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DESCRIPCION

Retrotranscriptasa mutante con un incremento en la estabilidad térmica asi como productos, procedimientos y
usos que involucran la misma

La presente invencion se refiere a una retrotranscriptasa (RT) mutante con un incremento en la estabilidad térmica
con respecto a la natural, un acido nucleico que codifica la RT mutante, una célula que comprende la RT mutante
o el acido nucleico, un kit que comprende la RT mutante, el uso de la RT mutante para la sintesis de ADNCc,
procedimiento para la retrotranscripcion de ARN que comprende sintetizar ADNc con el uso de la RT mutante y un
procedimiento para detectar un marcador de ARN en una muestra con el uso de la RT mutante.

La retrotranscriptasa (RT) [EC 2.7.7.49] es la enzima responsable de la replicacion del genoma virico. Posee ADN
polimerasa dependiente de ARN y ADN, asi como actividades RNasa H. Las RT del virus de la leucemia murina
de Moloney (MMLV) y del virus de la mieloblastosis aviar (AMV) se usan ampliamente en sintesis de ADNc porque
tienen alta fidelidad y actividad catalitica. Para la sintesis de ADNc, es deseable una mayor temperatura de reaccion
porque reduce las estructuras secundarias de ARN y la unién a cebador inespecifica. Por lo tanto, mejorar la
estabilidad térmica de RT es un objetivo importante. La estabilidad térmica de RT MMLV (Kotewicz et al., 1985;
Gerard et al., 2002; Mizuno et al., 2010) se ha mejorado eliminando la actividad RNasa H. En los ultimos afos, la
estabilidad térmica de RT MMLV se mejord ademas introduciendo cargas positivas en posiciones que han estado
implicadas en la interaccion con un molde-cebador (Yasukawa et al., 2010), por mutagénesis aleatoria (Arezi y
Hogrefe, 2009; Baranauskas et al., 2012) y cambiando un residuo hidrofébico superficial por uno hidroéfilo (Konishi
et al., 2014). Como resultado, la temperatura de reaccién para la sintesis de ADNc se ha incrementado de 37-
45 °C a 50-55 °C. Sin embargo, se desea una estabilizacién adicional para mejorar la eficacia de la sintesis de
ADNCc.

Para diversas enzimas, se han realizado extensamente mutagénesis dirigida a sitio y/o mutaciones aleatorias, y
se han identificado diversas mutaciones que confieren a las enzimas propiedades deseables, tales como una
potenciacion en la actividad catalitica o termoestabilidad. Si los efectos de estas mutaciones fueron aditivos, una
enzima variante con multiples mutaciones tendria propiedades mas deseables. Sin embargo, es conocido en
general que existe un compromiso entre actividad y estabilidad en diversas enzimas: las mutaciones que
incrementan la actividad enzimatica se acompafian de una disminucion en la estabilidad proteinica, y las que
incrementan la estabilidad proteinica disminuyen la actividad enzimatica (Shoichet et al., 1995). Ademas,
actualmente no es facil predecir el efecto de la combinacion mutacional sobre las propiedades enzimaticas. MM3
(E286R/E302K/L435R) es una variante triple de RT MMLV termoestable generada introduciendo tres mutaciones
destinadas a incrementar las cargas positivas en la RT MMLV natural (Yasukawa et al., 2010).

Sin embargo, fue un objetivo de la presente invencion proporcionar otras retrotranscriptasas mutantes
termoestables derivadas de MMLV.

Para esto se disefiaron 29 mutaciones. Las correspondientes variantes individuales se produjeron en Escherichia
coliy se caracterizaron por su actividad y estabilidad, y se seleccionaron seis mutaciones (Ala32—Val, Leu41—Arg,
Leu72—Arg, lle212—Arg, Leu272—Glu y Trp388—Arg). Se disefiaron quince variantes multiples combinando una
0 mas de las seis mutaciones con la mutacion MM3. Se produjeron y caracterizaron las correspondientes variantes
multiples. Una variante séxtuple MM3.14 (A32V/L72R/E286R/E302K/W388R/L435R) presentd mayor estabilidad
térmica que la natural o MM3 mutante (véase el ejemplo 2 y figuras 4E, 4F, 5y 6).

En consecuencia, en un primer aspecto la presente invencion se refiere a una retrotranscriptasa (RT) mutante con
un incremento en la estabilidad térmica con respecto a la RT natural de SEQ ID NO: 1, comprendiendo la RT
mutante

i) una secuencia de aminoacidos que tiene seis sustituciones aminoacidicas con respecto a la RT natural de
SEQID NO: 1, en la que

— Alaen la posicidon 32 se sustituye con Val (A32V);

- Leu en la posicion 72 se sustituye con Arg (L72R);

—  Glu en la posicion 286 se sustituye con Arg (E286R);

—  Glu en la posicién 302 se sustituye con Lys (E302K);

—  Trpen la posicién 388 se sustituye con Arg (W388R); y
- Leu en la posicion 435 se sustituye con Arg (L435R), o

ii)  una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de i) y tiene
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las seis sustituciones aminoacidicas como se define en i),

en la que la RT mutante presenta actividad retrotranscriptasa; y en la que la RT mutante tiene un incremento en la
estabilidad térmica con respecto a la MM3 mutante, en la que MM3 tiene una secuencia de aminoacidos que difiere
de la de SEQ ID NO: 1 solo en tres sustituciones aminoacidicas, en la que Glu en la posicion 286 se sustituye con
Arg (E286R), Glu en la posicion 302 se sustituye con Lys (E302K) y Leu en la posicion 435 se sustituye con Arg
(L435R).

Una retrotranscriptasa (RT) es una enzima usada para generar ADN complementario (ADNc) de un molde de ARN,
un proceso denominado retrotranscripcion. Se asocia principalmente a retrovirus. Sin embargo, los no retrovirus
también usan RT (por ejemplo, el virus de la hepatitis B, un miembro de Hepadnaviridae, que son virus ADNbc-
RT, mientras que los retrovirus son virus ARNmc). La RT retrovirica tiene tres actividades bioquimicas
secuenciales: actividad ADN polimerasa dependiente de ARN, ribonucleasa H y actividad ADN polimerasa
dependiente de ADN. Estas actividades se usan por el retrovirus para convertir ARN genémico monocatenario en
ADNCc bicatenario que se puede integrar en el genoma del huésped, generando potencialmente una infeccion
prolongada que puede ser muy dificil de erradicar. La misma secuencia de reacciones se usa ampliamente en el
laboratorio para convertir ARN en ADN para su uso en clonaciéon molecular, secuenciacién de ARN, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) o analisis del genoma. Una retrotranscriptasa que se usa cominmente en el campo
es la retrotranscriptasa MMLYV del virus de la leucemia murina de Moloney.

De acuerdo con la presente invencién, la RT mutante presenta actividad retrotranscriptasa. Esto quiere decir que
la RT mutante puede generar un ADNc de un molde de ARN en condiciones adecuadas. Los procedimientos para
determinar la actividad transcriptasa se describen en el presente documento y se dan en los ejemplos (véanse el
ensayo de retrotranscripcion usando [?H]-dTTP, ensayo de retrotranscripcion usando tinte fluorescente PicoGreen
y sintesis de ADNc).

Ademas, la retrotranscriptasa (RT) mutante tiene un incremento en la estabilidad térmica con respecto a la RT
natural de SEQ ID NO: 1. El término "incremento en la termoestabilidad" o "incremento en la estabilidad térmica"
con respecto a la RT natural quiere decir que la RT mutante es menos propensa a la pérdida de actividad
(enziméatica) a temperaturas elevadas (es decir, por encima de la temperatura ambiente o en particular por encima
de 40 °C). La estabilizacidon de enzimas incluyendo la evitacion de mecanismos de desnaturalizacion para llevar a
cabo su potencial completo como catalizadores es un objetivo importante en biotecnologia. La estabilizacion de
enzimas tiene una importancia notable debido al nimero creciente de aplicaciones enzimaticas. El incremento en
la estabilidad permite una usabilidad mantenida (por ejemplo, almacenamiento mas largo, usabilidad durante un
tiempo mas largo, etc.). Ademas, para la sintesis de ADNc, es deseable una mayor temperatura de reaccién porque
reduce las estructuras secundarias de ARN y la union a cebador inespecifica. Por lo tanto, es deseable mejorar la
estabilidad térmica de RT. El incremento en la estabilidad de la mutante con respecto a la natural se puede
determinar comparando la actividad restante de ambas enzimas (natural y mutante), por ejemplo, después del
almacenamiento o exposicion a una condicién particular (por ejemplo, temperatura elevada, secado, tampén o sal)
(actividad restante absoluta). De forma alternativa, la estabilidad se mejora en comparacion con la natural, si la
mutante, por ejemplo, tiene una mayor actividad restante relativa. La actividad restante relativa se puede
determinar comparando la acidez restante o residual después de la incubacién en condiciones dadas (por ejemplo,
tiempo, temperatura) con la actividad inicial antes de la incubacién.

Los términos actividad enzimatica y su determinacion son bien conocidos para el experto en la técnica. La actividad
enzimatica se define en general como la conversion de la cantidad de sustrato por tiempo. La unidad del S| para
la actividad enzimatica es catal (1 catal = 1 mol s™'). Un valor mas practico y cominmente usado es la unidad
enzimatica (U) = 1 umol-min-'. 1 U corresponde a 16,67 nanocatales y se define como la cantidad de la enzima
que cataliza la conversion de 1 micromol de sustrato por minuto. La actividad especifica de una enzima es la
actividad de una enzima por miligramo de proteina total (expresada en ymol min-'mg™).

