadena sugiere la utilizacidén de las
enzimas para amplificar in vitro el ARN. A diferencia de las
polimerasas convencionales, la proteina P2 no requiere un cebador
para sintetizar un producto complementario de una plantilla de ARN

de cadena simple. Por consiguiente, la polimerasa P2 es
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particularmente adecuada para amplificar sustratos de ARN. Estas
caracteristicas hacen que la polimerasa de la presente invencidn
sea particularmente Util en el contexto de 1la deteccidén de
infecciones. Un método de diagndstico en este aspecto comprende
amplificar la muestra de ARN vy, opcionalmente, incorporar
facilmente anédlogos de nucledtidos detectables en el producto de
amplificacidn, asi como identificar las muestras de ARN mediante
secuenciacidén directa.

También es altamente ventajoso que la polimerasa de la
presente invencidén sea capaz de sintetizar ARN en presencia de
sustratos de ADN. Esta caracteristica permite la produccidén de
heterocadenas dobles de ADN-ARN deseadas adecuadas para estudios
tanto bioldgicos como fisico-quimicos. También permite la sintesis
de ARN a partir de plantillas de ADN en presencia de nucledtidos
marcados radioactivamente o modificados quimicamente para producir
heterocadenas dobles de ADN-ARN marcadas radioactivamente o que
contienen nucledtidos modificados quimicamente, respectivamente.

La presente invencidén contempla un método para la
sintesis in vitro de ARN que utiliza polimerasas de la presente
invencién. El1 método comprende: (a) proporcionar un sustrato de
dcido nucleico que puede pertenecer a ARN de cadena simple, o ARN
de doble cadena, o ADN de cadena simple, o ADN de doble cadena, tal
como se especificard a continuacidén en la descripcidn detallada;
(b) poner en contacto dicho sustrato con una proteina polimerasa
bajo condiciones suficientes para 1la sintesis de ARN; vy (c)
recuperar de la mezcla de reaccidn los &cidos nucleicos recién
formados. Este método para la preparacidén de ARN de doble cadena se
puede utilizar de manera ventajosa para producir ARN de doble
cadena muy larga, como minimo, hasta 13.500 pb, a diferencia de los
métodos que dependen de la hibridacidén ARN-ARN. Las técnicas
existentes descritas, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos
No. 5795715 producen habitualmente ARN de doble cadena de menos de
1000 pb de longitud.

La proteina polimerasa de la presente invencidén se
puede utilizar en métodos para estabilizar &cidos nucleicos. Los
dcidos nucleicos de cadena simple son conocidos por ser facilmente
degradables por las nucleasas. Mediante la conversidn de A&cidos
nucleicos de cadena simple en acidos nucleicos de doble cadena y el
contacto de la mezcla de reaccidn con una preparacidn que contiene

una nucleasa o nucleasas, es posible recuperar los acidos nucleicos
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de doble cadena que tienen una mayor estabilidad en comparacidén con
los &acidos nucleicos de cadena simple.

La presente invencidén también da a conocer un kit para
la sintesis in vitro de ARN dependiente de plantilla, tal como se
describe a continuacién.

La presente invencidén también se refiere a un método
para producir ARN de doble cadena a partir de ADN de doble cadena.
El método comprende:

(a) proporcionar un sustrato de ARN de cadena simple mediante
la transcripcién de una plantilla de ADN con una ARN
polimerasa dependiente de ADN; vy

(b) convertir el sustrato de ARN de cadena simple en ARN de
doble cadena con la proteina de la presente invencidn, donde
las etapas (a) y (b) se llevan a cabo preferentemente de
manera simultdnea o secuencial en el mismo recipiente de
reaccién.

La presente invencidén también se refiere a métodos para
la determinacidén de 1la secuencia de bases nucleotidicas de una
molécula de acido nucleico utilizando la proteina polimerasa de la
presente invencidén. Esto abre la posibilidad de dirigir Ila
secuenciacidén de A&acidos nucleicos sin cebador. También se da a
conocer un kit especifico para secuenciar moléculas de acido
nucleico.

Otras caracteristicas, aspectos vy ventajas de la
presente invencidn serdn evidentes a partir de la siguiente
descripcidén y de las reivindicaciones que se acompaflan.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

El texto anterior, asi como la siguiente descripcidn
detallada de la presente invencidén, se entenderdn mejor cuando se
lean conjuntamente con las figuras que se acompafian, en las que:

la figura 1 muestra la purificacidn de la P2 recombinante
producida en células de E. coli . La expresién de P2 se
realizd a 15°C durante 18 h, tal como se describe en el
ejemplo 1. (A) Gel SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie
G-250. Carriles: composicidén proteica de las células
bacterianas BL21 (DE3/pEM2) antes (1) vy después (2) de la
induccidén de 1la sintesis de P2 con IPTG; lisado celular
aclarado (3); muestras después de la purificacidén sucesiva

sobre agarosa Azul de Cibacrdén (4), heparina-agarosa (5), y

la columna Resource Q (6). Las proteinas del @ de tipo



ES2352173T

9-

salvaje estdn marcadas a la derecha. (B) Analisis por
inmunotransferencia de las mismas muestras proteicas
utilizando anticuerpos desarrollados contra el complejo de
polimerasas completo de @6 (proteinas P1l, P2, P4, y P7).

La designacidén del carril es como en (A).

La figura 2 representa la sintesis invitro de ARN catalizada
por P2 recombinante en presencia de una plantilla de ARN de
cadena simple. Anadlisis en gel de agarosa de alicuotas de 10
Ml de las mezclas de andlisis estédndar de polimerasa gque
contienen (excepto el carril 8) el segmento m del sentido

positivo de la cadena simple sintética del fago @ (m" ARN;

100 Mg/ml). Los aditivos criticos se indican debajo de 1los
paneles. P2 se refiere a la proteina P2 purificada (carril 6
en la figura 1). P2-CBA es P2 parcialmente purificada después
de la columna con agarosa Azul de Cibacrdén (figura 1, carril
4) v “mock”-CBA es la fraccidén de proteina preparada de forma
andloga derivada de células BL21(DE3) inducidas por IPTG que
contienen el plésmido pET32b(+). La posicidén de los segmentos
de @ marcados producidos en la transcripcién de 1la
nucleocépside (N) se muestra a la izquierda. Los segmentos de
doble cadena estdn marcados con letras mayisculas (L, My S),
y los segmentos de cadena simple de sentido positivo se
muestran en mindGscula (1%, m'" y s*). (A) Gel tefiido con EtBr;
(B) autorradiograma del mismo gel.

La figura 3 representa que el producto de la sintesis de ARN
es ARN de doble cadena formado por la plantilla y la cadena
complementaria recién producida. Productos del andlisis de
replicacidén de ARN m' analizados en un gel de separacidén de
cadenas. Los carriles marcados con p contenian proteina P2 en
el andlisis (mismas condiciones que en el carril 4 de la
figura 2); los marcados con b estaban complementados con una
cantidad igual del tampdn de control de P2 (igual que en el

carril 2 de 1la figura 2). Los carriles marcados con N
contienen segmentos de (@6 marcados producidos en la
transcripcidén de la nucleocépside. Los segmentos de ARN de
doble cadena se desnaturalizaron por calor (se hirvieron)
para producir ARN individuales positivos (1", m" y s%) vy
negativos (17, m” y s7). No aparecid separacidén de cadenas si

se omitia la etapa de ebullicidén (no se hervia). El panel (&)
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es gel tefilido con EtBr; (B) es el autorradiograma del mismo
gel. (C) Anadlisis de proteccidn de ARNasa. Los productos de
reaccién purificados a partir de las mezclas de replicacidn
con P2 (p) o el control (b) que contenian la plantilla de ARN
m* marcada con [o*?P]UMP y nucledtido trifosfatos no marcados
se incubaron con (+ARNasa) o sin la adicidén (-ARNasa) de
ARNasa I y se analizaron en el gel de agarosa estandar.

La figura 4 representa gque la actividad replicasa estéa
asociada con el mondémero de P2. La P2 purificada se analizd
en la columna de filtracién con gel Superdex 75 y la
actividad replicasa se determind en las fracciones recogidas.
El madximo de la actividad replicasa coincide con el méximo de
proteina P2. (A) Perfil de absorbancia (280 nm) del eluato de
la columna. (B) Las flechas indican el tiempo de inyeccidn de
P2 (inyectar) vy la posicién de 1los patrones de masa
molecular: BD, Azul de dextrano (2000 kDa); BAm, B-amilasa

(200 kDa); IgG, inmunoglobulina G de ratdén (150 kDa); BSA,

albimina de suero bovino (67 kDa); OA, ovoalbiGmina (45 kDa) ;
STI, inhibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) ; aLA,
a-lactoalblmina (14,2 kDa). En la insercidn, el andlisis por

SDS-PAGE del contenido de proteina en las fracciones 9 a 22.
(B) Autorradiograma del gel de agarosa dque muestra la
actividad replicasa en las fracciones 1 a 29. El carril N es
tal como se define en la figura 2.

La figura 5 representa que P2 replica de manera no especifica
sustratos de ARN de cadena simple. (A) Gel tefiido con EtBr
que muestra los productos de replicacidén de las reacciones
que contenian la proteina P2 (p) purificada o el tampdn de
control (b).

Los sustratos de ARN de cadena simple utilizados para
programar las reacciones fueron los siguientes. 1, ARN 1°
(segmento grande sintético de sentido positivo del fago @6
producido con la transcripcidén con T7 de pLMé687 tratado con
Xbal y nucleasa de habas de mung, MBN); 2, ARN m' (segmento
medio, igual que en 1la figura 2); 3, ARN s* (segmento

pequefio; transcrito T7 de pLM659 tratado con XbaI y MBN); 4,

ARN s" acortado (transcrito T7 de pLM659 cortado con
Eco47111); 5, ARN s* extendido (transcrito T7 de pLMé659
cortado con Smal); 6, ARN s*' extendido (transcrito T7 de

pLM659 cortado con ECORI); 7, ARN de 13,5 kb de largo que
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contiene los segmentos s', m'" y 1 fusionados (transcrito T7
de pLM1809 tratado con Xbal y MBN); 8, mezcla de segmentos
naturales s*, m* y 1° purificados a partir de la transcripcién
dirigida por 1la nucleocéapside de @; 9, mezcla de ARN

producida por la transcripcidén con T7 del ADN completo del

bacteriéfago T7; 10, ARNm de luciferasa de 1luciérnaga
(transcrito SP6 de pGEMluc cortado con StuI); 11, ARN
gendémico del colifago MS2 (Boehringer); 12, mezcla de

segmentos de ARN de cadena simple de la cepa 1 del virus de
la lengua azul (BTV1l) precipitados con LiCl a partir de la
transcripcién de la nucleocdpside de BTV1. Los segmentos de
@6 de la transcripcidén de la nucleocépside (N) estan marcados
a la izquierda. Las posiciones de los diez segmentos de ARN
gendémico de doble cadena extraidos con fenol a partir de los
viriones de BTVl se muestran a la derecha (B1-B10). (B)
Autorradiograma del mismo gel.

La figura 6 representa la evolucién en el tiempo de la
replicacidn dirigida por P2. (A) La mezcla de replicacidén de
100 M1 programada con los tres segmentos naturales de sentido
positivo se incubd a 28°C en presencia de la proteina P2. Se
analizaron alicuotas de 5 W1, recogidas en los puntos de
tiempo indicados, en el gel de agarosa esténdar y realizd una
autorradiografia. El carril N es como en la figura 2. (B, C vy
D) Analisis por fosfoimagen (Fuji BAS 1500) de la acumulacidn
dependiente del tiempo de los productos de replicacidén L, M y
S, respectivamente. Los gréficos se normalizan, de manera que
el valor observado més elevado en cada panel se fija a 100%.
Las inserciones en B, C y D muestran los primeros 300 s de la
evolucidén con el tiempo. Las lineas extrapolan las partes
lineales de las representaciones al eje del tiempo. Ty, Ty v Tg
indican la duracidén de 1las fases de retraso antes de la
aparicidén de los segmentos de ARN de doble cadena de longitud
completa relevantes.

La figura 7 representa que P2 inicia la replicacidén a partir
del nucleétido terminal en 3’ de la plantilla de ARN de
cadena simple. Los productos de ARN de las reacciones de
replicacidn programadas con la mezcla de segmentos de ARN de
cadena simple natural s*, m'" y 1" que contienen la proteina P2
(p) o el tampdn (b) se analizaron en el experimento de

extensidén con cebador con un cebador marcado complementario a



ES 2352173713

-12-

la cadena negativa (s) del segmento pequefio de @ . Como
control, también se realizdé la extensidén con cebador en el
genoma con ARN de doble cadena desnaturalizado con calor (d)
extraido de @ de tipo salvaje. Los carriles de secuenciacién
con terminacidén con didesoxinucledétido (A, C, G y T) estén
encuadrados. Se produjeron con el mismo cebador y T7
Sequenase 2.0 (Amersham) utilizando el plésmido pLM659 que
contenia el ADNc clonado del segmento s*. La lectura de la
secuencia se muestra a la izquierda. El1 T terminal en 3’ de
s* estd marcado con la flecha y los sitios dGnicos de
restriccidédn mencionados en la figura 5 esté&n subrayados.

La figura 8 representa que la polimerasa P2 cataliza 1la
sintesis de ARN (transcripcidn) en presencia de plantillas de
ARN de doble cadena. El1 gel teflido con EtBr (A) vy el
autorradiograma del mismo gel (B) muestran productos de las
reacciones que contienen la proteina P2 (p) purificada o el
tampén de control (b). Los sustratos de ARN de doble cadena

fueron los siguientes. @6, mezcla de segmentos de ARN

gendémico de doble cadena extraidos del bacteridfago @6; L-A,
ARN gendémico de doble cadena del virus L-A de Saccharomyces

cerevisiae ; BTV1l, mezcla de segmentos de ARN gendémico de
doble cadena del virus de lengua azul, cepa 1. Las posiciones
de los segmentos L, M y S de (% se muestran a la izquierda,
las de los diez segmentos de BTVI (B1-B10) se muestran a la
derecha.