La actividad enzimatica se puede determinar en un ensayo midiendo el consumo de sustrato o cofactor o bien la
formacion de producto con el tiempo. Existe un gran numero de procedimientos diferentes de medicion de las
concentraciones de sustratos y productos, y se pueden someter a ensayo muchas enzimas de varias formas
diferentes como es conocido para el experto en la técnica. En la presente invencion, la RT en cuestion se incuba,
por ejemplo, con un molde de ARN, cebadores y una mezcla de dNTP adecuada y se sigue la produccion de ADNc
o consumo de dNTP. El seguimiento se puede realizar, por ejemplo, por medicién de la absorbancia UV a 260 nm,
incorporacion de marcadores (por ejemplo, [2H]-dTTP; véanse los ejemplos), union de los marcadores a ADN (por
ejemplo, PicoGreen®) o PCR (véanse los ejemplos).

En un modo de realizacién preferente de la presente invencién, el incremento en la estabilidad térmica de la RT
mutante con respecto a la RT respectiva sin mutacion se puede determinar y expresar como actividad restante
después de una incubacién bajo agresion (por ejemplo, 10 min a, por ejemplo, 60 °C o cualquier otra condicién
dada en los ejemplos) con respecto a la actividad inicial antes de la incubacion bajo agresion (véanse los ejemplos).
Para esto, se puede seguir la reaccién enzimatica como se detalla anteriormente o en los ejemplos y se puede
calcular el cambio en la actividad. Los valores obtenidos para muestras incubadas con calor se pueden comparar
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con la muestra sin agresion (valor fijado en un 100 % de actividad) y calcularse en porcentaje de actividad (actividad
(muestra con agresion)/actividad (muestra sin agresion)*100). En consecuencia, el valor de una mutante mayor
que el valor obtenido con la enzima natural representa una mejora en la estabilidad térmica. La estabilidad se
incrementa si [% de actividad restante de la mutante] - [% de actividad restante de la natural] > 0. De forma
alternativa, la actividad restante de la mutante también se puede expresar como actividad en porcentaje y se puede
calcular como sigue: [% de actividad restante de la mutante] / [% de actividad restante de la natural] * 100 %. La
estabilidad de la mutante con respecto a la natural se incrementa si el valor resultante es > 100 %. Las pruebas
adecuadas particulares para determinar la estabilidad se describen en los ejemplos. La prueba de sintesis de ADNc
con PCR ultrarrapida (véase la figura 5) parece proporcionar la prueba mas sensible.

Un procedimiento adecuado para la determinacion del incremento en la estabilidad térmica se detalla en los
ejemplos. Las condiciones ejemplares para las condiciones de agresion pueden ser preincubacion a 48-65 °C (en
particular 60 °C) durante 10 min y someter a prueba después de esto con ensayo de retrotranscripcion usando
[FHI-dTTP, ensayo de retrotranscripcion usando tinte fluorescente PicoGreen o preferentemente una prueba de
sintesis de ADNc con PCR ultrarrapida.

La RT de la presente invencion se deriva de RT MMLV, que es un monémero de 75 kDa. Esta compuesta de los
dominios de dedos, palma, pulgar, conexiéon y RNasa H. El sitio activo de la reaccion de la ADN polimerasa reside
en el dominio de dedos/palma/pulgar, mientras que el de la reaccion de la RNasa H se encuentra en el dominio de
la RNasa H.

La secuencia de aminoacidos de la RT denominada RT natural, incluyendo la numeracién de los aminoéacidos, es
como sigue:

TLNIEDEHRL HETSKEPDVS LGSTWLSDFP Q&WAETGGMG LAVEQAPLII PLEATSTPVS 60
TKQYPMSOQEA RLGIKPHIQR LLDOQGILVEC QSPWNTPLLP VEKPGTNDYR PVQDLREVINE 120
RVEDIHPTVP NPYNLLSGLP PSHOWYTVLD LEDAFFCLRL HPTSQPLFAF EWRDPEMGIS 180
GOQLTWTRLPFQ GFENSPTLFD EALHRDLADF RIQHPDLILL QYVDDLLLAA TSELDCQQGT 240
RALLQTLGNL GYRASAKKAQ ICQRQVEYLG YLLEEGQORWL TEARKETVMG QPTPETPROL 300
REFLGTAGFC RLWIPGFAEM AAPLYPLTET GTLFNWGPDQ QKAYQEIKQA LLTAPALGLP 360
DLTKPFELFV DEKQGYAKGV LTQKLGPWRR PVAYLSKKLD PVAAGWPPCL RMVAAIAVLT 420
KDAGELTMGQ PLV IEAPHAV EALVEQPPDR WLSNAERMTHY QALLLDTDREV QFGPVVALMNPE 480
ATLLPLPEEG LOHNCLDILA EAHGTRPDLT DQPLPDADHT WYTDGSSLLY EGQORKAGAAV 540
TTETEVIWAK ALPAGTSAQE AELIALTQOAL KMAEGKKLNY YTDSRYAFAT AHIHGEIYRR 600
RGLLTSEGKE IEKNKDEILAL LKALFLPKEL SIIHCPGHOK GHSAEARGNR MADQAARKAA 660
ITETPDTSTL L 671
(SEQ ID NO: 1)
La correspondiente secuencia de acido nucleico es como sigue:
accctaaata tagaagatga gcatcggcta catgagacct caaaagagcc agatgtttcet 60
ctagggtcca catggctgtc tgattttcct caggcctggg cggaaaccgg gggcatggga 120
ctggecagttc gccaagctce tetgatcata coctctgaaag caacctctac ccccgtgtcec 180
ataaaacaat accccatgtc acaagaagcce agactgggga tcaagoccca catacagaga 240
ctgttggace agggaatact ggtaccctgcec cagtccccct ggaacacgcc cctgctaccc 300
gttaagaaac cagggactaa tgattatagg cctgtccagg atctgagaga agtcaacaag 360
cgggtggaayg acatccaccc caccgbtgcccoc aacccttaca acctecttgag cgggctcococa 420
ccgtcccace agtggtacac tgtgcttgat ttaaaggatg ccectttttctg cctgagactc 480
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caccccacca gtcocagooctet cttegeoottt gagtggagag atccagagat gggaatcotcea 540
ggacaattga cctggaccag actcccacag ggtttcaaaa acagtcccac cctgtttgat 600
gaggcactgc acagagaccht agcagacttc cggatccagcec acccagactt gatcctgcta 060
cagtacgtgyg atgacttact gctggcegee acttcectgage tagactgeca acaaggtact 720
cgggcectgt tacaaaccct agggaacctc gggtatcggg cctocggccaa gaaagcccaa 780
atttgccaga aacaggtcaa gtatctgggg tatcttctaa aagagggtca gagatggcetg 840
actgaggcca daaaagagac tgtgatgggg cagcecctactc cgaagaccce tcgacaacta 900
agggagttcc tagggacggc aggcttctgt cgcctctgga teccctgggtt tgcagaaatg 960
gcagccccect tgtaccctct caccaaaacg gggactctgt ttaattgggg cccagaccaa 1020
caaaaggcct atcaagaaat caagcaagct cttcetaactg ccccagceccct ggggttgeca 1080
gatttgacta agccctttga actctttgtc gacgagaagc agggctacgc caaaggtgtc 1140
ctaacgcaaa aactgggacc ttggegtcgy ccggtggeoct acctgtccaa aaagctagac 1200
ccagtagecag ctgggtggee ccocttgecta cggatggtag cagocattge cgtactgaca 1260
aaggatgcag gcaagctaac catgggacag ccactagtca ttctggcccc ccatgcagta 1320
gaggcactayg tcaaacaacc ccoccococgaccge btggotttcoca acgoccecggat gactcactat 1380
caggccttge ttttggacac ggaccgggtc cagttcggac cggtggtagoc cctgaacccg 1440
gctacgctge tcccactgcce tgaggaaggg chtgcaacaca actgceccttga tatcctggec 1500
gaagcccacyg gaacccgacc cgacctaacyg gaccagccocgc tcccagacgc cgaccacacco 1560
tggtacacygg atggaagcag tctcttacaa gagggacagce dgtaaggcggg agctgcggtg 1620
accaccgaga ccgaggtaat ctgggctaaa gccctgccag ccgggacatc cgctcagcegg 1680
gctgaactga tagcactcac ccaggcccta aagatggcagy aaggtaagaa gctaaatgtt 1740
tatactgata gccgttatgc ttttgctact gcocccatatce atggagaaat atacagaagg 1800
cgtgggttge tcacatcaga aggcaaagag atcaaaaata aagacgagat cttggcccta 1860
ctaaaagccco tctttectgec caaaagactt agcataatcc attgtccagg acatcaaaag 1920
ggacacagcg ccgaggctag aggcaaccgg atggctgacce aagocggcocccg aaaggcadcc 1980
atcacagaga ctceccagacac ctctacccte ctc 2013
(SEQ ID NO: 7)

El término "retrotranscriptasa mutante" (RT) se refiere a una enzima RT con una secuencia de aminoacidos que
difiere de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 en al menos seis mutaciones. Como se detalla
anteriormente, la RT mutante de la presente invencion tiene seis sustituciones aminoacidicas obligatorias con
respecto a la RT natural de SEQ ID NO: 1, en la que

- Ala en la posicion 32 se sustituye con Val (A32V);

- Leu en la posicion 72 se sustituye con Arg (L72R);

- Glu en la posicion 286 se sustituye con Arg (E286R);

- Glu en la posicion 302 se sustituye con Lys (E302K);

- Trp en la posicién 388 se sustituye con Arg (W388R); y

- Leu en la posicion 435 se sustituye con Arg (L435R).

La secuencia de aminoacidos de la RT mutante que difiere de la RT natural de SEQ ID NO: 1 solo por las seis
mutaciones obligatorias anteriores se denomina secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y es como sigue:

32
TLNIEDEHRL HETSEEPDVS LGSTWLSDFP QVWAETGGMG LAVRQAPLII PLEATSTPVS 60
72
TEQYPMSQEA RRGIEPHIQR LLDOGILVEC QSPWNTPLLP VEKPGTNDYR PVQDLREVNK 120
EVEDIHPTVP NEPYNLLSGLP PSHOWYTVLD LEDAFFCLRL HPTSQPLFAF EWRDPEMGIS 180
GRLTWTRLPD GFENSPTLFD EALHRDLADF RIQHPDLILL QYVDDLLLAA TSELDCQQGT 240
286
RALLQTLGNL GYRASAKKAQ ICQRQVEYLG YLLKEGQRWL TEARKRTVMG QFPTEKTPROL 300

302
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REF‘LGTAGFC RLWIPGFAEM AAPLYPLTET GTLFNWGPDQ QEAYQEIKOA LLTAPALGLP 360
3688
DLTKPFELFYV DEEQGYAKGY LTQKLGPERR PVAYLSKKLD PVAAGWEPCL RMWVAAIAVLT 420
435

KDAGKLTMGQ PLVIRAPHAV FATVKQPPDR WLSNARMTHY QATLLDTDRV QFGPVVALNP 480
ATLLPLPEEG LOHNCLDILA EAHGTRPDLT DQPLPDADHT WYTDGSSLLQ EGQRKAGAAV 540
TTETEVIWAK ALPAGTSAQR AELIALTQAL KMAEGKKLNV YTDSRYAFAT AHIHGEIYRR 600
RGLLTSEGKE IKNKDEILAL LKALFLPKRL SIIHCPGHOK GHSAEARGNR MADQAARKAR 660
ITETPDTSTL L 671

(SEQ ID NO: 2)
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Las seis mutaciones obligatorias se indican por letras en negrita con subrayado y sus posiciones se especifican
por los nimeros de aminoacidos respectivos.

La correspondiente secuencia de acido nucleico es como sigue:

accctaaata tagaagatga gcatcggcta catgagacct caaaagagcc agatgtttet &0
ctagggtcca catggctgtc tgattttocct caggtctggyg cggaaaccgg gggcatggga 120
ctggcagttc gccaagctcecc tctgatcata cctcectgaaag caacctcoctac ccccocgtgtcec 180
ataaaacaat accccatgtc acaagaagcc agacggggga tcaagcccca catacagaga 240
ctgttggace agggaatact ggtaccctgce cagtccccoct dggaacacgcce cctgetaccce 300
gttaagaaac cagggactaa tgattatagg cctgtccagg atctgagaga agtcaacaag 360
cgggtggaag acatccaccc caccgtgcoccc aacccttaca acctcttgag cgggctocca 420
ccgteeccace agtggtacac tgtgecttgat ttaaaggatg cctttttetg cctgagactce 480
caccccacca gtcagootet cttogeocttt gagtggagag atccagagat gggaatctca 540
ggacaattga cctggaccag actcccacag ggtttcaaaa acagtcccac cctgtttgat 600
gaggcactgc acadgadgacct agcagacttc cggatccagce acccadactt gatcctgcta 060
cagtacgtgy atgacttact gectggeccocgece acttectgage tagactgcecca acaaggtact 720
cgggccctgt tacaaaccct agggaacctc gggtatcggg cctocggccaa gaaagcocccaa 780
atttgccaga aacaggtcaa gtatctgggg tatcttctaa aagagggtca gagatggetg 840
actgaggcca gaaaacgtac tgtgatgggg cagcctactc cgaagacccc tcgacaacta 900
aggaagttce tagggacggc aggcttcetgt cgectctgga tecctygggtt tgcagaaatg 960
gcagccccct tgtaccctct caccaaaacg gggactctgt ttaattgggg cccagaccaa 1020
caaaaggcct atcaagaaat caagcaagct cttctaactg ccccagccct ggggttgceca 1080
gatttgacta agccctttga actctttgtc gacgagaagc agggctacgc caaaggtgtce 1140
ctaacgcaaa aactgggace tcggegtegg cocggtggoct acctgtccaa aaagctagac 1200
ccagtageag ctogggtggece cecttgeocta cggatggtag cagecattgoe cgtactgaca 1260
aaggatgcag gcaagctaac catgggacag ccactagtca ttcgcocgoccco ccatgeagta 1320
gaggcactag tcaaacaacc ccccgaccgce tggetttcca acgccocggat gactcactat 1380
caggecttge ttttggacac ggaccgggte cagttecggac cggtggtagoe cctgaaccooyg 1440
gctacgectge tcccactgece tgaggaaggg ctgcaacaca actgocecttga tatcctggec 1500
gaagcccacg gaacccdacce cgacctaacg gaccagcecgce tcccagacgc cgaccacacc 1560
tggtacacgyg atggaagcag tctcttacaa gagggacage gtaaggcggg agctgoggtg 1620
accaccgaga ccogaggtaat ctgggctaaa gocctgccag ccgggacatcoc cgctcagegg 1680
gctgaactga tagcactcac ccaggecccta aagatggcag aaggtaagaa gctaaatgtt 1740
tatactgata gccgttatge ttttgctact geoccatatcce atggagaaat atacagaagg 1800
cgtgggttge tcacatcaga aggcaaagag atcaaaaata aagacgagat cttggcocccta 1860
ctaaaagcce tctttctgcoce caaaagactt agcataatcc attgtocagg acatcaaaag 1920
ggacacagog ccgaggctag aggcaaccgg atggctgacc aagcggcccg aaaggcagcc 1980
atcacagaga ctccagacac ctctaccctc ctc 2013
(SEQ ID NO: 3)

Sin embargo, la RT mutante puede tener una o mas de otras sustituciones, adiciones, deleciones aminoacidicas o
combinaciones de las mismas. De acuerdo con la presente invencion, la RT mutante de la presente invencion
también puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y tiene las seis sustituciones aminoacidicas obligatorias como se define
anteriormente (A32V/L72R/E286R/E302K/W388R/L435R).
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En un modo de realizacion de la presente invencion, la RT mutante de acuerdo con la presente invencion puede
comprender una o mas sustituciones aminoacidicas, en particular un numero limitado de sustituciones (por
ejemplo, hasta 30, 20 o en especial 10 sustituciones aminoacidicas), sustituciones en particular conservadoras.
"Sustitucion aminoacidica conservadora" se refiere a una sustitucion de un residuo con un residuo diferente que
tiene una cadena lateral similar y, por tanto tipicamente involucra la sustitucion del aminoacido en el polipéptido
con aminoacidos dentro de la misma clase de aminoacidos definida o de una clase similar. A modo de ejemplo y
sin limitacion, un aminoacido con una cadena lateral alifatica se puede sustituir con otro aminoacido alifatico, por
ejemplo, alanina, valina, leucina e isoleucina; un aminodacido con cadena lateral hidroxilo se sustituye con otro
aminoacido con una cadena lateral hidroxilo, por ejemplo, serina y treonina; un aminoacido que tiene cadenas
laterales aromaticas se sustituye con otro aminoacido que tiene una cadena lateral aromatica, por ejemplo,
fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina; un aminoacido con una cadena lateral basica se sustituye con otro
aminoacido con una cadena lateral basica, por ejemplo, lisina y arginina; un aminoacido con una cadena lateral
acida se sustituye con otro aminoacido con una cadena lateral acida, por ejemplo, acido aspartico o acido
glutamico; y un aminoacido hidréfobo o hidréfilo se reemplaza con otro aminoéacido hidréfobo o hidrdfilo,
respectivamente. Los ejemplos de sustituciones aminoacidicas conservadoras incluyen las enumeradas a
continuacion:

Residuo original Sustituciones conservadoras
Ala, Leu, Val, lle Otros alifaticos (Ala, Leu, Val, lle)

Otros no polares (Ala, Leu, Val, lle, Gly, Met)

Gly, Met Otros no polares (Ala, Leu, Val, lle, Gly, Met)
Asp, Glu Otros acidos (Asp, Glu)

Lys, Arg Otros basicos (Lys, Arg)

Asn, GIn, Ser, Thr Otros polares (Asn, GIn, Ser, Thr)

His, Tyr, Trp, Phe Otros aromaticos (His, Tyr, Trp, Phe)

Cys, Pro Ninguno

En un modo de realizacion de la presente invencion, la RT mutante de acuerdo con la presente invencion puede
comprender una 0 mas adiciones aminoacidicas, en particular adiciones aminoacidicas terminales o internas
pequefias (por ejemplo, hasta 30, 20 o en especial 10 aminoacidos).

En un modo de realizacion de la presente invencion, la RT mutante de acuerdo con la presente invencion puede
comprender una o mas deleciones aminoacidicas, en particular deleciones N y/o C terminales. Las deleciones
pueden ser pequefas (por ejemplo, hasta 5, 4, 3, 2, en especial 1, aminoacido(s) en cada extremo). En un modo
de realizacion preferente, la RT mutante difiere de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 por la delecién
de como maximo cinco aminoacidos en el extremo N de SEQ ID NO: 1 y/o por la delecion de como maximo cinco
aminoacidos en el extremo C de SEQ ID NO: 1, ademas de las mutaciones obligatorias como se define
anteriormente.