La figura 9 representa que la transcripcidén catalizada por P2
de los sustratos de ARN de doble cadena especificos de @ da
lugar a la sintesis de predominantemente cadenas de ARN de
sentido positivo. (A) Se incubaron a 28°C en mezclas de
reaccidén separadas que contenian P2 (p) purificada o tampdn
de control (b) dos ARN de cadena simple y dos ARN de doble
cadena. Se extrajeron las alicuotas de las mezclas en el
punto de tiempo de 1 h y se analizdé en un gel de agarosa
estandar. Los ARN de cadena simple fueron los siguientes:
@6ss, mezcla de segmentos naturales s*, m' y 1% purificados a
partir de la transcripcidn dirigida por la nucleocépside de

@; m', ARN m". ARN de doble cadena: @ds, mezcla de tres

segmentos gendmicos extraidos del Dbacteridéfago @6; M,

segmento M sintético preparado mediante la replicacidn de ARN



ES 2352173713

-13-

de cadena simple m'* con P2 y la posterior purificacidén del
ARN de doble cadena recién formado utilizando una
electroforesis en gel de agarosa estandar. El carril N es tal
como se define en la figura 2. (B) Electroforesis para la
separacidén en cadenas de los productos de reaccidn preparados
en presencia de P2 tal como se describe en (A) y tratamiento
con calor antes del andlisis en gel.

La figura 10 representa que la polimerasa P2 cataliza 1la
sintesis de ARN en presencia de plantillas de ADN. (A) El1 ADN
de cadena simple de M13mpl0 cortado con Hin f1 se incubdé con
(1) o sin (2) la polimerasa P2 tal como se describe en el
ejemplo 3. N es el carril marcador como en la figura 2. (B)
Los ADN de doble cadena de pUCl8 cortados con diferentes
endonucleasas de restriccidén: 1, Hinc IT; 2, Sma; 3, KpnI; 4,
PstI; 5, Sadl; 6, BanHI; 7, Hind III; 8, XbaI, se incubaron
con la polimerasa P2 y se analizaron tal como se describe en
el ejemplo 3. El carril 9 es el resultado de la incubacidén de
pUC18 cortado con Xbal en la mezcla de reaccidédn sin P2.

La figura 11 demuestra la incorporacidén de anédlogos de
nucledétidos en el ARN recién producido. Las mezclas de
replicacidén de P2 estédndar se complementaron con (A) 25 UM de
Alexa Fluor ® 488-5-UTP; (B) 25 UM de coumarin-5-CTP; o (C)
100 PM de biotin-11-CTP. Para cada uno de estos anadlogos de
nucledtidos, se llevaron a cabo tres reacciones separadas que
contenian: (P) polimerasa P2 (40 HMdg/ml) vy sin ARN; (R)
plantilla de ARN de cadena simple ms* (75 Hg/ml; Makeyev y
Bamford (2000) EMBO J., 19, 6275-6284) y sin polimerasa; (PR)
tanto polimerasa P2 como la plantilla de ARN de cadena
simple. Después de 1 h de incubacién a 30°C, las mezclas de
reaccidén se pasaron a través de columnas de filtracidén en
gel, utilizédndose las fracciones que atravesaban (que
contenian los productos de reaccidn de ARN) para el andlisis
posterior. Espectros de emisidén de fluorescencia de las
fracciones purificadas registradas a las longitudes de onda
de excitacidén fijas: 490 nm (A); 402 nm (B). (C) Anadlisis de
transferencia por puntos con Dbiotina-estreptavidina. De
manera breve, las alicuotas de las fracciones que atravesaban
el filtro se depositaron sobre membrana de Hybond N + nylon

(Amersham) vy se tifileron con conjugado estraptavidina-HRP
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(NEN), a lo que siguid la etapa de deteccidén de ECL (kit de
Biological Industries, Israel).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Una proteina polimerasa de la presente invencidn se
origina de un virus con ARN de doble cadena o tiene la secuencia de
aminodcidos de dicha polimerasa viral. Una polimerasa de 1la
presente invencidén cataliza la sintesis de ARN wutilizando
plantillas de ARN de cadena simple, ARN de doble cadena, ADN de
cadena simple, o ADN de doble cadena. Un aspecto clave de 1la
presente invencidén es un método para purificar una polimerasa a
partir de wun virus con ARN de doble cadena. Una polimerasa
preferente de la ©presente invencidn, la polimerasa P2, es
procesiva, presenta una velocidad de polimerizacidén de ARN muy
elevada, y no requiere cebador para el inicio de la sintesis de
ARN, aungue también es capaz de iniciar la sintesis de ARN en
presencia de un cebador. Tal como se ha indicado anteriormente, la
sintesis independiente de cebador es especialmente Util en la
amplificacién de ARN para cuantificar las muestras de ARN en la
muestra y su identificacidén mediante secuenciacidén directa. Esta
metodologia es especialmente UGtil en la deteccidén de parédsitos
patogénicos y diferencias en los niveles de expresidén génica
asociada con enfermedades.

Polimerasas de la presente invencidn

El tipo nuevo de ARN polimerasas dependientes de
plantilla presenta una especificidad de plantilla muy baja y es
capaz de catalizar la sintesis de ARN en presencia de diferentes
sustratos de acido nucleico. Se hace referencia a la ARN polimerasa
de diversas maneras, como “polimerasa de un virus con ARN de doble
cadena”, “polimerasa de virus con ARN de doble cadena”, “proteina
polimerasa” o “polimerasa”. La presente invencidén da a conocer la
primera prueba directa de que la polimerasa aislada originaria de
un virus con ARN de doble cadena solo es capaz de sintetizar in
vitro ARN cuando se pone en contacto un sustrato de ARN de cadena
simple, ARN de doble cadena, ADN de cadena simple o ADN de doble
cadena bajo condiciones adecuadas.

Preferentemente, la ARN polimerasa de la presente
invencidén puede originarse de cualquier virus con ARN de doble

cadena (por ejemplo de Cystoviridae, Reoviridae, Birnaviridae o
Totiviridae ). Se espera que los bacteribéfagos relacionados con @6

de la familia de Cystoviridae (por ejemplo @6, @7, @8, @9, @10, @11,
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P12, @13 o @l4) sean el origen mas preferente de la polimerasa de
la presente invencidn.

Las polimerasas idénticas o sustancialmente similares
se pueden preparar mediante el aislamiento de un &cido nucleico con
una secuencia que codifica una proteina idéntica o sustancialmente
similar, la expresidén de dicha proteina bajo regiones reguladoras
adecuadas en un huésped elegido y el aislamiento de la proteina. E1
dcido nucleico con una secuencia que codifica dicha proteina se
aisla preferentemente de virus con ARN de doble cadena o puede ser
sintético o parcialmente sintético.

En una realizacidn preferente de la presente invencidn
el sistema in vitro para la sintesis de ARN se basa en la proteina
recombinante P2 purificada del Dbacteridéfago @6 con ARN de doble
cadena. También se hace referencia a la proteina P2 del
bacteridéfago @ con ARN de doble cadena de diversas maneras en la
presente invencidén, como “ARN polimerasa de P2”, “ARN polimerasa
pP2”, “polimerasa P2” “proteina P2” o “P2".

La presente invencidén se refiere ademéds a proteinas,
que son codificadas por una secuencia de Acido nucleico
seleccionada del grupo que comprende:

(a) una secuencia de &cido nucleico que tiene, como minimo,
una secuencia parcial de acido nucleico de SEC ID NO: 1;

(b) una secuencia de é&acido nucleico que codifica un
polipéptido que tiene, como minimo, una secuencia parcial de
aminodcidos de SEC ID NO: 8;

(c) una secuencia de &cido nucleico que difiere de 1la
secuencia de &acido nucleico de (a) o (b) debido a 1la
degeneracidén del cdbdigo genético:

(d) una secuencia de &cido nucleico que se hibrida a 1la

secuencia de &acido nucleico de (a), (b) y/o (c); vy

(e) una secuencia de A&cido nucleico que codifica wuna
secuencia de aminodcidos gque muestra, como minimo, una
identidad del 20%, preferentemente, como minimo, una

identidad del 50% con la secuencia contenida en (b).

Una “secuencia parcial de &cido nucleico” significa una
secuencia continua de ARN o ADN que carece, como minimo, de un
nucledtido de un extremo o el otro de la SEC ID NO: 1, siendo la
secuencia parcial capaz de regular la expresidn de una proteina que

tiene una actividad bioldégica similar a la de la proteina P2.
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Una “secuencia parcial de aminodcidos” significa wuna
secuencia continua de aminodcidos que carece, como minimo, de un
aminodcido de un extremo o el otro de la SEC ID NO: 8, que tiene
una actividad bioldégica similar a la de 1la proteina P2. En
realizaciones preferentes, la secuencia parcial de aminoacidos
carece de 10, 30, & 50 aminodcidos de los extremos N-terminal y/o
C-terminal del polipéptido.

La presente invencidén se refiere también a secuencias
de &cido nucleico que difieren de la SEC ID NO: 1 debido a la
degeneracidén del cdbdigo genético.

La presente invencidén se refiere ademés a secuencias de
dcido nucleico que se hibridan a la SEC ID NO: 1 bajo condiciones
de hibridacién convencional, preferentemente bajo condiciones
astringentes, tales como las descritas por Sambrook y otros, 1989.
La hibridacidén a astringencia elevada puede ser entre
aproximadamente 65°C y 70°C en una solucidén de 6X SSC, SDS al 0,5%,
5X de solucidén de Denhardt y 100 Mg de ADN portador no especifico.
La sonda preferente tiene 100 bases seleccionadas entre bases
contiguas de la secuencia de polinucledtidos establecidas en la SEC
ID NO: 1. La sonda en exceso se elimina mediante lavado en una
solucién que tiene wuna fuerza i1dénica equivalente inferior a
aproximadamente 0,2X a 0,1X SSC. Un lavado de astringencia elevada
habitual es dos veces durante 30 minutos a 55°C y tres veces
durante 15 minutos a 60°C.

Estas secuencias de &acido nucleico que se hibridan a
las secuencias de acido nucleico de la presente invencidn pueden,
en principio, derivar de cualquier organismo gque posea dichas
secuencias de acido nucleico. Preferentemente, derivan de virus con
ARN de doble cadena. Las secuencias de &cido nucleico que se
hibridan a las secuencias de &acido nucleico de 1la presente
invencién se pueden aislar, por ejemplo, de bibliotecas gendmicas
de diversos organismos.

Dichas secuencias de dcido nucleico se pueden
identificar y aislar mediante la utilizacidn de las secuencias de
dcido nucleico de 1la presente invencidn o fragmentos de estas
secuencias o los complementos inversos de estas moléculas, por
ejemplo, mediante hibridacidén seglin técnicas estédndar (véase
Sambrook y otros, 1989).

Como sonda de hibridacidn se pueden utilizar moléculas

de &4cido nucleico que tienen exactamente o sustancialmente la misma
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secuencia de nucledétidos que la SEC ID NO: 1 o fragmentos de dicha
secuencia. Preferentemente, se utiliza la secuencia de nucledtidos
completa de SEC ID NO: 1. Los fragmentos utilizados como sondas de
hibridacién también pueden ser fragmentos sintéticos obtenidos
mediante técnicas de sintesis convencionales, la secuencia de los
cuales es sustancialmente idéntica a la de las secuencias de &acido
nucleico de la presente invencidén. Una vez se han identificado y
aislado los genes gque se hibridan a las secuencias de acido
nucleico de 1la presente invencidén, es necesario determinar la
secuencia y analizar las propiedades de las proteinas codificadas
por dicha secuencia.

El término “secuencia de &acido nucleico de hibridacidén”
incluye fragmentos, derivados y variantes alélicas de la SEC ID No:
1 que codifica una proteina idéntica o sustancialmente similar o un
fragmento bioldgicamente activo de la misma. Se entiende que los
fragmentos son partes de secuencias de &acido nucleico 1lo
suficientemente 1largas para codificar 1la proteina descrita (o
proteina sustancialmente similar) o un fragmento bioldgicamente
activo de 1la misma. El término “derivado” significa en este
contexto que las secuencias de nucledétidos de estas moléculas
difieren de 1las secuencias de las moléculas de acido nucleico
descritas anteriormente en una o mas posiciones y son altamente
homélogas a dicha secuencia.

“% de identidad” significa en la presente invencidén el
porcentaje de aminodcidos idénticos que estédn presentes en las
correspondientes posiciones cuando se alinean dos secuencias de

aminodcidos para proporcionar la méxima cantidad de nucledtidos o

aminodcidos idénticos en las correspondientes posiciones. La
presente 1invencidén se refiere a proteinas, la secuencia de
aminoacidos de las cuales tiene, como minimo, el 20%,

preferentemente, como minimo, el 50%, mds preferentemente, como
minimo, el 80%, incluso més preferentemente, como minimo, el 85%,
aun més preferentemente, como minimo, el 90%, y lo méds preferente,
como minimo, el 95% de identidad a nivel de aminodcido con la
secuencia de aminoadcidos especifica de la SEC ID NO: 8.

Se puede utilizar el disefio de proteinas para construir
polimerasas modificadas que posean propiedades mejoradas. Dichas
modificaciones pueden incluir, por ejemplo, mutar la secuencia de
aminodcidos de la polimerasa P2 o una proteina que sustancialmente

tenga propiedades similares a efectos de fabricar dicha polimerasa:
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1) menos especificidad de plantilla; 2) mé&s procesiva; o 3) més
eficaz en la catédlisis de la sintesis de ARN sobre plantillas de
dcidos nucleicos de doble cadena, gque la enzima disponible
actualmente. Dicha modificacidén puede incluir ademds optimizar 1la
enzima para la extensidén con el cebador, secuenciacidén o para la
amplificacidén de acidos nucleicos.

Produccidén de la proteina polimerasa de la presente invencidn

La presente 1invencidén da a conocer un método de
expresidén y purificacién de la proteina de la presente invencidn,
preferentemente una proteina polimerasa del virus con ARN de doble
cadena. El1 método comprende (a) cultivar una célula que contiene
dcido nucleico con wuna secuencia que codifica una proteina
polimerasa de la presente invencidén para expresar dicha proteina a
partir de dicho &acido nucleico con la secuencia; (b) recuperar la
proteina del huésped o del medio de cultivo; y (c¢) purificar dicha
proteina. Las secuencias de acido nucleico de la presente invencidén
pueden estar unidas de forma operativa <con los elementos
reguladores en un vector de expresidn, los cuales se introducen en
una célula huésped elegida para producir la proteina Dbajo el
control de las =secuencias. Como realizacidén especifica, la
expresidén y purificacién de la polimerasa P2 de ARN del
bacteridéfago @6 se desarrolla en el ejemplo 1.

La expresidén de la polimerasa de esta técnica se puede
conseguir en cualquier célula huésped adecuada (por ejemplo,
células animales, vegetales, fGngicas o Dbacterianas). En 1la
realizacidn actualmente preferente de 1la presente invencidn, el
huésped de expresidén es la bacteria Escherichia coli

La proteina se aisla vy purifica preferentemente
mediante las etapas, que comprenden:

(a) romper las células huésped en un tampdn para obtener un
lisado celular;

(b) clarificar dicho lisado mediante centrifugacidn;

(c) purificar la proteina utilizando, como minimo, una etapa,
méds preferentemente dos etapas de cromatografia por afinidad;
(d) purificar adicionalmente 1la proteina utilizando, como
minimo, una etapa de cromatografia de intercambio idnico para
obtener una fraccidén que estd esencialmente libre de
actividades de nucleasa y proteasa.

El método de purificacidn comprende preferentemente:

(i) purificar la proteina sobre Agarosa Azul;
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(ii) purificar adicionalmente la proteina sobre Heparina-
agarosa; y

(iii) purificar adicionalmente la proteina sobre Resource Q
para obtener una fraccidén de proteina esencialmente libre de
nucleasas y proteasas y que contiene, como minimo, el 90%,
més preferentemente, como minimo, el 95% de la proteina
polimerasa.

“Esencialmente libre de nucleasas v proteasas”
significa en la presente invencidén que la preparacidén de proteina
purificada no contiene una cantidad detectable de nucleasas y/o
proteasas.

Sintesis de ARN sobre un sustrato de ARN invitro

La presente invencidn se refiere a un método para la
produccién in vitro de ARN, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar sustrato de ARN de cadena simple o ARN de
doble cadena;

(b) poner en contacto dicho sustrato de ARN de cadena simple
o ARN de doble cadena con 1la proteina de la presente
invencidén bajo condiciones suficientes para la sintesis de
ARN; y

(c) recuperar la muestra de ARN de doble cadena recién
producida de la mezcla de reacciédn.

Segin una realizacidén especifica de la presente
técnica, se observd que la polimerasa P2 iniciaba de novo y ademéas
catalizaba la sintesis de la cadena complementaria de longitud
completa sobre un sustrato de ARN de cadena simple produciendo un
producto de ARN de doble cadena del tamaflo apropiado (figura 2,
figura 3 y figura 5). La reaccidén basada en P2 purificada se puede
considerar, por tanto, como el primer modelo in Vitro de

replicacidn fiable establecido para @6, ya que el sistema basado en

la procéapside de @6 dado a conocer previamente (Olkkonen y otros,
1990; Gottlieb y otros, 1990) no puede ayudar en la replicacidén a
menos que se complete el empaquetamiento de ARN (Frilander y otros,
1992) .

En una realizacidn especifica de esta técnica (figura
2), la mezcla de replicacidén de P2, ademds de la proteina P2,
contenia sustrato de ARN m' de cadena simple (segmento m de sentido
positivo del fago @6), cuatro nucledtido trifosfatos (NTP)
incluyendo [o®*?P]UTP y el mismo tampdén descrito para la sintesis de

ARN en el sistema de procépside recombinante (Van Dijk y otros,
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1995). E1 anélisis de 1los productos de reaccidén mostrd que la
presencia de la proteina P2 se correlacionaba con la aparicidn de
una nueva banda de ARN que migraba como una forma de doble cadena
(M) del sustrato de ARN m" y visible tanto en un gel tefiido con
bromuro de etidio (EtBr) como el autorradiograma (figura 2). La
intensidad de banda era proporcional a la cantidad de P2 afiadida en
el intervalo analizado (carriles 2-4). No aparecid banda si P2 se
sustituia por BSA o la mezcla de reaccidn carecia del sustrato de
ARN (carriles 2 y 1).

La caracterizacidén de los productos de replicacidén de
P2 en el andlisis de proteccién de ARNasa llevado a cabo tal como
se muestra en la figura 3C demuestra inequivocamente gque el ARN
recién producido no tiene naturaleza de ARN de doble cadena.
También es evidente a partir del experimento de separacidén de
cadenas (figuras 3A y 3B) que en presencia de un segmento de ARN de
sentido positivo (especificamente, segmento m"), la polimerasa P2
sintetiza la cadena de ARN complementaria de sentido negativo.

Segin una realizacidén especifica de la presente

invencidén, la mezcla para la sintesis de ARN contenia de 0,01 a 0,1
mg/ml de P2 purificada (véase la figura 1, carril 6), de 40 pg/ml a

300 Mg/ml de sustrato de ARN, Tris HCl 50 mM, pH 8,9, acetato de
amonio (NH,OAc) 80 mM, 1 mM de cada uno de ATP y GTP, 0,2 mM de
cada uno de CTP y UTP, PEG4000 al 6% (p/v), MgCl, 5 mM, MnCl, 1 mM,
DTT 2 mM, EDTA 0,1 mM, BSA 0,2 mg/ml, y 800 u/ml de ARNasin. La
mezcla de reaccidén se incubd a 28°C durante 1 h. También se ha
observado que condiciones algo modificadas respaldan wun nivel
detectable de la sintesis de ARN. Especificamente, en el caso de
utilizar wuna plantilla de ARN m', estas condiciones modificadas
pueden implicar uno o varios cambios seleccionados del grupo:

(1) una concentracidén final diferente de proteina P2 en la

mezcla de reaccidén (preferentemente de 0,005 a 0,4 mg/ml),

(2) una preparacidén de proteina P2 menos purificada en 1la

mezcla de reaccidén (figura 2, carril 3);

(3) un tampdén con un valor de pH diferente (preferentemente

un pH de 7,3 a 9,3);

(4) una concentracién diferente de nuclebdsido trifosfatos

(preferentemente de 0,2 a 3 mM de cada NTP);

(5) una concentracidén diferente de PEG 4000

(preferentemente del 0 al 9%);
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(6) una concentracidén diferente de MgCl, (preferentemente de
0 a 10 mM, més preferentemente de 5 a 10 mM) ;

(7) una concentracidén diferente de MnCl, (preferentemente de
0 a 3 mM)

(8) una concentracidén diferente de BSA (preferentemente de
0 a1l mg/ml);

(9) una temperatura diferente de incubacidn
(preferentemente de 20 a 42°C).

Sin embargo, es mas ventajoso incrementar la
concentracién final tanto de ATP como de GTP hasta, como minimo, 1
mM para la sintesis O6ptima de ARN (comparar, por ejemplo, los
carriles 4 y 6 en la figura 2). También es altamente ventajoso
incluir iones Mn?' en la mezcla de reaccidén, ya que se observd que
la adicién de Mn?' aumentaba considerablemente la sintesis de ARN
(comparar, por ejemplo, los carriles 4 y 5 en la figura 2). Ademés,
los presentes inventores han observado gque la adicién de un
detergente no 1idénico, preferentemente Triton X-100 o Tween 20,
preferentemente hasta la concentracidén final del 0,01 al 0,5%, es
también ventajoso para la eficacia de la reaccidén. Los efectos
estimuladores de los nucledtido trifosfatos de purina vy el
manganeso en la sintesis de ARN dependiente de ARN han sido
descritos tanto para el complejo de polimerasas de @ (Van Dijk y
otros, 1995) como para algunas otras polimerasas virales
(Blumenthal, 1980, y las referencias en la misma) .

En otra realizacién de 1la presente invencidén, se
demostrd que la polimerasa P2 replicaba varios sustratos diferentes
de ARN de cadena simple tanto relacionadas con el fago @ como
heterdlogos. En primer lugar, se analizd un conjunto de diversos
ARN de cadena simple especificos de @6 en el andlisis de polimerasa
P2 (figura 5, carriles 1-8). Las copias exactas de los segmentos de
ARN de cadena simple tanto grandes (1*) como pequefios (s*) del fago
@P6 produjeron productos de ARN de doble cadena marcados que migran
en el gel en las posiciones de L y S, respectivamente. La eficacia
de la replicacidén de estos dos sustratos era muy prdxima a la del
ARN m" (figura 5, carriles 1-3) también utilizado como sustrato en
las realizaciones descritas anteriormente. Se observdé una eficacia
de replicacidén comparable para los segmentos naturales de cadena
simple aislados de la mezcla de transcripcidén de nucleocépside de
@6 (carril 8). Otra sustancia analizada fue el transcrito largo de

13,5 kb que consistia en segmentos s*, m', y 1% fusionados (Qiao y
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otros, 1997). El producto de doble cadena en este caso migrd de
manera notablemente mds lenta que el segmento L indicando wuna
replicacidn completa o casi completa. Vale la pena indicar que se
conserva la parte terminal en 3’ de 70-80 bases de largo de los
tres segmentos de (6 y se cree que forman una estructura secundaria
amplia (Mindich vy otros, 1994). Todos los sustratos de ARN
mencionados anteriormente contenian esta caracteristica y eran
replicables. De este modo, era interesante estudiar el posible
efecto de la secuencia proximal en 3’ sobre la replicabilidad in
vitro del ARN. Se sintetizdé un segmento s* truncado que carecia de
158 nucledétidos en el extremo 3’ y se utilizd como sustrato en la
reaccién de replicacidén (carril 4). De manera sorprendente, no se
observd reduccidén en el rendimiento del producto. Por el contrario,
la eficacia de la replicacidn fue algo méds elevada que la del s™ no
modificado. Se detectd una replicacidén incluso mas eficaz para el
ARN s' extendido con 13 nucledtidos extra originarios del plasmido
polienlazador (carril 5). Sin embargo, la adicidén de 31 nucledtidos
polienlazadores al segmento s+ redujo de manera significativa el
rendimiento del producto de ARN de doble cadena (carril 6). De este
modo, se concluyd que: 1) ni la estructura secundaria conservada ni
la secuencia especifica de @6 en el extremo 3’ de un sustrato de
ARN son criticas para la replicacidn in vitro dirigida por P2; sin
embargo, 2) la eficacia de 1la replicacidén si depende de 1la
secuencia en el extremo 3’ del sustrato. En segundo lugar, también
se demostrd que la polimerasa P2 replicaba de manera eficaz un
conjunto de plantillas de ARN de cadena simple heterdélogo, no
relacionadas con ninguno de los tres segmentos de ARN de @6. Todos
log ARN analizados resultaron ser sustratos adecuados para la
reaccidén de replicacidén, aunque el rendimiento del ARN de doble
cadena producido dependia de 1la naturaleza de la plantilla de
entrada (figura 5, carriles 9-12). La mezcla de los transcritos de
fago T7 dio lugar a una sintesis muy eficaz de varias muestras de
ARN de doble cadena (carril 9). Las plantillas eficaces fueron el
ARN mensajero de la luciferasa de luciérnaga y los transcritos de
sentido positivo del virus de la lengua azul (carriles 10 y 12). La
replicacidén del ARN gendmico del colifago MS2 era ineficaz de
manera reproducible conduciendo a un producto de ARN de doble
cadena apenas visible en el gel tefiido con EtBr original. Incluso
en este caso, la banda del producto era claramente detectable en el

autorradiograma (carril 11) . Adicionalmente, también eran
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replicables con 1la proteina P2 (datos no mostrados) otros ARN,
concretamente ARNm que codificaban tiorredoxina (transcrito T7 de
PET32b (+) cortado con Xho1), proteina verde fluorescente
(transcrito T7 de pTU58 cortado con ECORI) vy 1luciferasa de
luciérnaga fusionada con neomicina fosfotransferasa II (transcrito
T7 de pTZluc(NPT2) cortado con XhoI), vy wuna mezcla de ARN
ribosomales 16S y 23S de E.coli (Boehringer). También vale la pena
indicar que la enzima mostrd una procesividad elevada, siendo capaz
de replicar las plantillas de ARN hasta 13,5 kb de longitud (figura
5, carril 7) y probablemente incluso méds largas (figura 5, carril
9) .