En otro modo de realizacién, la secuencia de la RT mutante de acuerdo con la presente invencién puede
comprender ademas de las mutaciones (sustituciones) obligatorias, una combinaciéon de una o mas deleciones,
sustituciones o adiciones como se define anteriormente. Sin embargo, la RT mutante comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

El término "al menos un 95 % idéntica" o "al menos un 95 % de identidad de secuencia" como se usa en el presente
documento quiere decir que la secuencia de la RT mutante de acuerdo con la presente invencion tiene una
secuencia de aminoacidos caracterizada por que, dentro de un tramo de 100 aminoécidos, al menos 95 residuos
aminoacidicos son idénticos a la secuencia de la correspondiente secuencia de SEQ ID NO: 2. Las identidades de
secuencia de otros porcentajes se definen en consecuencia.

La identidad de secuencia de acuerdo con la presente invencidon se puede determinar, por ejemplo, por
procedimientos de alineacion de secuencias en forma de comparacién de secuencias. Los procedimientos de
alineacion de secuencias son bien conocidos en la técnica e incluyen diversos programas y algoritmos de
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alineacion. Ademas, la NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) esta disponible de varias fuentes,
incluyendo el National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para su uso en
relacion con los programas de analisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. El porcentaje de
identidad de mutantes de acuerdo con la presente invencion con respecto a la secuencia de aminoéacidos de, por
ejemplo, SEQ ID NO: 2 se caracteriza tipicamente usando Blast blastp de NCBI con ajustes estandar. De forma
alternativa, la identidad de secuencia se puede determinar usando el programa informatico GENEious con ajustes
estandar.

Los resultados de alineacidon se pueden derivar, por ejemplo, del programa informatico Geneious (versiéon R8),
usando el protocolo de alineacién global con huecos de extremo libre como tipo de alineacién y Blosum62 como
matriz de puntuacion.

Como se detalla anteriormente, la RT mutante de la presente invencidn comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En un modo de realizacién
preferente, la RT mutante comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 96 %,
97 %, 98 % o un 99 %, en particular un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. La
identidad de secuencia se puede determinar como se describe anteriormente.

Todavia en otro modo de realizacion preferente, la RT mutante tiene una estabilidad térmica con respecto a la
MM3 mutante que es igual o incluso se incrementa en la que MM3 tiene una secuencia de aminoacidos que difiere
de la de la SEQ ID NO: 1 solo en tres sustituciones aminoacidicas, en la que Glu en la posicién 286 se sustituye
con Arg (E286R), Glu en la posicion 302 se sustituye con Lys (E302K) y Leu en la posicion 435 se sustituye con
Arg (L435R). MM3 (E286R/E302K/L435R) es una variante triple de RT MMLYV termoestable generada introduciendo
tres mutaciones destinadas a incrementar las cargas positivas en la RT MMLV natural (Yasukawa et al., 2010).

Preferentemente, la estabilidad térmica se determina midiendo la actividad retrotranscriptasa de la mutante medida
después de tratamiento térmico, en particular después de incubacion a 60 °C durante 10 minutos. De forma
alternativa o adicionalmente, la estabilidad térmica se incrementa en al menos un 10 %, 20 %, 30 % o 40 %,
preferentemente al menos un 50 % con respecto a la RT natural o MM3 mutante. Los detalles sobre estos modos
de realizacion se dan anteriormente.

También preferentemente, la actividad retrotranscriptasa de la RT mutante (sin agresion) es al menos un 50 % de
la actividad retrotranscriptasa natural, en particular al menos un 60 %, mas en particular al menos un 70 %, en
especial al menos un 80 %. De forma alternativa o adicionalmente, la actividad retrotranscriptasa se determina por
incorporacion de dTTP mediada por RT a 37 °C (véanse los ejemplos). Los detalles sobre la determinacion de la
actividad enzimatica se dan anteriormente.

En otro modo de realizacion, la RT mutante se puede fusionar con otra proteina. Las proteinas de fusion son
proteinas creadas por la unién de dos o mas proteinas o péptidos originalmente separados. Este procedimiento da
como resultado un polipéptido con propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales. En
consecuencia, dependiendo del uso previsto de la RT se puede combinar con otro péptido o proteina en una
proteina de fusion. Las proteinas se pueden fusionar por medio de un conector o espaciador, lo que incrementa la
probabilidad de que las proteinas se plieguen independientemente y se comporten como se espera. En especial
en el caso donde los conectores permiten la purificacién de proteinas, los conectores en fusiones de proteinas o
péptidos a veces se genomanipulan con sitios de escision para proteasas o agentes quimicos que permiten la
liberacion de las dos proteinas separadas. Se pueden fabricar proteinas de fusién di- o multiméricas a través de
genomanipulacion por fusién a las proteinas originales de dominios peptidicos que inducen di- o multimerizacién
de proteinas artificiales (por ejemplo, cremalleras de leucina o estreptavidina). También se pueden fabricar
proteinas de fusion con toxinas o anticuerpos unidos a ellas. Otras fusiones incluyen la adicion de secuencias
sefial, tales como una secuencia sefal de lipidacion, una secuencia sefial de secrecion, una secuencia sefal de
glucosilacién, un péptido senal de traslocacion, etc.

Preferentemente, la proteina de fusion de la presente invencién comprende una marca. Las marcas se unen a
proteinas para diversos propositos, por ejemplo, para facilitar la purificacion, para ayudar en el plegamiento
apropiado en proteinas, para evitar la precipitacion de la proteina, para alterar propiedades cromatograficas, para
modificar la proteina o para marcar la proteina. Los ejemplos de marcas incluyen marca Arg, la marca His, la marca
Strep, la marca Flag, la marca T7, la marca peptidica V5, la marca GST y la marca c-Myc. Una marca preferente
en la presente invencion es una marca His que consiste en seis residuos histidina.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico que codifica la RT mutante de la presente
invencion.

El término "acido nucleico" como se usa en el presente documento se refiere en general a cualquier molécula de
nucleotido que codifica la RT mutante de la invenciéon y que puede ser de longitud variable. Los ejemplos de un
acido nucleico de la invencién incluyen, pero no se limitan a, plasmidos, vectores, o cualquier tipo de fragmento(s)
de ADN y/o ARN que se pueden aislar por procedimientos de biologia molecular estandar, incluyendo, por ejemplo,
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cromatografia de intercambio idnico. Se puede usar un acido nucleico de la invencién para transfeccion o
transduccién de una célula u organismo particular.

La molécula de acido nucleico de la presente invencion puede estar en forma de ARN, tal como ARNm o ARNc, o
en forma de ADN, incluyendo, por ejemplo, ADNc y ADN gendmico, por ejemplo, obtenido por clonaciéon o
producido por técnicas de sintesis quimica o por una combinacién de las mismas. El ADN puede ser tricatenario,
bicatenario o monocatenario. EIl ADN monocatenario puede ser la hebra codificante, también conocida como la
hebra sentido, o puede ser la hebra no codificante, también denominada la hebra antisentido. La molécula de acido
nucleico como se usa en el presente documento también se refiere a, entre otros, ADN mono- y bicatenario, ADN
que es una mezcla de ARN mono- y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono- y bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias o, mas tipicamente, bicatenarias
o tricatenarias, o una mezcla de regiones mono- y bicatenarias. Ademas, la molécula de acido nucleico como se
usa en el presente documento se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como
ADN.

Adicionalmente, el acido nucleico puede contener una o mas bases modificadas. Dichos acidos nucleicos también
pueden contener modificaciones, por ejemplo, en la cadena principal ribosa-fosfato para incrementar la estabilidad
y semivida de dichas moléculas en entornos fisiolégicos. Por tanto, los ADN o ARN con cadenas principales
modificadas por estabilidad o por otros motivos son la "molécula de acido nucleico" ya que ese rasgo caracteristico
esta previsto en el presente documento. Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales como
inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, por nombrar solo dos ejemplos, son la molécula de acido
nucleico dentro del contexto de la presente invencion. Se apreciara que se han realizado una gran variedad de
modificaciones al ADN y ARN que sirven de muchos propésitos utiles conocidos para los expertos en la técnica.
El término molécula de acido nucleico como se emplea en el presente documento abarca dichas formas
modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente de la molécula de acido nucleico, asi como las formas
quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo células simples y complejas, entre otras.

Ademas, la molécula de acido nucleico que codifica la RT mutante de la invencion se puede enlazar de forma
funcional, usando técnicas estandar tales como técnicas de clonacion estandar, a cualquier secuencia deseada,
tal como una secuencia reguladora, secuencia lider, secuencia marcadora heteréloga o una secuencia codificante
heterdloga para crear una proteina de fusion.

El &cido nucleico de la invencién se puede formar originalmente in vitro o en una célula en cultivo, en general, por
la manipulacién de acidos nucleicos por endonucleasas y/o exonucleasas y/o polimerasas y/o ligasas y/o
recombinasas u otros procedimientos conocidos para el profesional experto en la técnica para producir los acidos
nucleicos.

El &cido nucleico de la invencion puede estar comprendido en un vector de expresion, en el que el acido nucleico
se enlaza de forma funcional a una secuencia de promotor que puede promover la expresion del acido nucleico en
una célula huésped.

Como se usa en el presente documento, el término "vector de expresion” se refiere en general a cualquier tipo de
molécula de acido nucleico que se puede usar para expresar una proteina de interés en una célula (véanse también
anteriormente detalles sobre los acidos nucleicos de la presente invencion). En particular, el vector de expresién
de la invencién puede ser cualquier plasmido o vector conocido para el experto en la técnica que sea adecuado
para expresar una proteina en una célula huésped particular incluyendo, pero sin limitarse a, células de mamifero,
células bacterianas y células de levadura. Una construccion de expresién de la presente invencién también puede
ser un acido nucleico que codifica una RT de la invencion, y que se usa para posterior clonacién en un vector
respectivo para garantizar la expresion. Un vector adecuado se describe en los ejemplos y se ilustra en la figura 2.
Los plasmidos y vectores para expresion de proteinas son bien conocidos en la técnica, y se pueden adquirir
comercialmente de diversos proveedores incluyendo, por ejemplo, Promega (Madison, WI, EE. UU.), Qiagen
(Hilden, Alemania), Invitrogen (Carlsbad, CA, EE. UU.) o MoBiTec (Alemania). Los procedimientos de expresion
de proteinas son bien conocidos para el experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al.,
2000 (Molecular Cloning: A laboratory manual, tercera edicion).