La replicacidén completa y eficaz de diferentes
plantillas de ARN de cadena simple sugiere un método general para
la produccidén in vitro de ARN de doble cadena utilizando 1la
proteina polimerasa de la presente invencidén. Este método parece
ser particularmente UGtil conociendo la importancia del ARN de doble
cadena como potente regulador de muchos procesos celulares (Sharp,
1999). Durante varias décadas, se han conocido moléculas de ARN de
doble cadena como potentes inhibidores de 1la traduccidén en
eucariotas superiores. Recientemente, se ha demostrado que el ARN
de doble cadena provoca la denominada interferencia de ARN (ARNi)
en algunos animales, tales como insectos, nematodos, tripanosomas y
el pez cebra. La informacidén adicional sobre los mecanismos
bioquimicos mediados por el ARN de doble cadena proviene de plantas
que se ha observado que responden al ARN de doble cadena en forma
de silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS). De manera
destacada, tanto el ARNi como PTGS son mecanismos especificos de
secuencia que implican que la expresidén de un gen diana sea
inhibida con un fragmento de ARN de doble cadena que tiene una
secuencia homdéloga al gen o a su parte. Mas ejemplos de regulacidn
dependiente de ARN de doble cadena se descubrirdn probablemente en
el futuro més prdximo. En este aspecto, el método dado a conocer
para la sintesis de ARN de doble <cadena con la secuencia
predeterminada representa un gran avance genuino tanto en
investigacidn como en posibles aplicaciones de mecanismos
desencadenados por ARN de doble cadena. En una realizacidn
preferente de la presente invencidén, la polimerasa utilizada en el

método de la produccidn de ARN de doble cadena es la ARN polimerasa
P2 originaria del bacteridéfago @ . El1 sustrato de ARN de cadena

simple para el método se puede producir in vitro o purificar a
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partir de fuentes celulares o virales. Las condiciones adecuadas
para la replicacidén del ARN de cadena simple pueden ser tal como se
ha descrito en una realizacidn especifica de esta técnica (véase el
ejemplo 2) o pueden modificarse de manera que no comprometa la
produccidén de una cantidad detectable del producto de ARN de doble
cadena. Dependiendo de las necesidades e intenciones del usuario,
el ARN de doble cadena producido se puede utilizar con o sin
purificacién adicional de los otros componentes de la mezcla de
reaccién.

En una realizacidn especifica de la presente técnica,
también se observd que P2 utilizaba ARN de doble cadena, purificada
de @6 o de genomas de ARN de doble cadena no especificos de otros
virus (L-A, BTV, CPV), como plantillas para la sintesis de ARN
(figura 8 y no mostrado). En la presente invencidén, a la reaccidn
de sintesis de ARN en presencia de un sustrato de ARN de doble
cadena se hace referencia como transcripcidén de ARN. Como resultado
de la transcripcidén de ARN, el ARN recién sintetizado forma dobles
cadenas con la cadena de plantilla de la plantilla del ARN de doble
cadena y desplaza la cadena que no es de la plantilla antigua. En
el caso del sustrato de ARN de doble cadena derivado de @6, se
observa que P2 sintetiza predominantemente el ARN de cadena
positiva (figura 9).

Sintesis de ARN sobre el sustrato de ADN

La presente invencidén se refiere a un método para la
produccién in vitro de ARN, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar sustrato de ADN de cadena simple o ADN de
doble cadena;

(b) poner en contacto dicho sustrato de ADN de cadena simple
con la proteina de la presente invencidén bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN; vy

(c) recuperar de la mezcla de reaccidn las muestras de acido
nucleico recién producido.

Ademds de los ARN de doble cadena naturales, P2 también
cataliza la transcripcidén de ARN sobre plantillas de ARN de doble
cadena sintético (figura 9A, m' preparado a partir de ARN de cadena
simple utilizando el método para la produccidén de ARN de doble
cadena reivindicado en la presente invencidén. De manera especifica,
se utilizaron las siguientes etapas para preparar sustrato de ARN
de doble cadena sintético para el experimento anterior (véase

también el ejemplo 2 para més detalles):
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a) produccién de ARN de cadena simple m" utilizando una
transcripcidén in vitro con la ARN polimerasa de T7 de un
plasmido linealizado que contiene una copia de ADNc m' bajo
el control de un promotor de T7;
b) replicacién del ARN de cadena simple m" con la polimerasa
P2; vy
c) posterior purificacién del ARN de doble cadena recién
formado del segmento M a través de un gel de agarosa al 1%
para conseguir la separacidén de dicho ARN de doble cadena
respecto a otros componentes de la mezcla de replicacidn.
Segin algunas realizaciones adicionales de la técnica,
se observd que un grupo de ADN de cadena simple (ejemplificado por
desoxirribooligonucledtidos sintéticos, ADN de cadena simple lineal
del fago M13) era replicable con P2 (figura 10A y no mostrado) bajo
condiciones similares a las descritas anteriormente para ARN de
cadena simple. La reaccidn da lugar a dobles cadenas que consisten
en un ADN plantilla y una réplica del ARN recién producido. Ademés,
se observa que algunos ADN de doble cadena lineales sirven como
plantillas para la sintesis de ARN catalizada por P2 (figura 10B).
De nuevo, como en el caso de las plantillas de ARN, los ADN de
cadena simple son sustratos mucho mds eficaces que los de doble
cadena.
Condiciones para la sintesis de ARN sobre sustratos de ARN y ADN
El método para producir ARN in vitro comprende :
- proporcionar sustrato de ARN o ADN;
- poner en contacto dicho sustrato de ARN o ADN con la
proteina de la presente invencidn bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN en una mezcla dgue
comprende:
(a) sustrato de acido nucleico, preferentemente de 40 a
400 Mg/ml;
(b) proteina de las reivindicaciones 1 a 5,
preferentemente de 0,005 a 0,5 mg/ml;
(c) tampdn, preferentemente pH 7,3-9,3;
(d) diones MgCl,, preferentemente de 0 a 10 mM, més
preferentemente de 5 a 10 mM;
(e) nuclebsido trifosfatos, preferentemente de 0,2 a 3
mM de cada NTP;
(f) PEG, preferentemente del 0 al 9%;

(g) acetato de amonio, preferentemente de 0 a 200 mM;
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(h) MnCl,, preferentemente de 0 a 3 mM;

(i) BSA, preferentemente de 0 a 1,0 mg/ml;

(j) DTT, preferentemente de 0 a 5 mM;

(k) un detergente no idénico, preferentemente del 0 al

0,5%

- incubar la mezcla de reaccidn entre 20 y 42°C, vy
- recuperar de la mezcla de reaccidén las muestras de A&acido
nucleico recién producido.

Método para la amplificacién invitro de ARN

La presente invencidén se refiere a un método para la

amplificacidén invitro de ARN, que comprende las etapas de:
(a) proporcionar sustrato de ARN;
(b) poner en contacto dicho sustrato de ARN con la proteina
de cualquiera de las de 1la presente invencidn bajo
condiciones suficientes tanto para la replicacidén de ARN
como para la transcripcidén de ARN; y
(c) recuperar de la mezcla de reaccidén una mezcla del ARN
amplificado recién producido.

La presente invencidén se refiere ademds a un método que
comprende las etapas de:

(a) proporcionar sustrato de ARN de cadena simple;

(b) replicar dicho sustrato de ARN de cadena simple con la
proteina de la presente invencidén para forman ARN de doble
cadena;

(c) transcribir dicho ARN de doble cadena con la proteina de
la presente invencidn para obtener ARN de cadena simple; y

(d) repetir las etapas de amplificacién hasta haber obtenido
una cantidad suficiente de productos de sintesis de ARN.

De manera destacada, la transcripcidn impulsada por P2
del segmento M sintético (figura 9, M) se 1llevdé a cabo bajo
condiciones indistinguibles de las utilizados preferentemente para
la replicacidén de m*'. Este hecho permite sugerir que el ARN de
doble cadena recién formado en la replicacidn catalizada por P2 de
un sustrato de ARN de cadena simple pueda servir como plantilla
para la transcripcién catalizada por P2. Dichos hechos simultaneos
de replicacidén y transcripcidén en un UGnico tubo de ensayo implican
que una reaccidn programada con un sustrato de ARN de cadena simple
no dara lugar solamente a muestras de ARN de doble cadena
(productos de la replicacidén del ARN de cadena simple de entrada),

sino también a muestras de ARN de cadena simple (productos de
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transcripcidén de la muestra de ARN de doble cadena recién formado) .
Como minimo, algunos de los ARN de cadena simple recién formados
tendradn la misma polaridad que el sustrato de ARN de cadena simple
de entrada, implicando, de este modo, la amplificacidén del sustrato
de entrada en la mezcla de reaccidn que contenia P2. En principio,
el ARN de cadena simple recién producido mencionado anteriormente
podria a su vez someterse a una ronda adicional o incluso varias
rondas de dicha amplificacidén. En base a este esquema, la presente
invencidén da a conocer un método para la amplificacidén de ARN que
consiste en las etapas de: a) proporcionar un sustrato de ARN; b)
poner en contacto este ARN con 1la proteina polimerasa de la
presente invencidén; recuperar el ARN amplificado. Bajo las
condiciones actualmente preferentes, 1la transcripcién de ARN de
doble cadena es algo menos eficaz que la replicacidén de ARN de
cadena simple calculada utilizando un andlisis con fosfoimégenes de
las intensidades de banda.

La presente invencidén se refiere también a un método
para la produccién in vitro de ARN, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato de ARN de cadena simple mediante
la transcripcién de una plantilla de ADN con una ARN
polimerasa dependiente de ADN; vy
(b) replicar dicho sustrato de ARN de cadena simple con la
proteina, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
para formar ARN de doble cadena.

Este método se puede utilizar en un método para la
amplificacidén invitro de ARN que comprende ademds las etapas de:

(c) transcribir dicho ARN de doble cadena con la proteina,
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para obtener
ARN de cadena simple; vy

(d) repetir las etapas de amplificacidén hasta haber obtenido
una cantidad suficiente de productos de sintesis de ARN.

En una realizacidn especifica de la presente invencidn,
se puede proporcionar sustrato de ARN de cadena simple para la
replicacidn catalizada por P2 mediante la transcripcidn de
plantillas de ADN con una ARN polimerasa dependiente de ADN. En un
caso preferente, la ARN polimerasa dependiente de ADN deriva de un
bacteridéfago. Lo mads ventajoso es que el bacteridéfago se seleccione
del grupo gque consiste en los bacteridfagos T7, T3, y SP6. En
algunas realizaciones de la técnica, dicha transcripcidén de una

plantilla de ADN con una ARN polimerasa dependiente de ADN y la
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replicacidén catalizada por P2 del ARN de cadena simple lineal
recién producido puede tener 1lugar en el mismo recipiente de
reaccién. Se llevaron a cabo experimentos especiales a efectos de
demostrar la posibilidad de 1la dGltima estrategia. En estos
experimentos, el ADN de doble cadena 1lineal gque contenia el
promotor de la ARN polimerasa de T7 (concretamente, pLM659 cortado
con Sma) se incubd tanto con ARN polimerasa de T7 como con ARN
polimerasa P2 bajo esencialmente las mismas condiciones que las
descritas en el ejemplo 2 para la replicacidn de ARN catalizada por
P2, a excepcidn de que la temperatura fue de 37°C. Los productos de
reaccién comprendian esencialmente la mezcla de ARN de cadena
simple y ARN de doble cadena que migran en la electroforesis en gel

+

de agarosa estédndar en las posiciones de los segmentos s* y S

correspondientes de @6 (no mostradas). Sb6lo se formaron muestras de
ARN de cadena simple cuando se omitid P2 de la mezcla de reaccidn.
En base a los hallazgos indicados anteriormente, 1la
presente invencidén da a conocer métodos para la produccidén de ARN
utilizando la polimerasa de la presente invencidén en contacto con
plantillas de &cido nucleico diferentes. Algunos de estos métodos
se diseflan para ser utilizados para aplicaciones especiales, tales
como el incremento de la estabilidad de 4&acidos nucleicos,
secuenciacidén independiente de cebador y extensidédn con cebador.
Método para la estabilizacidén de acidos nucleicos
La presente invencidn se refiere a un método para la

estabilizacidén de acidos nucleicos, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar sustrato de adcido nucleico de cadena simple;

(b) poner en contacto dicho sustrato de &cido nucleico de

cadena simple con la proteina de la presente invencidén bajo

condiciones suficientes para la sintesis de ARN a efectos de

convertir, como minimo, parte del sustrato de &acido nucleico

de cadena simple en la forma de A&acido nucleico de doble

cadena;

(c) recuperar de la mezcla de reaccidén los &acidos nucleicos

totales;

el método puede comprender opcionalmente las etapas

adicionales de:

(d) poner en contacto dichos &cidos nucleicos totales con una

preparacidén gque contiene wuna nucleasa o nucleasas que

degradan selectivamente los 4&cidos nucleicos de cadena

simple, pero no los &acidos nucleicos de doble cadena; y
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(e) recuperar 1los &cidos nucleicos de doble cadena due
muestran una mayor estabilidad a la degradacidén por
nucleasas.

El método de incrementar la estabilidad de un &acido
nucleico de cadena simple se basa en el fendmeno de que los acidos
nucleicos de doble cadena son resistentes a la degradacidn por
nucleasas especificas de las cadenas simples Dbajo ciertas
condiciones (tal como se muestra, por ejemplo, en la figura 3C).
Determinacién de la secuencia de bases nucleotidicas de un acido
nucleico lineal

La presente invencidén se refiere a un método para la
determinacién de la secuencia de Dbases nucleotidicas de una
molécula de acido nucleico lineal, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una molécula de acido nucleico lineal;

(b) incubar dicha molécula de &acido nucleico bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN en una mezcla dque
comprende:

- proteina de la presente invencidn;

- cuatro nucledsido trifosfatos o andlogos funcionales de los
mismos; y

- como minimo, uno de cuatro agentes de terminacién de la
sintesis de ARN que terminan la sintesis de ARN en una base
nucleotidica especifica,

donde cada uno de dichos agentes termina la sintesis de ARN
en una base nucleotidica diferente;

Yy

(c) separar los productos de ARN terminados de la reaccidén de
incubacidén segin su tamaiflo, mediante lo cual se puede
determinar, como minimo, una parte de la secuencia de bases
nucleotidicas de dicha molécula de acido nucleico.

El método de la secuenciacidén enzimdtica independiente
de cebador de un &cido nucleico depende del hecho de que 1la
polimerasa de la presente invencidén (proteina P2 en una realizacidn
preferente) puede iniciar la sintesis de ARN 1) sin cebadores y 2)
empezando desde el nucledétido del extremo 3’ de una plantilla de
dcido nucleico (ARN de cadena simple en una realizacidn preferente)
(figura 7). Debido a esta Ultima caracteristica, las cadenas de ARN
recién producidas tendran un extremo 5’ uniforme en el caso de que
la preparacidén de plantilla sea homogénea. De manera ventajosa, se

ha demostrado que la polimerasa de la presente invencidén es capaz
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de incorporar 3’-desoxinucledtidos en la cadena de ARN creciente
dando lugar a una terminacidén de cadena en posiciones especificas
(no mostrado). En la técnica anterior (por ejemplo, patente de
Estados Unidos No. 5173411 y las referencias en la misma; y Axelrod
y Kramer, 1985) se han descrito varios métodos de secuenciacidn de
dcidos nucleicos basados en las reacciones de polimerizacidén de ADN
o ARN. En todos estos métodos, 1la polimerizacidén provoca la
terminacidén en bases especificas a través de la incorporacidén de

agentes terminadores de cadena especificos en las bases, por

ejemplo, didesoxinucledétidos (para ADN polimerasas) o
3’ -desoxinucledtidos (para ARN polimerasas). En el caso de
secuenciacién basada en ADN polimerasas, la polimerizacidén se

inicia a partir de un cebador complementario a la plantilla de
interés. Las ARN polimerasas dependientes de ADN se han utilizado
para secuenciar ADN sin cebadores (Axelrod y otros, 1985). Sin
embargo, en este caso, 1la plantilla de ADN debe contener un
promotor especifico para el inicio de la sintesis de ARN. De manera
ventajosa, el método de secuenciacidn de &acidos nucleicos de 1la
presente técnica no requiere ni cebador ni promotor. La dunica
limitacidén de este método es la presencia de un extremo 3’ libre en
el polinucleétido a secuenciar.
Método de extensidn con cebador

La presente invencidén también da a conocer un método
para la extensidén con cebador utilizando la polimerasa de la
presente invencidén. El1 método de la extensidén con cebador se basa
en la observacidn realizada en una realizacidn especifica de 1la
presente invencidén, donde se utilizdé P2 para sintetizar ARN en
presencia de una plantilla de &cido nucleico gque comprende
esencialmente una plantilla de ARN de cadena simple y un cebador de
desoxirribooligonucledétidos marcado complementario a una parte
interna de dicha plantilla. Se observd que la polimerasa P2 podia
extender el cebador mediante la adicidén de nucledtidos a su extremo
3. Este tipo de sintesis de ARN dependia completamente de la
presencia de la plantilla de ARN de cadena simple. El tamafio del
producto de reaccidn principal concordaba con la suposicidn de que
la polimerizacidén de ARN comienza desde el extremo 3’ del cebador y
continGa hasta que la polimerasa alcanza el extremo 5’ de 1la

plantilla de ARN de cadena simple (no mostrada) .
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Kit para la sintesis invitro de ARN y para la secuenciacidn

La presente invencidén también da a conocer kits para la
sintesis in vitro de ARN. Los kits incluyen una preparacidén de la
proteina polimerasa de la presente invencidén y aditivos necesarios
para un nivel adecuado de la sintesis de ARN. La posible naturaleza
de estos aditivos se entiende facilmente a partir de la descripcidn
detallada de la sintesis in vitro de ARN (ejemplos 2 y 3). Los
aditivos comprenden habitualmente tampones, sales, PEG y/o DTT. En
una realizacidén especifica de la presente invencidn, el kit puede
contener nucledsido trifosfatos y/o una preparacidn (o
preparaciones) de &acidos nucleicos que se ha observado que
estimulan la sintesis detectable de ARN. En otra realizacidn
especifica, 1la mezcla de nucledsido trifosfatos también puede
contener, como minimo, un nucledsido trifosfato modificado para
contener un marcador detectable.

La presente invencidén da a conocer también un kit
utilizado de manera especifica para la secuenciacidén. Dicho kit
comprende, como minimo, un agente terminador de la sintesis de ARN
que termina la sintesis de ARN en una base nucleotidica especifica.
Incorporacidén de nucledétidos modificados quimicamente en el
producto de ARN

Ademds de los nucledsido trifosfatos normales o
marcados radioactivamente, los presentes inventores han demostrado
que una polimerasa de la presente invencidn incorpora nucledtidos
modificados quimicamente en el producto de ARN. Esta incorporacidn
posibilita wun andlisis de la sintesis de ARN que utiliza
metodologia no radioactiva, tal como la basada en la deteccidn por
fluorescencia o quimioluminiscencia. Los productos de ARN que
contienen marcadores fluorescentes u otros marcadores no
radioactivos también se pueden utilizar, por ejemplo, como sondas
de ARN.

En una realizacidén preferente, las mezclas de
replicacidn de P2 esténdar que contienen un sustrato de ARN de
cadena simple se complementaron con 0,02 a 0,1 mM de Alexa
Fluor®488-5-UTP (Molecular Probes), coumarin-5-CTP (New England
Nuclear), o biotin-11-CTP (New England Nuclear). Las reacciones se
incubaron durante 1 hora a 30 °C. A continuacidn, las mezclas de
reaccidén se pasaron a través de columnas de centrifugacidn AutoSEC
G-50 (Pharmacia) para purificar productos de ARN de los andlogos de

nucledtidos no reaccionados y de los otros contaminantes de peso
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molecular bajo. A continuacidn, se mididé la incorporacidén de los
andlogos de nucledétidos en el ARN recién producido en las
fracciones que atravesaban el filtro utilizando un
espectrofluordmetro (en el caso de Alexa Fluor®488-5-UTP vy
coumarin-5-CTP) o un anadlisis de transferencia por puntos (para
biotin-11-CTP). En cada uno de estos casos, se encontrd una parte
detectable del andlogo en la fraccidén del producto de ARN (figura
11).
EJEMPLO 1
Expresién y purificacién de polimerasa P2 recombinante de
bacteridéfago @6
Construccién de la cepa productora de P 2

Para construir un plésmido para la expresién de la
proteina P2, se amplificd el gen de P2 (SEC ID NO: 1) a partir de
una plantilla de pLM687 (Mindich y otros, 1994) con la ADN
polimerasa recombinante de Pfu (Stratagen) y los oligonucledtidos
5’ -GGTAAGCGCCATATGCCGAGGAGA-3"' (SEC ID NO. 2) v
5/ -TACGAATTCCGGCATGATTACCTAGGCATTACA-3’ (SEC ID NO. 3), que actlan
como cebadores en direccidn 5’ y en direccidn 3’, respectivamente.
El fragmento de PCR digerido con NdeI y ECORI (sitios subrayados en
las secuencias de los cebadores) se purificdé en gel y se unid con
el fragmento grande del vector pET32b(+) cortado con NdeI-ECORI
(Novagen) . Se transformd el BL21(DE3) de E. coli (Studier vy
Moffatt, 1986; adquirido de Novagen) con el plasmido resultante
pEM2 para producir la cepa productora de P2 BL21(DE3/pEM2). Se
determindé la secuencia del inserto de P2 completo (SEC ID NO: 8).
Se encontrd un Gnico cambio de aminoadcido, Ile457 a Met, cuando se
compard con la secuencia de la proteina publicada (Banco de genes,
AAA32355). También se encontrd un coddén de metionina en esta
posicidén en el plésmido pLM687 gque se habia wutilizado como
plantilla para la amplificacidn génica. Este plésmido contiene 1la
copia de ADNc del segmento gendmico grande completo del fago @ vy
se ha utilizado anteriormente en experimentos de genética inversa
para producir particulas de virus viables (Mindich y otros, 1994).
De este modo, el cambio observado no perjudica a la actividad de P2
en el virus.
Expresion y purificacion de la proteina P2 recombinant e

La purificacidén de la proteina P2 se siguid mediante
SDS-PAGE en gel de acrilamida al 12,5% (Olkkonen y Bamford, 1989) y

mediante inmunotransferencia con anticuerpos policlonales de conejo
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desarrollados contra particulas del complejo de polimerasas (PC)
recombinantes (Frilander y Bamford, 1995). La cepa BL21(DE3/pEM2)
produjo una cantidad detectable de la proteina P2 soluble entre 15
y 23°C valorada mediante andlisis SDS-PAGE e inmunotransferencia
(figura 1, carriles 1-3). Vale la pena mencionar que la expresidn
entre 28 y 37°C condujo a una produccidén mucho mas elevada de P2,
con casi toda la proteina sintetizada en una forma insoluble (no
mostrado) . Para conseguir la expresidn de P2 soluble, se desarrolld
a 37°C con agitacidén un cultivo de partida de BL21(DE3/pEM2) en el
medio LB que contenia 150 mg/ml de ampicilina hasta que la DO0540
llegé a 0,5. A continuacidén, éste se diluyd 50 veces en 3 L del
mismo medio. El cultivo diluido se desarrolld posteriormente a 37°C
hasta una DO540 de 1,0. El1 cultivo se enfridé en hielo y se indujo
con 1 mM de isopropil B-D-tiogalactopirandésido (IPTG). Las células
inducidas con IPTG se transfirieron a continuacidén hasta 15°C,
donde se agitaron durante 18 h (véase la figura 1, carriles 1-2).
De forma alternativa, se realizd la expresidn a 20-23°C agitando el
cultivo inducido durante 14 horas. Todas las siguientes etapas, a
menos que se indique lo contrario, se vrealizaron a 4°C. Se
recogieron las bacterias mediante centrifugacidén y se
resuspendieron en 30 ml de tampdén Al (NaCl 100 mM, Tris HC1l 50 mM,
PH 8,0, EDTA 1 mM). La suspensidén se pasd 3 veces a [ 105 MPa a
través de una celda de presidn francesa preenfriada. Se afiadid
fluoruro de fenilmetilsulfonilo a 1 mM después del primer pase. El
lisado se centrifugdé a 120.000 g durante 2 h 30 min. La fraccidén
sobrenadante (figura 1, carril 3) se cargd en una columna de
afinidad con colorante (Cibacron Blue 3GA, Sigma). Las proteinas
unidas a la columna se eluyeron con tampdén AS (NaCl 500 mM, Tris
HCl 50 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM). Las fracciones recogidas que
contenian P2 (figura 1, carril 4) se diluyeron cinco veces con agua
destilada enfriada en hielo y se aplicaron sobre una columna de
heparina-agarosa (Sigma). Las proteinas se eluyeron con un
gradiente lineal de 0,1 a 1 M de NaCl tamponado con Tris HC1l 50 mM,
PH 8,0 y EDTA 1 mM. Las fracciones que contenian P2 (figura 1,
carril 5) se agruparon y diluyeron diez veces con Tris HCl 20 mM,
PH 8,0, se filtraron e inyectaron en una columna Resource Q
(Pharmacia; temperatura ambiente). La elucién de las proteinas
unidas se realizd con un gradiente de 0 a 0,5 M de NaCl tamponado
con Tris HC1l 50 mM, pH 8,0 y EDTA 0,1 mM. P2 se eluyd como un unico

pico a aproximadamente NaCl 90-100 mM (figura 1, carril 6). La
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concentracién de la proteina P2 purificada se determindé mediante la
absorbancia a 280 nm en clorhidrato de guanidina 6 M (en base al
valor de 1,39 por 1 mg/ml calculado para la proteina no plegada;
Edelhoch, 1967). El rendimiento estimado de la proteina purificada
fue de aproximadamente 1 mg por 1litro del cultivo bacteriano.
Normalmente se obtuvieron rendimientos algo mejores cuando P2 se
expresd entre 20 y 23°C. La P2 purificada se almacend en hielo
durante hasta un mes sin pérdida detectable de actividad o
integridad de la proteina.
EJEMPLO 2
Replicacidén de ARN
Cepas bacterianas y plasmido s

DH5a de Escherichia coli (Gibco-BRL) fue el huésped
para la propagacidén del pléasmido y la clonacién molecular. Los
pléasmidos pLM659 (Gottlieb y otros, 1992b), pLMe56 (Olkkonen vy
otros, 1990) vy pLM687 (Mindich y otros, 1994) permitieron la
produccién de las copias de ARN de cadena simple de sentido
positivo de los segmentos gendmicos del bacteridéfago s*, m" y 17,
respectivamente. Se utilizdé el plasmido pLM1809 (Qiao y otros,
1997) para la sintesis de un ARN largo que contenia los segmentos
s*, m" y 1" fusionados. Se utilizdé el plasmido pGEMluc (Promega)
para producir el ARNm de 1luciferasa de Photinus pyralis. Los
plédsmidos pTU58 (Chalfie y otros, 1994) y pTZluc(NPT2) (Makeyev y
otros, 1996) fueron las plantillas para la produccidén de ARNm gue
codificaban la proteina verde fluorescente y la fusidén
translacional de luciferasa de luciérnaga y neomicina
fosfotransferasa II.
Preparacion de sustratos de ARN de cadena simple