El vector puede incluir adicionalmente secuencias de &cido nucleico que le permiten replicarse en la célula
huésped, tal como un origen de replicacién, uno o mas genes terapéuticos y/o genes marcadores seleccionables
y otros elementos genéticos conocidos en la técnica tales como elementos reguladores que dirigen la transcripcion,
traduccion y/o secrecion de la proteina codificada. El vector se puede usar para transducir, transformar o infectar
una célula, provocando de este modo que la célula exprese acidos nucleicos y/o proteinas distintos de los naturales
para la célula. El vector incluye opcionalmente materiales para ayudar a lograr la entrada del acido nucleico en la
célula, tales como un recubrimiento de particula virica, liposoma, proteina o similar. Numerosos tipos de vectores
de expresion apropiados son conocidos en la técnica para la expresion de proteinas, por técnicas de biologia
molecular estandar. Dichos vectores se seleccionan de tipos de vectores convencionales incluyendo insectos, por
ejemplo, sistemas de expresién de baculovirus, o de expresién de levaduras, fungicos, bacterianos o viricos. Otros
vectores de expresion apropiados, de los que numerosos tipos son conocidos en la técnica, también se pueden
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usar para este propdsito. Los procedimientos para obtener dichos vectores de expresidon son bien conocidos
(véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra).

Como se detalla anteriormente, el acido nucleico que codifica una RT mutante de la invencidn se enlaza de forma
funcional a una secuencia que es adecuada para dirigir la expresion de una proteina en una célula huésped, para
garantizar la expresién de la proteina. Sin embargo, se engloba dentro de la presente invencion que la construccion
de expresion reivindicada puede representar un producto intermedio, que se clona posteriormente en un vector de
expresion adecuado para garantizar la expresion de la proteina. El vector de expresion de la presente invencion
puede comprender ademas todo tipo de secuencias de acido nucleico, incluyendo, pero sin limitarse a, sefiales de
poliadenilacion, sefiales de donante de empalme y aceptor de empalme, secuencias intermedias, secuencias de
potenciador transcripcionales, secuencias de potenciador traduccionales, gen(es) de resistencia a farmacos o
similar. Opcionalmente, el gen de resistencia a farmacos se puede enlazar de forma funcional a un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES), que podria ser especifico del ciclo celular o bien independiente del ciclo celular.

El término "enlazado de forma funcional" como se usa en el presente documento quiere decir en general que los
elementos génicos se disponen de modo que funcionan en concierto para sus propdsitos previstos, por ejemplo,
ya que la transcripcién se inicia por el promotor y procede a través de la secuencia de ADN que codifica la proteina
de la presente invencién. Es decir, la ARN polimerasa transcribe la secuencia que codifica la proteina de fusién en
ARNmM, que a continuacién se empalma y se traduce en una proteina.

El término "secuencia de promotor" como se usa en el contexto de la presente invencion se refiere en general a
cualquier tipo de secuencia de ADN reguladora enlazada de forma funcional a una secuencia codificante hacia 3/,
en la que dicho promotor se puede unir a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcidon del marco de lectura abierto
codificado en una célula, dirigiendo de este modo la expresion de dicha secuencia codificante hacia 3'. La
secuencia de promotor de la presente invencién puede ser cualquier tipo de secuencia de promotor conocida para
el experto en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, promotores constitutivos, promotores inducibles,
promotores especificos del ciclo celular y promotores especificos del tipo celular.

Todavia en otro aspecto, la presente invencioén se refiere a una célula que comprende la RT mutante de la invencién
o el acido nucleico de la invencién. La célula es preferentemente una célula huésped. Una "célula huésped" de la
presente invencién puede ser cualquier tipo de organismo adecuado para su aplicacion en tecnologia de ADN
recombinante, e incluye, pero no se limita a, todas las clases de cepas bacterianas y de levadura que son
adecuadas para expresar una o mas proteinas recombinantes. Los ejemplos de células huésped incluyen, por
ejemplo, diversas cepas de Bacillus subtilis o E. coli. Una variedad de células huésped bacterianas de E. coli son
conocidas para un experto en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, cepas tales como DH5-alfa, HB101,
MV1190, JM109, JM101 o XL-1 blue que se pueden adquirir comercialmente de diversos proveedores incluyendo,
por ejemplo, Stratagene (CA, EE. UU.), Promega (WI, EE. UU.) o Qiagen (Hilden, Alemania). Una célula huésped
en particular adecuada también se describe en los ejemplos, a saber células BL21(DE3) de E. coli. Las cepas de
Bacillus subtilis que se pueden usar como célula huésped estan disponibles comercialmente.

El cultivo de células huésped de acuerdo con la invencion es un procedimiento rutinario conocido para el experto
en la técnica. Es decir, un acido nucleico que codifica una RT mutante de la invencion se puede introducir en una
célula(s) huésped adecuada(s) para producir la proteina respectiva por medios recombinantes. Estas células
huésped pueden ser cualquier tipo de células adecuadas, preferentemente células bacterianas tales como E. coli,
que se pueden cultivar facilmente. En una primera etapa, este enfoque puede incluir la clonacién del gen respectivo
en un vector plasmidico adecuado. Los vectores plasmidicos se usan ampliamente para clonacién génica y se
pueden introducir facilmente, es decir, transformar, en células bacterianas que se han hecho competentes.
Después de que la proteina se haya expresado en la célula huésped respectiva, las células se pueden romper por
medio de lisis celular quimica o bien mecanica, es bien conocido para el experto en la técnica, e incluye, pero no
se limita a, por ejemplo, tratamiento con sal hipoténica, tratamiento con detergente, homogeneizacion o
ultrasonicacion.

La presente invencion también proporciona un kit para realizar una retrotranscripcion, que comprende la RT
mutante de la presente invencion. La retrotranscripcion es la sintesis de ADN a partir de un molde de ARN, que
normalmente estd mediada por una transcriptasa inversa, y produce ADN complementario (ADNc). Las
retrotranscriptasas usan un molde de ARN y un cebador corto complementario al extremo 3' del ARN para dirigir
la sintesis de la primera hebra de ADNc, que se puede usar directamente como molde para la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Esta combinacién de retrotranscripcion y PCR (RT-PCR) permite la deteccion de ARN de
baja abundancia en una muestra y la produccion del correspondiente ADNc, facilitando de este modo la clonacion
de genes de bajas copias. De forma alternativa, la primera hebra de ADNc se puede hacer bicatenaria usando
ADN polimerasa | y ADN ligasa. Estos productos de reaccion se pueden usar para la clonacion directa sin
amplificacién. En este caso, se requiere la actividad RNasa H, de la RT o bien suministrada de forma exdgena.
Dependiendo del uso previsto, el kit puede comprender ademas de la RT mutante de la invencion otros
componentes tales como un tampén, uno o mas cebadores y una mezcla de dNTP. El kit también puede
comprender agentes necesarios para otra reaccion tales como agentes necesarios para PCR, sintesis de la
segunda hebra de ADN o amplificacion (por ejemplo, cebadores, sondas, polimerasa o marcadores). Ademas, el
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kit puede comprender un manual de instrucciones.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la RT mutante de la presente invencion para la sintesis
de ADNc. Una técnica comun usada para estudiar, por ejemplo, la expresion génica en células vivas es la de
producir una copia de ADN (ADNc) del complemento celular de ARN. Esta técnica proporciona un medio para
estudiar el ARN de células vivas que evita el andlisis directo de ARN inherentemente inestable. Después del
aislamiento de ARNm opcional (usando, por ejemplo, procedimientos tales como cromatografia de afinidad
utilizando oligo dT), las secuencias de oligonucledtidos se hibridan tipicamente a las moléculas de ARNm vy las
enzimas con actividad retrotranscriptasa se pueden usar para producir copias de ADNc de la secuencia de ARN,
utilizando el cebador de ARN/ADN como molde. Por tanto, la retrotranscripciéon de ARNm es una etapa clave en
muchas formas de analisis de expresion génica. Tipicamente, el ARNm se retrotranscribe en ADNc para posterior
analisis por extension del cebador o reaccidon en cadena de la polimerasa. En el uso de la presente invencion, el
ARN se pone en contacto con una RT mutante de la presente invencién y tipicamente una secuencia de cebador
que se hibrida a un molde de ARN para que la sintesis de ADN se inicie a partir del OH 3' del cebador. Se pueden
seleccionar cebadores para que sean complementarios a, o sustancialmente complementarios a, las secuencias
que se encuentran en el extremo 3' de cada hebra de la secuencia de acido nucleico de interés. En un modo de
realizacién ejemplar, se lleva a cabo una reaccion de retrotranscripcion usando una temperatura de hibridacién en
una reaccion de retrotranscriptasa tipicamente de aproximadamente 42 a 65 °C. La reaccién de retrotranscripcion
se lleva a cabo preferentemente a de aproximadamente 50 °C a 60 °C o de 60 °C a 65 °C.