Se prepararon sustratos sintéticos de ARN de cadena
simple mediante transcripcidn in vitro con ARN polimerasas de SP6
(para pGEMluc) o T7 (para el resto de plantillas de ADN). Los ARN
no marcados se produjeron en mezclas de transcripcidén de 50 Pl, en
principio tal como se ha descrito en Makeyev y otros, 1996. Las
mezclas se incubaron a 37°C durante 2 horas y, a continuacidn, se
detuvieron mediante la adicidén de 1 unidad de ADNasa RQ (Promega)
por 1 Hg de plantilla de ADN de entrada. La incubacidén se continud
durante 15 min adicionales a 37°C. Las preparaciones de ARN se
extrajeron sucesivamente con fenol/cloroformo (1:1) y cloroformo,
se precipitaron con LiCl 3 M y se disolvieron en agua estéril. El

ARN m" marcado se sintetizd tal como recomienda Promega. La mezcla
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(25 Y1) contenia 1 mCi/ml de [o?P]UTP (Amersham, 3000 Ci/mmol), 20

unidades de ARNasin, 4 Hg de plLMé656 tratado con Xbal (NEB) vy
nucleasa de habas de mung (Promega), vy 40 unidades de ARN
polimerasa de T7. La reaccidén se 1llevd a cabo durante 1 hora y, a
continuacidén, se procesd tal como se ha descrito para transcritos
no marcados con la Unica excepcidén de gque el ARN marcado se
purificé adicionalmente pasando a través de una columna de
centrifugacidén Sephadex G25 (Pharmacia) después de la etapa de
precipitacidén con LiCl. Se prepard una mezcla de los transcritos
naturales de @ (segmentos de cadena simple s*, m*, y 17) utilizando
una transcripcidén dirigida por nucleocidpside (Bamford vy otros,
1995), seguido de extraccidén con fenol y tres precipitaciones
sucesivas con LiCl. La concentracién de ARN se mididé mediante
densidad Optica a 260 nm. La calidad de los ARN se determind
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% (PAAG) que
contenia urea 7,5 M o en el gel de agarosa estandar al 1% (Pagratis
y Revel, 1990).
Andlisis de la sintesis in vitro de AR N

La actividad de replicacidn de la proteina P2 preparada
tal como se ha descrito en el ejemplo 1 se analizd habitualmente en
una mezcla de reaccidén de 10 M1 que contenia Tris HC1 50 mM, pH
8,9, acetato de amonio 80 mM (NH,OAc), PEG4000 al 6 % (p/v), MgCl, 5
mM, MnCl, 1 mM, DTT 2 mM, EDTA 0,1 mM, 1 mM de cada uno de ATP y
GTP, 0,2 mM de cada uno de CTP y UTP (los cuatro nucledtido
trifosfatos de Pharmacia), BSA 0,2 mg/ml (libre de nucleasa, NEB),

y ARNasin 0,8 u/pl. La concentracidén final de los sustratos de ARN

afiadidos variaba desde 40 Hdg/ml hasta 300 Hg/ml. A menos que se
indique lo contrario, la mezcla se complementd con 0,25-0,5 mCi/ml
de [o?P]UTP (Amersham, 3000 Ci/mmol). Las reacciones se iniciaron
mediante la adicidén de 0,2-2 Pl de la preparacidén de proteina P2.
En las reacciones de control (“solo tampdn”), la P2 se sustituyd
con un volumen igual del tampdn P2 (Tris HC1 50 mM, pH 8,0, NaCl 90
mM, EDTA 0,1 mM, BSA 0,2 mg/ml). Las mezclas de incubaron a 28°C
durante 1 hora y se procesaron para un andlisis posterior. Se
utilizaron en este estudio para el andlisis de ARN dos tipos de
electroforesis en gel de agarosa, ambas originalmente descritas por
Pagratis y Revel (1990). El1 primer tipo de -electroforesis
utilizado, o estandar, para conseguir la separacidén del ARN de

cadena simple de sentido positivo y los correspondientes segmentos
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de ARN de doble cadena, se llevd a cabo en geles de agarosa al 1%
que contenian 0,25 Hdg/ml de EtBr y se tampond con 1xTBE
(Tris-borato 50 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM). Para el andlisis de los
productos de polimerizacidén de P2, la reaccidn se detuvo mediante
la adicidén de un volumen igual de tampdn U2 (Urea 8 M, EDTA 10 mM,
SDS al 0,2%, glicerol al 6% (v/v), azul de bromofenol al 0,05% y
xileno cianol FF al 0,05%). Después de la separacién de ARN (5
V/cm), los geles se irradiaron con luz UV y se fotografiaron. Para
determinar la posicidn de las bandas marcadas radioactivamente, los
geles se secaron y se expusieron con una pelicula Fuji Super RX. La
figura 2 vy la figura 5 muestran resultados habituales de 1la
replicacidn de ARN catalizada  por P2 analizada mediante
electroforesis estandar.

La segunda técnica fue el anédlisis con gel de
separacidén de cadenas. En este caso, la electroforesis se realizd
en agarosa al 1% tamponado con 1xTBE y no contenia EtBr. Las
muestras para el andlisis se prepararon deteniendo las mezclas de
reaccién de P2 con 4 volGmenes de EDTA 100 mM, seguido de
extracciones con fenol/cloroformo (1:1) vy cloroformo. La fase
acuosa se llevd a 2,5 m en NH,OAc y se precipitd con 2,5 volGmenes
de etanol. Los residuos se disolvieron en tampdn U2 diluidos dos
veces con agua estéril. Cuando fue apropiado, las muestras se
hirvieron durante 3 min y, a continuacidn, se colocaron sobre hielo
durante otros 3 min. Después de la separacidn de ARN (5 V/cm), los
geles se tifieron con EtBr y se procesaron tal como se indica para
los geles estandar. Se utilizaron anédlisis separadores de cadenas
para revelar la naturaleza del producto de ARN recién sintetizado.
A menos que se tratara con calor, el producto radioactivo de la
reaccidén catalizada por P2 programada con la plantilla de m* migrd
en el gel de separacidén de cadenas en la posicidn del segmento M de
doble cadena (figuras 3A y B), tal como se observd en el
experimento previo. Sin embargo, la movilidad del producto cambid a
la de la cadena negativa (m’) del segmento M después de la etapa de
desnaturalizacién por calor. De este modo, se concluyd gque la
proteina P2 catalizaba 1la sintesis de 1la cadena negativa
complementaria a la plantilla de cadena positiva de entrada, es
decir, la reaccidn de replicacidn.

Analisis de proteccién de ARNasa
En el siguiente experimento, se comprobd si las dobles

cadenas del sustrato de ARN y la cadena recién sintetizada poseian
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propiedades de una molécula de ARN de doble cadena. El
correspondiente experimento se basaba en el hecho de que la ARNasa
I de E. coli hidroliza f&cilmente el ARN de cadena simple vy
parcialmente el ARN de doble cadena, pero no las dobles cadenas
perfectas de ARN (Brewer y otros, 1992). El andlisis de proteccidn
de ARNasa se realizd en mezclas de reaccidén de 10 Pl que contenian
Tris HC1 10 mM (pH 7,5), NH,OAc 200 mM, EDTA 5 mM, 1 unidad de
ARNasa I (RNase ONE; Promega) y la muestra de ARN purificada con
extraccidn con fenol/cloroformo y la precipitacidén con etanol de la
mezcla de andlisis de la polimerasa P2. La reaccidén se llevd a cabo
durante 1 hora a 28°C y se detuvo mediante la adicidén de SDS al
0,1% y 10 Mg de ARNt de E. coli (Sigma) . Los productos de la
reaccidén se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
estandar. Tal como resulta evidente a partir de los resultados
mostrados en 1la figura 3C, el producto de replicacidén (dobles
cadenas de m'* y m) era casi totalmente resistente a la digestidén
con ARNasa, mientras que el sustrato de ARN (m*) se degradaba
completamente bajo las mismas condiciones. De este modo, el
producto de replicacidén representaba el ARN de doble cadena
perfecto compuesto de cadenas m" y m” complementarias.
Filtracién en gel analitic o}

La asociacidén directa de la actividad de sintesis de
ARN con la proteina P2 se observd utilizando filtracidén en gel no
desnaturalizante. Se realizd una cromatografia a temperatura
ambiente en una columna Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia) utilizando
un tampdén que contenia Tris HC1 50 mM, NaCl 100 mM y EDTA 0,1 mM y
un caudal de 0,5 ml/min. Las proteinas y el Azul de Dextrano
utilizado para la calibracidn eran de Sigma, a excepcidén de la IgG
de ratdén purificada (Zymed) y el inhibidor de tripsina de soja
(Boebringer). Habitualmente, se inyectaron 200 Hg de P2 purificada
en la columna y se recogieron fracciones de 0,5 ml. Se analizd en
alicuotas de un microlitro para cada una de 1las fracciones la
actividad replicasa con el sustrato de ARN m' tal como se ha
descrito anteriormente. Como resultado, se observd que P2 migraba
como un UGnico pico con una masa molecular aparente de 45 kDa
(figura 4), mientras que la masa molecular real de P2 es de 75 kDa.
Esta diferencia no se podia explicar por la degradacidén de la
proteina (véase SDS-PAGE en las figuras 1 y 4A). La posible
interaccién de la proteina con la matriz de filtracidén en gel

(Sephadex) también parecia ser una explicacidén improbable, ya que
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se obtuvo de forma similar un peso molecular aparente bajo con una
columna diferente (Ultrahydrogel 500, Waters, no mostrado). Por lo
tanto, es razonable proponer que la proteina es un mondmero
esférico muy compacto en solucidén. Esta conclusidén se confirmd
adicionalmente mediante los datos preliminares de la dispersidn de
luz (R. Tuma, resultados no publicados). La actividad polimerasa
s6lo se observd en el pico de proteina, indicando de este modo que
P2 posee la actividad de ARN polimerasa por si sola y la actividad
estd asociada con el mondémero de P2.

Sitio de inicio y velocidad de elongacién de P 2

Se han utilizado algunas estrategias adicionales para
caracterizar el inicio y la elongacién de la replicacién in vitro
impulsada por P2.

(a) El anédlisis de extensidén con el cebador (figura 7)
mostrd que, como minimo, en el caso del segmento s de longitud
completa, la P2 purificada inicia 1la replicacidén a partir del
nucledétido terminal en 3’ de la plantilla como en la replicacidn

real in vivo con 6. El1 andlisis se realizd en mezclas de reaccidn

de 10 M1 que contenian Tris HCl 50 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 10
mM, DTT 10 mM, espermidina 0,5 mM, 0,6 mM de cada uno de los cuatro
desoxinucledtido trifosfatos, y 5 unidades de transcriptasa inversa
de AMV (Promega). Como cebador, la reaccidén contenia 0,5 pmol de
oligonucledtido (5’ -GGATAAACAAGTCCTTGTATAAC-3') (SEC ID NO. 4)
marcado en el extremo terminal con polinucledtido quinasa (Promega)
vy [V?PIATP (Amersham, 3000 Ci/mmol). El cebador se disefié para que
fuera complementario a la cadena negativa del segmento pequeflo (s)
del genoma de @ . El1 ARN desnaturalizado para el andlisis se
prepard de la siguiente manera: se extrajeron con fenol/cloroformo
(1:1) y cloroformo las mezclas de replicacidén estandar de 10 M1 que
contenian la polimerasa P2 o el tampdn de control P2 y carecian de
nucledtidos marcados, se 1llevaron a 2,5 M de NHOAc vy se
precipitaron con etanol. Los sedimentos de ARN se disolvieron en
agua estéril, se calentaron a 100°C durante 3 min, se enfriaron en
hielo durante otros 3 min, y se transfirieron hasta temperatura
ambiente. Las muestras de ARN se mezclaron con el resto de los
componentes del andlisis y las mezclas se incubaron a 42°C durante
10 min. La reaccidén se detuvo mediante la adicidén de 7,5 M1 de
formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al 0,05% y xileno

cianol FF al 0,05%. Las mezclas detenidas se incubaron a
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continuacidén a 80°C durante 5 min y se analizaron en una PAAG al 6%
que contenia urea 7,5 M.

(b) Se disefid un experimento cinético para determinar
la velocidad de elongacidén de 1la polimerasa P2 replicante. La
replicacidén de los transcritos naturales de @ se inicid mediante
la adicidén de proteina P2 a la mezcla, y se tomaron alicuotas en
diferentes puntos de tiempo para el andlisis electroforético
posterior. Tal como resulta evidente a partir del autorradiograma
mostrado en la figura 6A, el producto S de 1longitud completa
aparecié en primer lugar después de un periodo de retraso corto,
seguido sucesivamente por M y L. A continuacidén, las intensidades
de banda se incrementaron, como minimo, hasta el punto de 1 h (3600
s). La acumulacidén de ARN de doble cadena individual con el tiempo
también se representd como curvas de evolucién con el tiempo
(figuras 6 B-D). Extrapolando las fases lineales de las curvas al
eje de tiempo, se obtienen tiempos caracteristicos necesarios para
la sintesis completa de cada producto de doble cadena. Suponiendo
un inicio uniforme en las tres muestras de ARN de cadena simple, la
velocidad de elongacidén promedio (V,,) se puede calcular como:

Vay = [(L-M)/(Ty-Tw) + (M-S)/(Ty-Tg) + (L-S)/(T,-Tg)1/3,
en la que L, M y S son las longitudes de 1los correspondientes
segmentos (S=2948 pb, M=4063 pb y L=6374 pb; McGraw y otros, 1986;
Gottlieb y otros, 1988; Mindich y otros, 1988); T, Ty Yy Ts son los
tiempos caracteristicos observados (figuras 6B-D) .
Consecuentemente, la velocidad de elongacidén de P2 bajo condiciones
de andlisis fue de aproximadamente 120 pb/s.
EJEMPLO 3
Sintesis de ARN en las mezclas de reaccidn programadas con
sustratos de ARN de doble cadena, ADN de cadena simple y ADN de
doble cadena
Preparaciones de &cido nucleico

Se prepararon sustratos de ARN de doble cadena mediante
extraccién con fenol-cloroformo de 1los virus con ARN de doble
cadena purificados (bacteriéfago @6, BTV, CPV, wvirus L-A de
Saccharomyces cerevisiae ). E1 ARN se precipitdéd con etanol y se
disolvidé en agua estéril. Se tomaron grandes precauciones en el
caso de BTV y CPV para asegurar que la preparacién de ARN no
contenia particulas virales infecciosas. Se prepararon sustratos de

ADN de cadena simple 1lineal corto (desoxirribooligonucledtidos)
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mediante sintesis quimica. Especificamente, en este ejemplo se
utilizaron los oligonucledtidos:
5’ -CGTTCAGTTCTCAGTTCT-3’ (SEC ID NO: 5);
5’ -GGTAAGCGCCATATGCCGAGGAGA-3’ (SEC ID NO: 6); vy
5’ -CTGAATTCTAATACGACTCACTATAGATCCGACCGTAG-3’ (SEC ID NO: 7)
También se utilizé ADN de cadena simple largo de un
bacteridéfago M13 recombinante (M13mplO, Amersham) linealizado
con la endonucleasa de restriccién Hin fI como sustrato para
la sintesis de ARN. Los sustratos de ADN de doble cadena
lineal se prepararon mediante el corte del ADN circular del
pléasmido pUC 18 <con las diferentes endonucleasas de
restriccién: BanHI, Hinc I1I, Hind 111, KpnI, PstI, SacI, Sma y
XbalI. La incubacién con una enzima de restriccidén se siguid
siempre de una extraccidén con fenol-cloroformo vy
precipitacidén con etanol. Las concentraciones de tanto el ARN
de doble cadena como el ADN se midieron mediante la densidad
6ptica a 260 nm. La calidad de las preparaciones de acido
nucleico se determind mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (Pagratis y Revel, 1990) o geles de
poliacrilamida que contenian urea 7,5 M.
Andlisis de la sintesis de AR N
El anédlisis se realizd esencialmente tal como se ha
descrito en el ejemplo 2 con la UGnica excepcidén de que se afiadid a
la mezcla de reaccidén 40-300 Mg/ml de un sustrato de ARN de doble

cadena, o 40-100 Mg/ml de un sustrato de ADN de cadena simple, o

100 Mg/ml de un sustrato de ADN de doble cadena, en lugar de ARN de
cadena simple. La mezcla que contenia un sustrato de acido
nucleico, la polimerasa P2 y todos los aditivos requeridos se
incubdé habitualmente a 28°C durante 1 hora y los productos de
reaccidén se analizaron mediante electroforesis en geles normales
(figura 8, figura 9A, figura 10) o geles para la separacidén de
cadenas (figura 9B) realizada tal como se ha descrito en el ejemplo
2. Después de la electroforesis, los geles se secaron Yy se
expusieron con una pelicula Fuji Super RX. La polimerasa P2
sintetiza ARN en presencia de varias plantillas de ARN de doble
cadena (figura 8). De manera destacada, 1las cadenas de ARN de
cadena positiva son los productos principales de la sintesis de ARN
sobre ARN de doble cadena de @6 (figura 9). Esto recuerda la
situacién con la transcripcidén de @6 invivo . La incubacién del ADN

de cadena simple lineal del bacteridéfago M13 en presencia de 1la
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polimerasa P2 (figura 10A, carril N) produce un producto de
reaccidén que migra como una muestra de Aacido nucleico de doble
cadena del tamafio correspondiente (aproximadamente 7 kb). No
aparece ningin producto marcado en las reacciones de control sin P2
(figura 10A, carril N) o sdélo contenian UTP en lugar de la mezcla
de los cuatro nucledsido trifosfatos (no mostrado). Estos datos
sugieren firmemente que el producto aparece como una doble cadena
del ADN plantilla y la cadena de ARN recién sintetizada. De manera
andloga, también se ha demostrado 1la formacidén de las dobles
cadenas de ADN-ARN marcadas cuando la mezcla de reaccidén se
programdé con desoxirribooligonucledtidos sintéticos cortos (no
mostrado) . De este modo, la sintesis de ARN catalizada por P2 sobre
plantillas de ADN de cadena simple recuerda muy probablemente la
reaccidén con plantillas de ARN de cadena simple. La incubacidén de
algunas plantillas de ADN de doble cadena lineal con P2 da lugar a
la aparicidén de formas de &cido nucleico marcadas migradas como los
ADN de doble cadena de entrada (figura 10B). De manera destacada,
la eficacia de la sintesis de ARN depende de la naturaleza de los
extremos del ADN de doble cadena. El1 ADN de pUCl8 cortado con
BanmHI, HinIII, PstI, SacI, Smal o Xbal estimulé la incorporacidén
detectable del nucledétido marcado, mientras que el mismo ADN
cortado con HincIT o KpnI no lo hizo. No se detectd producto
marcado en las reacciones de control sin P2 o contenian sbélo UTP en
lugar de la mezcla de los cuatro nucledsido trifosfatos. Se puede
proponer gque la reaccidén sobre las plantillas de ADN de doble
cadena recuerda la transcripcidn del ARN de doble cadena.
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atgccgagga
aataacatca
tacgaagggc
tatctgaccg
gttegtacca
tggccactcg
tctgagcgeg
cctgtteccge
atgggaacga
ctgatgctge
tacgtcgtgt
ttcgtgtcaa
ggctcgctgt
gtcecggacg
aacgctccta
tacacctttc
tgcgtcgcecta
atctgtgatg
tcgctcaaac
ggtgatccgt
ctcatgggca
cctcacctca
tggcaaggac
accaaaggtc
gttaacccet
atcctgcettt
tcaatgctga
tctaagcgca
gcctgtecga
ggtgagtcgt
cgctacgttg
gaggtgettg

aatatccacg

tctgtaatge

<210> 2
<211> 24
<212> ADN

gagctcececge
aggcccaaca
tgctttcagt
accacttccce
acttctttgg
cttccaacct
acaatctact
tgaagatccg
agatcgagat
aaggtaagtt
atcgtgcaca
aggatcgtat
tcgetgette
ggtttttctg
tcatggcecgt
accatactac
ctgacgtatc
aactgctcaa
tgceecgttta
ccaaccctga
cgttgectcat
acagtcgaat
acgaggagat
gtgctttggt
caccttacat
acgactcgcg
acaaccagtt
aacggccegtt
tctactctga
accgtgcgta
cgtcgatggce
ctgacccgaa
aggtactgat
ctaggtaa
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gttcectcetg
agcctcgaag
agaccctegg
ggcgaacgtc
tatgcgccac
taagaaacgt
ctttcgcgee
taaaggatcg
cgccgagege
tgatgacgcc
atcgaccgat
ggtcgctgac
gaaggatgcc
cgagcggcgt
tgcgcaacct
tcgtcttaat
cgaccacgac
catggggtac
cgtgggcgcet
tctecgaagtt
gagtatcacc
caaggacatg
ccgtcagatce
tggtggtcat
gaagatctcc
tcgtgagect
cagccctgag
cceceggtcett
tgtgctggag
tcgtgaagat
tcgtcaagcece
caaactccag

gcatggcgta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 2

ggtaagcgcc atatgccgag gaga 24

<210> 3
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 3
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agcgatatca
cgtagcttca
tttttgagtt
gacgagtatg
atgaacgggt
gccgacgcetg
gcagtccgge
tcaacctgceca
gctcttgaga
taccagctce
gctatcacac
ttcgaatacg
tctcgtttga
cgtaccgcta
gtgcgaaaca
aaggaggaaa
acgttctggc
gctcegtggt
cctgctectg
ggtctctcegt
tacctggtga
ccatcagcat
tcaaaatctg
cgtttgttceg
tacgagcacg
ggctctgceca
tacggtgtcce
gcttgggcegt
gcgatcgage
atgcttaaac
gggctggctg
tataagtgga

tcggtcgaaa

tacgaattcc ggcatgatta cctaggcatt aca 33

<210> 4
<211> 23
<212> ADN

aggctcagat
aagagggggce
tcaagaacga
gtcgtgttta
ttccaatgat
acctagcecga
ttatgttttc
tccegtattt
aagcggaaga
accaaatggg
tcgaccctaa
cagtcacggg
aggaacagta
tgggtggtcce
aaatttactc
aggtgaaaga
ctggatggcet
gggttaagtt
agcagggceca
ccggacaagg
tgcaacttga
geccgetttet
atgatgctat
agatgctgaa
gtggcgcectt
tcttcgttgg
aatcgggegt
cgatgaaaga
gttgctggtg
gcgacactct
aactcactcc
ccgaggccga
agactgagcg

gctgttcgea
gattgaaacg
gctctctegg
tggaaacggt
cccegegacyg
tggccctgtt
agatctagag
ttctaacgat
agctggcaat
tggtgcctat
gaccggaaaa
cggtgagcaa
cgggatagat
gttcgegttg
caagtacgct
gtggtcgttg
gcgggatctce
gttcgagace
cacgttgttg
ggcgaccgac
tcacaccgcect
tgactcgtat
gcttggetgg
agagggtaag
ccttggtgac
taacatcaac
tcgcgaccga
tacctacggt
gaacgcgtte
cgaactatca
cattgatttg
tgtcteggeg
ctttctecegt

oligonucledtido

oligonucledtido

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1998
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 4

ggataaacaa gtccttgtat aac 23
<210> 5

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 5

cgttcagttc tcagttct 18
<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 6

ggtaagcgcc atatgccgag gaga 24
<210> 7

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 7

ctgaattcta atacgactca ctatagatcc gaccgtag 38
<210> 8

<211> 665

<212> PRT

<213> bacteridfago f6 de Pseudomonas syringae

<400> 8

oligonucledtido

oligonucledtido

oligonucledtido

oligonucledtido
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Met Pro Arg Arg Ala Pro Ala Phe Pro Leu Ser Asp Ile Lys Ala Gln
Met Leu Phe Ala Asn Asn Ile Lys Ala Gln Gln Ala Ser Lys Arg Ser
20 25 30

Phe Lys Glu Gly Ala Ile Glu Thr Tyr Glu Gly Leu Leu Ser Val Asp
35 ’ 40 45

Pro Arg Phe Leu Ser Phe Lys Asn Glu Leu Ser Arg Tyr Leu Thr Asp
50 S5 60

His Phe Pro Ala Asn Val Asp Glu Tyr Gly Arg Val Tyr Gly Asn Gly
65 70 75 80

Val Arg Thr Asn Phe Phe Gly Met Arg His Met Asn Gly Phe Pro Met
85 90 95

Ile Pro Ala Thr Trp Pro Leu Ala Ser Asn Leu Lys Lys Arg Ala Asp
100 105 110

Ala Asp Leu Ala Asp Gly Pro Val Ser Glu Arg Asp Asn Leu Leu Phe
115 ' 120 125

Arg Ala Ala Val Arg Leu Met Phe Ser Asp Leu Glu Pro Val Pro Leu
130 135 140

Lys Ile Arg Lys Gly Ser Ser Thr Cys Ile Pro Tyr Phe Ser Asn Asp
145 150 155 160

Met Gly Thr Lys Ile Glu Ile Ala Glu Arg Ala Leu Glu Lys Ala Glu
165 170 175

Glu Ala Gly Asn Leu Met Leu Gln Gly Lys Phe Asp Asp Ala Tyr Gln
180 185 1390

Leu His Gln Met Gly Gly Ala Tyr Tyr Val val Tyr Arg Ala Gln Ser
195 200 205

Thr Asp Ala Ile Thr Leu Asp Pro Lys Thr Gly Lys Phe Val Ser Lys
210 215 220



Asp
225
Gly
Tyx
Ala
Gln
His
305
Cys
Leu
Trp
Gly
Asn
385
Leu
Asp
Ala
Gln
Ala
465
val
Phe

Ala

Pro

Arg

Ser

Gly

Met

Pro

290

Thr

val

Arg

Trp

Ala

370

Pro

Met

His

Cys

Ile

450

Leu

Asn

Leu

Ile

Glu
530

Met

Leu

Ile

Gly

275

val

Thr

Ala

Asp

val

355

Pro

Asp

Gly

Thr

Arg

435

Ser

val

Pro

Gly

Phe
515

Tyr

val

Phe

Asp

260

Gly

Arg

Arg

Thr

Leu

340

Lys

Ala

Leu

Thr

Ala

420

Phe

Lys

Gly

Ser

Asp

500

val

Gly
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Ala

Ala

245

val

Pro

Asn

Leu

Asp

325

Ile

Leu

Pro

Glu

Leu

405

Pro

Leu

Ser

Gly

Pro

485

Ile

Gly

val

Asp
230
Ala
Pro
Phe
Lys
Asn
310
val
Cys
Phe
Glu
Val
390
Leu
His
Asp
Asp
His
470
Tyr
Leu