La presente invencidn proporciona ademas un procedimiento para la retrotranscripcion de ARN, comprendiendo el
procedimiento sintetizar ADNc a partir del ARN con el uso de la RT mutante de la presente invencién. El
procedimiento se puede llevar a cabo como se detalla con respecto al uso de la RT mutante de la presente
invencioén para la sintesis de ADNCc.

Ademas, la presente invencién proporciona ademas un procedimiento para detectar un marcador de ARN en una
muestra,

a) poniendo en contacto la muestra con la RT mutante de la presente invencién en condiciones que conducen
a la actividad de la RT mutante;

b) sintetizando ADNc a partir del marcador de ARN con el uso de la RT mutante de la presente invencion; y

c) detectando la presencia del ADNc sintetizado en la etapa b), detectando de este modo el marcador de ARN
en la muestra.

El ARN se puede usar como marcador en diversas aplicaciones. El ARN detectado puede ser indicativo en si
mismo o puede ser indicativo de la presencia de ADN o la expresion de un gen de interés, que a su vez es indicativo
de una enfermedad, presencia de un patdgeno, etc. El propio ARN podria ser indicativo de la presencia de un ARN
virico, en particular un ARN retrovirico. Los retrovirus provocan una variedad de enfermedades tales como cancer,
sida, autoinmunidad y enfermedades del sistema nervioso central, huesos y articulaciones, tales como leucemia
mieldgena, leucemia eritroide, leucemia linfocitica, linfoma, sarcoma, carcinoma mamario, carcinoma renal, anemia
aplasica, anemia hemolitica, enfermedad autoinmunitaria, inmunodeficiencia, osteopetrosis, artritis, neuropatia
periférica, encefalopatia, neurodegeneracion, demencia, neumonia y adenomatosis. Los virus que inducen dichas
enfermedades incluyen virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus linfotrépico T humano (HTLV), virus del
sarcoma de Rous (RSV) y virus del tumor mamario murino (MMTV). Sin embargo, el marcador de ARN puede ser
indicativo de expresion génica. Muchos genes se expresan en determinadas condiciones (incluyendo condiciones
de enfermedad) o solo con especies particulares. En consecuencia, la presencia de una proteina (o el
correspondiente ARNm) puede ser indicativa de un estado de enfermedad, célula o patégeno, por mencionar solo
algunos. Como ejemplo, las células cancerosas se caracterizan por marcadores particulares, de las que sus acidos
nucleicos se pueden usar en la deteccién y cuantificacion de las mismos. Los ejemplos que se pueden mencionar
son: en especial oncogenes y genes supresores de tumores tales como p53, genes de la familia ras erb-B2, c-myc,
mdm?2, c-fos, DPC4, FAP, nm23, RET, WT1, y similares, LOH, por ejemplo con respecto a p53, DCC, APC, Rby
similares y también BRCA1 y BRCA2 en tumores hereditarios, inestabilidad de microsatélites de MSH2, MLH1,
WT1 y similares; también ARN tumorales tales como CEA, citoqueratinas, por ejemplo, CK20, BCL-2, MUC1, en
particular variantes de empalme especificas de tumor de los mismos, MAGE3, Muc18, tirosinasa, PSA, PSM, BA46,
Mage-1 y similares, o también ARN morfogénicos tales como maspina, hCG, GIP, motilina, hTG, SCCA-1, AR, ER,
PR, diversas hormonas y similares; ademas, en especial ARN y proteinas que afectan el perfil metastatizante, es
decir, la expresion de moléculas involucradas en angiogénesis, motilidad, adhesion y degradaciéon de matriz tales
como bFGF, bFGF-R, VEGF, VEGF-R, tales como VEGF-R1 o VEGF -R2, E-cadherina, integrinas, selectinas,
MMP, TIMP, SF, SF-R y similares, el perfil de ciclo celular o perfil de proliferacion, tal como ciclinas (por ejemplo,
proporcion de expresion de ciclinas D, E y B), Ki67, p120, p21, PCNA y similares, o el perfil de apoptosis, tal como
FAS (L+R), TNF (L+R), perforina, granzima B, BAX, bcl-2, caspasa 3 y similares. De forma alternativa, el ARN
puede ser indicativo del ADN de un patdgeno distinto de un retrovirus.

En una primera etapa del procedimiento, una muestra se pone en contacto con la RT mutante de la presente
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invencion en condiciones que conducen a la actividad de la RT mutante. Las condiciones adecuadas se detallan
en el presente documento y son bien conocidas para el experto en la técnica. La muestra puesta en contacto puede
ser cualquier muestra sospechosa de contener el ARN en cuestion, incluyendo una muestra de un sujeto. Una
muestra es una cantidad limitada de material que estéa previsto que sea idéntica a y represente una cantidad mayor
de ese/esos material(es). Se puede realizar un acto de obtener una muestra por una persona o automaticamente.
Se pueden tomar o proporcionar muestras para pruebas, andlisis, inspeccion, investigacion, demostraciéon o uso
de prueba. A veces, el muestreo puede ser continuo. La muestra puede comprender o consistir en un soélido, un
liquido o un gas; puede ser material de algunas caracteristicas intermedias tales como gel o esputo, tejido,
organismos o una combinacion de estos. Preferentemente, la muestra es liquida o una suspension que permite
una facil distribucion.

Incluso si una muestra de material no se puede contar como elementos individuales, la cantidad de la muestra
todavia puede ser descriptible en términos de su volumen, masa, tamafio u otras de dichas dimensiones. Una
muestra solida puede venir en una o algunas piezas discretas, o puede ser fragmentada, granular o en polvo.

La muestra en el presente contexto es una cantidad de material que se sospecha que contiene uno o mas acidos
nucleicos que se van a detectar o medir y cuantificar. Como se usa en el presente documento, el término incluye,
sin limitaciéon, una muestra (por ejemplo, una biopsia o muestra médica), un cultivo (por ejemplo, cultivo
microbiolégico) o una muestra ambiental tal como agua o suelo. Las muestras pueden ser de un sujeto, tal como
un animal o ser humano, pueden ser liquidas, sélidas (por ejemplo, heces), una suspensién o tejido. El término
"muestra de un sujeto" incluye todos los liquidos bioldgicos, excreciones y tejidos aislados de cualquier sujeto
dado. Preferentemente, el sujeto es un animal, mas preferentemente un mamifero o todavia mas preferentemente
un ser humano. La muestra se puede obtener de todas las diversas familias de animales domésticos, asi como
animales asilvestrados o salvajes, incluyendo, pero sin limitarse a, animales tales como ungulados, osos, peces,
roedores, etc.

Como se detalla anteriormente, "muestra” quiere decir una cantidad de material que se sospecha que contiene un
acido nucleico de interés que se va a cuantificar. Como se usa en el presente documento, el término incluye una
muestra (por ejemplo, una biopsia o una muestra médica) o un cultivo (por ejemplo, cultivo microbioldgico). Las
muestras pueden ser de una planta o animal, incluido ser humano, pueden ser fluidas, sélidas (por ejemplo, heces)
o tejido. Las muestras pueden incluir materiales extraidos de un paciente incluyendo, pero sin limitarse a, cultivos,
sangre, saliva, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, leche, linfa, esputo, semen, aspirados por aguja y similares.
La muestra se puede obtener de todas las diversas familias de animales domésticos, asi como animales
asilvestrados o salvajes, incluyendo, pero sin limitarse a, animales tales como ungulados, osos, peces, roedores,
etc. Con respecto a una muestra humana o "muestra tisular" o "muestra de paciente" o "muestra tisular o celular
de paciente" o "muestra", cada una quiere decir un grupo de células similares o compuestos biolégicos o
bioquimicos obtenidos de un tejido de un sujeto o paciente. La fuente de la muestra tisular puede ser un tejido
sélido como de una muestra o biopsia o aspirado de 6rgano o tejido fresco, congelado y/o conservado; sangre o
cualquier componente sanguineo; liquidos corporales tales como liquido cefalorraquideo, liquido amnioético, liquido
peritoneal o liquido intersticial; células de cualquier momento en la gestacién o desarrollo del sujeto. La muestra
tisular puede contener compuestos que no se entremezclan de forma natural con el tejido en la naturaleza tales
como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, nutrientes, antibiéticos o similares.

Los ejemplos de muestras incluyen, pero no se limitan a, cultivos tisulares o celulares, sangre, suero sanguineo,
plasma sanguineo, aspirado por aguja, orina, semen, liquido seminal, plasma seminal, liquido prostatico,
excrementos, lagrimas, saliva, sudor, biopsia, ascitis, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido amnidtico,
liquido peritoneal, liquido intersticial, esputo, leche, linfa, bronquiales y otras muestras de lavado, o muestras de
extractos tisulares. La fuente de la muestra puede ser tejido sélido como el de una muestra o biopsia o aspirado
de d6rgano o tejido fresco, congelado y/o conservado; o células de cualquier momento en la gestacion o desarrollo
del sujeto. En un modo de realizacion preferente del procedimiento, la muestra se selecciona del grupo que consiste
en un liquido corporal, sangre, plasma sanguineo, suero sanguineo, orina, bilis, liquido cefalorraquideo, un hisopo,
una muestra clinica, una muestra de 6rgano y una muestra tisular, en particular un ser humano, un animal o una
planta, en especial un ser humano. De forma alternativa o adicionalmente, la muestra se ha obtenido de un cultivo
celular, una fuente sospechosa de estar contaminada o un sujeto, en particular en el que el sujeto se selecciona
del grupo que consiste en un ser humano, un animal y una planta, en especial un ser humano.