Agsn

Gln

Phe

Ser

Asp

Ala

Ile

295

Lys

Ser

Asp

Glu

Gln

375

Gly

Met

Leu

Ser

Asp

455

Arg

Met

Leu

Ile

Ser
535

Glu

Lys

Leu

280

Tyr

Glu

Asp

Glu

Thr

360

Gly

Leu

Ser

Asn

TyTr

440

Ala

Leu

Lys

Tyr

Asn

520

Gly

Tyr

Asp

Phe

265

Asn

Ser

Glu

His

Leu

345

Ser

His

Ser

Ile

Ser
425

Trp

Met

Phe

Ile

Asp

505

Ser

Val

Ala

Ala

250

Phe

Ala

Lys

Lys

Asp

330

Leu

Leu

Thr

Ser

Thr

410

Arg

Gln

Leu

Glu

Ser

490

Ser

Met

Arg

val
235
Ser

Cys

Pro

val

315

Thr

Asn

Lys

Leu

Gly

395

Tyr

Ile

Gly

Gly

Met

475

TyY

Arg

Leu

Asp

Thr

Arg

Glu

Ile

Ala

300

Lys

Phe

Met

Leu

Leu

380

Gln

Leu

Lys

His

460

Leu

Glu

Arg

Asn

Arg
540

Gly

Leu

Arg

Met
285

Tyr

Glu

Trp

Gly

Pro

365

Gly

Gly

Val

Asp

Glu

445

Thr

Lys

His

Glu

Asn

525

Ser

Gly

Lys

Arg

270

Ala

Thr

Trp

Pro

Tyr

350

val

Asp

Ala

Met

Met

430

Glu

Lys

Glu

Gly

Pro

510

Gln

Lys

Glu
Glu
255
Arg
Vval
Phe
Ser
Gly

335

Ala

Tyr

Pro

Thr

Gln

415

Pro

Ile

Gly

Gly

Gly

485 -

Gly

Phe

Arg

Gln

240

Gln

Thr

Ala

His

Leu

320

Trp

Pro

val

Ser

Asp

400

Leu

Ser

Arg

Axrg

Lys

480

Ala

Ser

Ser

Lys



Arg
545

Ala

Trp

Lys

Gln

Asp

625

Asn

Arg

Pro

Cys

Asn

Arg

Ala

610

Pro

Ile

Phe

Phe Pro
Pro Ile
Ala Phe

580

Asp Thr
595

Gly Leu
Asn Lys

His Glu

Leu Arg

Gly

565

Gly

Leu

Ala

Leu

val

645

Ser

660
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Leu

550

Ser

Glu

Glu

Glu

Gln

630

Leu

vVal

Ala

Asp

Ser

Leu

Leu
615

Tyr

Met

Met

Txp

val

Tyr

Ser

600

Thr

Lys

His

Pro

Ala

Leu

Arg

585

Arg

Pro

Trp

Gly

Arg
665

Ser
Glu
570

Ala

Tyr

Ile

Thr

Val
650

Met
555

Ala

Val

Asp

Glu

635

Ser

Lys

Ile

Arg

Ala

Leu

620

Ala

val

Asp

Glu

Glu

Ser

605

Glu

Asp

Glu

Thr

Arg

Asp

590

Met

Val

Val

Lys

Tyx

Cys

575

Met

Ala

Leu

Ser

Thr
655

Gly
560

Trp

Leu

Arg

Ala

Ala

640

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Proteina ARN polimerasa aislada dependiente de ARN,
en la que la proteina presenta, en forma aislada sin ayuda de
ninguna otra proteina, la capacidad inespecifica e independiente de
cebador de sintetizar in vitro ARN cuando se pone en contacto con
sustratos de &cido nucleico bajo condiciones suficientes, dicha
proteina originaria de un virus de la familia de Cystoviridae vy
siendo dicha polimerasa capaz de catalizar la sintesis de ARN en
presencia de sustratos de ARN de cadena simple, ARN de doble
cadena, ADN de cadena simple y ADN de doble cadena.

2. Proteina, segln la reivindicacién 1, en la que la
proteina se origina de bacteridéfagos relacionados con @6.

3. Proteina, segln la reivindicacidén 1 & 2, en la que
la proteina se origina de @6, @7, @8, @9, @10, @L1, @12, @13 o @l4.

4. Proteina, segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, en la que la proteina es P2 o una forma alterada o modificada
genéticamente de P2, gque presenta en forma aislada sin ayuda de
ninguna otra proteina la capacidad inespecifica e independiente de
cebador de sintetizar invitro ARN.

5. Proteina, segln cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, seleccionada del grupo que comprende:

a) una proteina codificada por una secuencia de Aacido
nucleico que tiene la secuencia de &cido nucleico de SEC ID
NO: 1;

b) una proteina <codificada por wuna secuencia de é&cido
nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 8; y

c) una secuencia de aminodcidos que muestra, como minimo, el
80% de identidad con la secuencia de aminoédcidos de SEC ID
NO: 8.

6. Proteina, segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, en la que la proteina comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 8.

7. Método para la produccién de la proteina, segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende las etapas
de:

(a) cultivar células huésped que contienen una secuencia de
dcido nucleico que codifica la proteina, segln cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en un medio de cultivo para

expresar dicha proteina en forma soluble;
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(b) recuperar la proteina del huésped o del medio de cultivo;
(c) purificar y aislar la proteina de otras proteinas; vy
opcionalmente

(d) analizar la actividad de sintesis por el ARN de dicha
proteina.

8. Método para el aislamiento y purificacién de 1la
proteina, segin la reivindicacidén 7, en el que el método comprende
las etapas adicionales de:

a) romper las células huésped en un tampdn para obtener un
lisado celular;

b) aclarar dicho lisado mediante centrifugacidn:

c) purificar la proteina utilizando, como minimo, una etapa,
més preferentemente dos etapas de cromatografia de afinidad;
d) purificar adicionalmente 1la proteina utilizando, como
minimo, una etapa de cromatografia de intercambio idénico para
obtener una fraccidén que estd esencialmente libre de
actividades nucleasa y proteasa.

9. Método para la produccidn in vitro de ARN, que
comprende las etapas de:

- proporcionar un sustrato de ARN de cadena simple o ARN de
doble cadena;

- poner en contacto dicho sustrato de ARN de cadena simple o
ARN de doble cadena con la proteina, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en forma aislada bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN; vy

- recuperar de la mezcla de reaccidn la muestra de ARN recién
producida.

10. Método, segin la reivindicacidén 9, en el que dicha
muestra de ARN recién producida es ARN de doble cadena.

11. Método, segin 1la reivindicacién 9 &6 10, que
comprende las siguientes etapas para la amplificacién in vitro de
ARN:

(a) proporcionar dicho sustrato de ARN;

(b) poner en contacto dicho sustrato de ARN con la proteina,
segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en forma
aislada bajo condiciones suficientes tanto para la
replicacidén de ARN como para la transcripcidn de ARN; vy

(c) recuperar de la mezcla de reaccidn una mezcla de ARN

amplificado recién producido.
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12. Método, segln la reivindicacidn 11, gue comprende
las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato de ARN de cadena simple;
(b) replicar dicho sustrato de ARN de cadena simple con la
proteina, seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en
forma aislada para formar ARN de doble cadena;
(c) transcribir dicho ARN de doble cadena con la proteina,
seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para obtener
ARN de cadena simple; y
(d) repetir las etapas de amplificacidén hasta haber obtenido
una cantidad suficiente de productos de sintesis de ARN.

13. Método, segin la reivindicacién 9 & 10, que

comprende las etapas de:
(a) proporcionar un sustrato de ARN de cadena simple mediante
la transcripcién de una plantilla de ADN con una ARN
polimerasa dependiente de ADN; vy
(b) replicar dicho sustrato de ARN de cadena simple con la
proteina, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
forma aislada para formar ARN de doble cadena.

14. Método, segln la reivindicacidn 13, gue comprende

ademéds las siguientes etapas para la amplificacién invitro de ARN:
(c) transcribir dicho ARN de doble cadena con la proteina,
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en forma
aislada para obtener ARN de cadena simple; y
(d) repetir las etapas de amplificacidén hasta haber obtenido
una cantidad suficiente de productos de sintesis de ARN.

15. Método, segun la reivindicacidén 13 6 14, en el que
dicha ARN polimerasa dependiente de ADN deriva de un
bacteridéfago, preferentemente seleccionado del grupo que
comprende los bacteridéfagos T7, T3, y SPé6.

16. Método, seglin cualquiera de las reivindicaciones 13

a 15, en el que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo de manera
simultdnea o secuencial en el mismo recipiente de reaccidn.

17. Método para la estabilizacidn de &acidos nucleicos,

que comprende las etapas de:
(a) proporcionar un sustrato de &cido nucleico de cadena
simple;
(b) poner en contacto dicho sustrato de &cido nucleico de
cadena simple con la proteina, seglin cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6, en forma aislada bajo condiciones
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suficientes para la sintesis de ARN a efectos de convertir,
como minimo, parte del sustrato de &cido nucleico de cadena
simple en la forma de acido nucleico de doble cadena;

(c) recuperar los &cidos nucleicos totales de la mezcla de
reaccidén; y

(d) poner en contacto dichos &cidos nucleicos totales con una
preparacién que contiene una nucleasa o nucleasas que
degradan de manera selectiva los &cidos nucleicos de cadena
simple, pero no los &acidos nucleicos de doble cadena; y

(e) recuperar 1los &cidos nucleicos de doble cadena due
muestran una mayor estabilidad a la degradacidén por
nucleasas.

18. Método para la producciédn in vitro de ARN, que
comprende las etapas de.

(a) proporcionar un sustrato de ADN de cadena simple o ADN de
doble cadena;

(b) poner en contacto dicho sustrato de ADN de cadena simple
o ADN de doble cadena con la proteina, segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en forma aislada bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN; vy

(c) recuperar de la mezcla de reaccidn las muestras de &acido
nucleico recién producido.

19. Método, segin la reivindicacidén 18, en el que la
muestra de acido nucleico recién producido comprende dobles cadenas
gue comprenden réplicas de plantillas de ADN y ARN.

20. Método, segin cualquiera de las reivindicaciones 9
a 19, en el que el sustrato de a&cido nucleico de cadena simple o de
doble cadena es lineal.

21. Método, segin cualquiera de las reivindicaciones 9
a 20, en el que la mezcla para la sintesis de ARN contiene, como
minimo, un nucledésido trifosfato marcado con un isdétopo radioactivo
o estéd modificado quimicamente.

22. Método para la produccidn in vitro de ARN, que
comprende las etapas de:

- proporcionar un sustrato de ARN o ADN;

- poner en contacto dicho sustrato de ARN o ADN con la
proteina, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
forma aislada bajo condiciones suficientes para la sintesis
de ARN en una mezcla que comprende: un sustrato de Aacido

nucleico, proteina, segin cualquiera de las reivindicaciones
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1 a 6, nuclebdsido trifosfatos y opcionalmente tampdn, acetato
de amonio, DTT, PEG, iones Mg?®', iones Mn?*' y/o BSA; y

- incubar la mezcla de reaccidn a una temperatura suficiente
para la sintesis de ARN;

- recuperar de la mezcla de reaccidén la muestra de acido
nucleico recién producido.

23. Método, segin cualquiera de las reivindicaciones 9
a 22, en el que la sintesis de ARN se inicia desde el extremo 3’ de
un cebador complementario al sustrato de acido nucleico.

24. Método, segin la reivindicacidén 23, en el que dicho
cebador es ARN o ADN de cadena simple.

25. Kit para 1la produccién in vitro de ARN, que
comprende:

(a) una proteina polimerasa, segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en forma aislada; y opcionalmente

(b) aditivos necesarios para un nivel detectable de sintesis
de ARN.

26. Kit, segln la reivindicacidn 25, gque comprende
nucledsido trifosfatos en concentraciones suficientes para la
sintesis de ARN.

27. Kit, segln la reivindicacidén 25 & 26, en el que,
como minimo, un nucledsido trifosfato estd marcado con un isdtopo
radioactivo o estd guimicamente modificado.

28. Kit, seglin cualquiera de las reivindicaciones 25 a
27, en el que el kit contiene adicionalmente una preparacidn (o
preparaciones) estandar de acido nucleico con capacidad
caracterizada por actuar como plantilla (plantillas) para 1la
sintesis de ARN.

29. Kit, seglin cualquiera de las reivindicaciones 25 a
28, utilizado especificamente para la secuenciacidén de una molécula
de &cido nucleico y gque comprende, opcionalmente, como minimo, un
agente terminador de la sintesis de ARN que termina la sintesis de
ARN en una base nucleotidica especifica.

30. Kit, segin la reivindicacidén 29, en el que dicho
agente de terminacidén de la sintesis de ARN es un
3’ -desoxinucledsido trifosfato o un derivado funcional del mismo.

31. Método para la determinacidén de la secuencia de
bases nucleotidicas de una molécula de &cido nucleico lineal, que
comprende las etapas de:

(a) proporcionar una molécula de adcido nucleico lineal;
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(b) incubar dicha molécula de &cido nucleico bajo condiciones
suficientes para la sintesis de ARN en una mezcla due
comprende :
- una proteina, seglin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en forma aislada;
- cuatro nuclebésido trifosfatos o andlogos funcionales
de los mismos; y
- como minimo, uno de los cuatro agentes terminadores
de la sintesis de ARN gque terminan la sintesis de ARN
en una base nucleotidica especifica,
en el que dicho agente termina la sintesis de ARN en
una base nucleotidica diferente; y
(c) separar los productos de ARN terminados de la reaccidén de
incubacidén segin su tamaflo, mediante lo cual, se puede
determinar, como minimo, una parte de la secuencia de bases
nucleotidicas de dicha molécula de acido nucleico.
32. Método, segun la reivindicacidén 31, en el que dicha
molécula de &cido nucleico es ARN o ADN de cadena simple.
33. Método, segln la reivindicacidén 31, en el que dicha
molécula de &acido nucleico es ARN o ADN de doble cadena.
34. Método, segln cualquiera de las reivindicaciones 31
a 33, que comprende la utilizacidén, como minimo, de uno de dichos
nucledésido trifosfatos o anédlogos funcionales de los mismos
modificados para contener un marcador detectable.
35. Método, segln cualgquiera de las reivindicaciones 31
a 34, que comprende la utilizacidn, como minimo, de uno de dichos
agentes terminadores de la sintesis de ARN modificado para contener
un marcador detectable.
36. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 31
a 35, en el que dichos agentes terminadores de la sintesis de ARN
son 3’-desoxinucledsido trifosfatos o derivados funcionales de los

mismos.
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