Después de la etapa a), el ADNc se sintetiza a partir del marcador de ARN con el uso de la RT mutante de la
presente invencion. Los detalles en esta etapa se dan anteriormente. Después de esto, se detecta la presencia del
ADNCc sintetizado, detectando de este modo el marcador de ARN en la muestra. Los procedimientos para detectar
ADN son bien conocidos en la técnica e incluyen procedimientos de PCR, uso de sondas especificas con
marcadores (por ejemplo, radioactivos o fluorescentes) o agentes intercalantes. En un modo de realizacion
preferente, se usa retrotranscriptasa en combinacion con PCR ultrarrapida para la detecciéon del marcador de ARN.

Los procedimientos y usos de la invencién son de particular interés en el campo médico tal como en diagnéstico o

en seguimiento terapéutico, y se pueden usar para detectar y/o cuantificar un acido nucleico de interés indicativo
de un microorganismo, célula, virus, bacteria, hongo, especie de mamifero, estado genético o enfermedad
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especificos. De acuerdo con esto, los procedimientos se pueden usar en la deteccion de un patégeno. Un patégeno
tiene el potencial para provocar una enfermedad. Tipicamente, el patégeno se usa para describir un agente
infeccioso tal como un virus, bacteria, prién, un hongo o incluso otro microorganismo. Por supuesto, los
procedimientos de la invencién también se pueden usar para detectar microorganismos no patégenos. En
consecuencia, en otro modo de realizacién preferente del procedimiento, el marcador de ARN es indicativo de un
microorganismo, una célula, un virus, una bacteria, un hongo, una especie de mamifero, un estado genético o una
enfermedad.

Los patégenos ejemplares incluyen sin limitacion:

- bacterianos: Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Burkholderia, Mycobacterium, Chlamydophila,
Ehrlichia, Rickettsia, Salmonella, Neisseria, Brucella, Mycobacterium, Nocardia, Listeria, Francisella, Legionella'y
Yersinia

— viricos: adenovirus, herpes simple, virus de la varicela-zéster, citomegalovirus, papilomavirus, virus de la
hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis E, poliovirus, virus de la fiebre amarillaz virus del dengue,
virus del Nilo occidental, virus TBE, VIH, virus de la gripe, virus de Lassa, rotavirus y Virus del Ebola

—  fungicos: Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis y Stachybotrys
—  parasitos: parasitos protozoicos, parasitos helminticos y parasitos artropodos

Es evidente que la deteccion fiable y opcionalmente la cuantificacién de un patégeno pueden ser de alta relevancia
en el diagnéstico de la presencia y gravedad de una enfermedad.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos y cualquier acronimo usados en el
presente documento tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la técnica en el
campo de la invencion. Las definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en
Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al.
(eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9);
y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por
VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1 -56081 -569-8).

La invencioén no se limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos en el presente documento
porque pueden variar. Aunque cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en el
presente documento se puede usar en la practica de la presente invencion, los procedimientos y materiales
preferentes se describen en el presente documento. Ademas, la terminologia usada en el presente documento es
para el propésito de describir solo modos de realizacion particulares y no esta previsto que limite el alcance de la
presente invencion.

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y
"el/la" incluyen referencias en plural a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. De forma similar,
las palabras "comprender", "contener" y "englobar" se deben interpretar de forma inclusiva en lugar de exclusiva.
De forma similar, la palabra "0" estéa previsto que incluya "y" a menos que el contexto lo indique claramente de otro
modo. El término "pluralidad" se refiere a dos o mas.

Esta previsto que las siguientes figuras y ejemplos ilustren diversos modos de realizacion de la invencion. Como
tales, las modificaciones especificas analizadas no se deben interpretar como limitaciones en el alcance de la
invencion. Sera evidente para el experto en la técnica que se pueden realizar diversos equivalentes, cambios y
modificaciones sin apartarse del alcance de la invencién, y por tanto se debe entender que dichos modos de
realizacién equivalentes se deben incluir en el presente documento.

Figuras

Figura 1: secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 3) y secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de la RT mutante
MM3.14. Se indican las seis mutaciones obligatorias (sustituciones A32V, L72R, E286R, E302K, W388R y L435R)
con respecto a la natural.

Figura 2: plasmidos de expresién para RT MMLV. El asterisco indica el codon finalizador.

Figura 3: actividad y estabilidad de variantes individuales. (A) Actividad especifica. La reaccion de incorporacion
de dTTP se llevo a cabo a 37 °C. Una unidad se define como la cantidad que incorpora 1 nmol de dTTP en poli(rA)-
p(dT)1s en 10 min. La actividad especifica relativa se define como la proporcién de la actividad especifica de la
variante con respecto a la WT. (B, C) Estabilidad térmica. La RT a 100 nM se incub6 a 46 °C (B) 0 49 °C (C) en
presencia de poli(rA)-p(dT)1s (28 uM) durante 10 min. A continuacion, la reaccién de incorporacion de dTTP se
llevd a cabo a 37 °C. La actividad relativa se define como la proporcion de la tasa de reaccion inicial de RT con la

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 880 366 T3

incubacién de 10 min a 46 o0 49 °C con respecto a sin la incubacion.

Figura 4: actividad y estabilidad de variantes multiples. (A, B) Actividad especifica. (A) La reaccion de incorporacion
de dTTP se llevé a cabo a RT 5 nM a 37 °C. Una unidad se define como la cantidad que incorpora 1 nmol de dTTP
en poli(rA)-p(dT)1s en 10 min. La actividad especifica relativa se define como la proporcion de la actividad especifica
de la variante con respecto a la WT. (B) La reaccion de incorporacion de PicoGreen se llevo a cabo a RT 5 nM a
37 °C. Las tasas de reaccion iniciales (AFl/min) se calcularon y se normalizaron con la de WT como 1,0. (C-F)
Estabilidad térmica. La RT a 100 nM se incub6 a 49 o 51 °C en presencia de poli(rA)-p(dT)s (28 yM) durante
10 min. A continuacion, la reaccién de incorporacion de dTTP (C, E) o la reaccion de incorporacion de PicoGreen
(D, F) se llevé a cabo a RT 10 nM a 37 °C. La actividad relativa se define como la proporcién de la tasa de reaccion
inicial de RT con el tratamiento térmico de 10 min con respecto a sin él.

Figura 5: dependencia de la temperatura en la sintesis de ADNc por WT, MM3 o0 MM3.14. La reaccion de sintesis
de ADNCc se llevo a cabo a 50 (A), 55 (B, C), 60 (D) o 65 °C (E) durante 10 min usando la RT que habia recibido
incubacién térmica a 55 °C durante 5 min (B) o la RT sin incubaciéon térmica (A, C-E). A continuacién, se llevé a
cabo la PCR. Se mostroé la fluorescencia de la PCR ultrarrapida usando productos de sintesis de ADNc. Los puntos
de cruce (CP) fueron 28,01, 25,22 y 25,67 min para WT, MM3 y MM3.14, respectivamente (A), 24,95 y 26,74 min
para MM3 y MM3.14, respectivamente (B), 30,52 min para MM3.14 (C), 28,48 y 29,14 min para MM3 y MM3.14,
respectivamente (D), y 32,51 min para MM3.14 (E).

Figura 6: estabilidad de WT, MM3 o MM3.14 como se evalua por sintesis de ADNc. La RT a 100 nM se incub6 a
48, 54, 57,60 0 63 °C en presencia de poli(rA)-p(dT)1s (28 uM) durante 10 min. A continuacién, la sintesis de ADNc
se llevd a cabo con 16 pg de ARN de cesA, cebador RV-R26 0,5 uM a 45 °C durante 30 min. La PCR se llevo a
cabo con una combinacion de cebadores de RV y F5. Los productos amplificados se aplicaron a gel de agarosa al
1 % seguido de tinciéon con bromuro de etidio (1 pg/ml).

Ejemplos
Procedimientos
Concentracion de RT y ARN estandar

La concentracion de RT se determiné de acuerdo con el procedimiento de Bradford (Bradford, 1976) usando una
solucion de CBB de ensayo de proteinas (Nacalai Tesque, Kioto, Japdn) con seroalbimina bovina (Nacalai Tesque)
como estandar. Se preparé ARN estandar, que fue un ARN de 1014 nucledtidos correspondiente a la secuencia
de ADN 8353-9366 del gen cesA de Bacillus cereus (nimero de acceso de GenBank DQ360825), por transcripcion
in vitro.

Construccion de plasmidos

Los plasmidos de expresion de variantes de RT MMLV se construyeron por mutagénesis dirigida a sitio usando el
plasmido de expresion para RT MMLV natural, pET-MRTHis (fig. 2), o la variante termoestable MM3, pET-MM3,
como molde y una BL21(DE3) de E. coli [F, ompT, hsdSs (rs" ms’) gal dcm (DE3)] como huésped. Se verificaron
las secuencias de nucledtidos de los genes de RT MMLV mutados.

Expresion y purificacion de variantes de RT MMLYV individuales

Tres ml de caldo L que contenia 50 pg/ml de ampicilina se inocularon con la reserva de glicerol de la BL21
transformada (DE3) y se incubaron durante 16 h con agitacién a 30 °C. La expresion del gen de RT se indujo por
el sistema de autoinduccién (Novagen, Darmstadt, Alemania). La RT MMLV se purificd del medio de cultivo usando
el sistema de purificacion de proteinas HisLink Spin (Promega, Madison, WI). En resumen, las células bacterianas
se rompieron por el reactivo de lisis celular FastBreak, seguido de la adicion de resina purificadora de proteinas
HisLink al cultivo. A continuacién, las muestras se transfirieron a la columna de centrifugacion HisLink donde se
separo por lavado la proteina no unida. La RT MMLYV se recupero por la eluciéon con 0,2 ml de tampon HEPES-
NaOH 100 mM (pH 7,5), imidazol 500 mM. La fraccién activa se desal6 usando columnas de filtraciéon en gel PD-
10 prerrellenadas (GE Healthcare) equilibradas con tampdn Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), KCI 200 mM, glicerol al 50 %
y se almacené a -80 °C.

Expresién y purificacion de variantes de RT MMLV multiples

El cultivo durante la noche de los transformantes (5 ml) se afiadié a 500 ml de caldo L que contenia ampicilina
(50 pg/ml) y se incub6 con agitacion a 37 °C. Cuando la DOsso alcanzé 0,6-0,8, se afiadieron 0,15 ml de IPTG
0,5 M y se continué el cultivo a 30 °C durante 3 h. Después de la centrifugacién a 10.000 x g durante 5 min, se
obtuvieron las células, se suspendieron con 10 ml de tampén fosfato de potasio 0,02 M (pH 7,2), ditiotreitol (DTT)
2,0 mM, glicerol al 10 % (tampon A) que contiene fluoruro de fenilmetilsulfonilo 10 mM (PMSF), pH 7,5 y se
rompieron por sonicacion. Después de la centrifugacion a 20.000 x g durante 40 min, se recogi6 el sobrenadante
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y se aplicé a una columna [25 mm (diametro interno) x 120 mm] rellenada con gel Toyopearl DEAE-650M (Tosoh,
Tokio, Japon) equilibrada con tampon A. Después del lavado con tampoén A que contiene NaCl 120 mM, la RT
unida se eluyé con tampoén A que contiene NaCl 300 mM. Se afiadié (NH4)2SO4 sélido al eluido (30 ml) hasta una
concentracion final de saturacion al 40 %. La solucion se agit6é durante 5 min y se dej6é durante 30 min en hielo.
Después de la centrifugacion a 20.000 x g durante 30 min a 4 °C, el sedimento se recogi6 y se disolvié en 10 ml
de tampdn A que contiene NaCl 100 mM. La solucion se aplico a la columna rellenada con Ni?*-sefarosa (HisTrap
HP 1 ml, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) equilibrada con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), KCI
200 mM, DTT2 mM, glicerol al 10 % (tampon B). Después del lavado con tampdn B que contiene imidazol 50 mM,
la RT unida se eluyé con tampdén B que contiene imidazol 500 mM. La fraccién activa se desal6é usando columnas
de filtracién en gel PD-10 prerrellenadas equilibradas con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), KCI 200 mM, glicerol
al 50 % y se almacené a -80 °C.

SDS-PAGE

Se realizé6 SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10 % en condiciones reductoras. Las proteinas se redujeron
por tratamiento con un 2,5 % de 2-mercaptoetanol a 100 °C durante 10 min y a continuacion se aplicaron sobre el
gel. Se aplicé una corriente constante de 40 mA durante 40 min. Después de la electroforesis, las proteinas se
tineron con Coomassie Brilliant Blue R-250. El kit marcador de masa molecular que consiste en fosforilasa B de
musculo de conejo (97,2 kDa), seroalbumina bovina (66,4 kDa), ovoalbumina de clara de huevo de gallina
(44,3 kDa) y anhidrasa carbonica bovina (29,0 kDa) fue un producto de Takara Bio Inc (Otsu, Japén).

Ensayo de retrotranscripcion usando [3H]-dTTP

Se preparo poli(rA)-p(dT)+s hibridando (dT)1s (Fasmac, Tokio, Japdn) y poli(rA) (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido). La reaccién se llevé a cabo en tampdn Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, DTT 2 mM, MgCl2
5 mM, poli(rA)-p(dT)15 25 uM (esta concentracion se expresa en base a p(dT)1s), [PH]dTTP 0,2 mM (1,85 Bg/pmol)
(GE Healthcare), y RT MMLV 5 0 10 nM a 37 °C. Se tomé una alicuota (20 pl) de la mezcla de reacciéon a 3y 6 min
y de inmediato se coloco sobre el filtro de vidrio. Se retiré [*(H]dTTP no incorporado por tres lavados de acido
tricloroacético (TCA) al 5 % (p/v) enfriado durante 10 min cada uno, seguido de un lavado con etanol al 95 %
enfriado. La radioactividad retenida en los filtros secos se cont6 en 2,5 ml de Ecoscint H (National Diagnostics,
Yorkshire, Reino Unido). La tasa de reaccion inicial se estimo a partir de la evoluciéon temporal para la incorporacion
de [*HIdTTP.

Ensayo de retrotranscripcion usando tinte fluorescente PicoGreen

Se uso el kit de ensayo de retrotranscriptasa EnzChek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se diluyé tampdn
20xTE (1 ml) afadiendo 19 ml de agua para preparar tampon 1xTE. Se diluyd el reactivo de cuantificacion de
ADNbc PicoGreen (50 pl) afadiendo 17,5 ml de tampdn 1xTE para preparar la solucién PicoGreen. Poli(rA)-p(dT)1e
para su uso en inactivacion térmica se preparé como sigue: poli(rA) (3 pl de 1 mg/ml en tampén Tris-HCI 100 mM
(pH 8,1), EDTA 0,5 mM; alrededor de 350 base) y p(dT)16 (3 pl de 50 pg/ml en tampén Tris-HCI 100 mM (pH 8,1),
EDTA 0,5 mM) se mezclaron y se dejaron durante 1 h a temperatura ambiente seguido de la dilucién con 114 pl
de PDGT (tampon fosfato de potasio 0,01 M (pH 7,6), DTT 2 mM, glicerol al 10 %, Triton X-100 al 0,2 %). RT MMLV
(8 ul de 500 nM), poli(rA)-p(dT)1e (8 pl) y PDGT (64 pl) se mezclaron para preparar la concentracion de RT MMLV
50 nM. La solucién resultante (40 pl de 80 pl) se incubd a 49 o 51 °C durante 10 min, seguido de la incubacion en
hielo durante 30 min.

Poli(rA)-p(dT)1s para su uso en el ensayo de retrotranscripcion se preparé como sigue: poli(rA) (5 pl) y p(dT)1e (5 pl)
se mezclaron y se dejaron durante 1 h a temperatura ambiente seguido de la diluciéon con 2 ml de tampén de
polimerizaciéon (tampén Tris-HCI 60 mM (pH 8,1), KCI 60 mM, MgCl2 8 mM, DTT 13 mM, dTTP 100 mM). Poli(rA)-
p(dT)1e (96 pl) y 40 yl de RT MMLV 25 o 50 nM, expuestos o no al tratamiento térmico, se incubaron a 37 °C
durante 10 min. La reaccion se inicié afiadiendo la solucién de RT MMLV preincubada (24 ul) a la soluciéon de
poli(rA)-p(dT)e preincubada (96 pl). Se tomd una alicuota (25 pl) de la mezcla de reaccion a 2,5, 5,0, 7,5 y 10 min,
a la que se le anadieron de inmediato 2 pl de EDTA 200 mM, seguido de la incubacion en hielo durante 30 min o
mas. La solucién en blanco se preparé mezclando soluciéon de poli(rA)-p(dT)1e (20 ul) y EDTA 200 mM (2 pl)
seguido de la adicion de solucién RT MMLYV (5 pl). A cada solucion (27 pl) se le afiadié solucién de PicoGreen
(173 pl). Los tubos se envolvieron con papel de aluminio y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 min. La
fluorescencia a 523 nm se midié con EnSight (Perkin EImer) con la longitud de onda de excitacién de 502 nm.

Sintesis de ADNc

Se prepar6 ARN estandar, que es un ARN de 1.014 nucleétidos correspondiente a la secuencia de ADN 8.353-
9.366 del gen cesA de Bacillus cereus (numero de acceso de GenBank DQ360825), por transcripcion in vitro. La
mezcla de reaccion para la sintesis de ADNc (20 pl) se preparé mezclando agua (12 pl), tampén 10xRT (tampon
Tris-HCI 250 mM (pH 8,3), KCI 500 mM, DTT 20 mM, MgCl2 50 mM) (2 pl), dNTP 2,0 mM (1 pl), 160 pg/ul de ARN
de cesA (2 pl), cebador RV-R26 10 pM 5'- TGTGGAATTGTGAGCGGTGTCGCAATCACCGTAACACGACGTAG-3'
(SEQ ID NO: 4) (1 pl) y RT MMLV WT 10 nM (2 pl). La reaccion se llevé a cabo a 45 °C durante 30 min 'y 65 °C
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durante 5 min. La mezcla de reaccién para PCR (25 pl) se preparé mezclando el producto de reaccién de sintesis
de ADNc (2 ul), agua (17,7 ul), tampén 10xPCR (2,5 ul), dNTP 2mM (1,5 ul), cebador F5 10 uM 5-
TGCGCGCAAAATGGGTATCAC-3' (SEQ ID NO: 5) (0,5 pl) y cebador RV 10 yM 5-TGTGGAATTGTGAGCGG-3'
(SEQ ID NO: 6) (0,5 pl) y Taq polimerasa (0,3 pl). La reaccion se llevé a cabo en 30 ciclos de 30sa 95 °C,30s a

55 °Cy 60 s a 72 °C. Los productos amplificados se separaron en geles de agarosa al 1,0 % p/v y se tifieron con
bromuro de etidio (1 pg/ml).

Ejemplo 1: disefio de mutaciones y caracterizaciéon de variantes individuales

Se genera previamente una variante de RT MMLV termoestable triple MM3 (E286R/E302K/L435R) introduciendo
cargas positivas en posiciones que se han implicado en la interacciéon con un molde-cebador (Yasukawa et al.,
2010). Para estabilizar ademas la RT MMLYV, se disefian 29 mutaciones (tabla 1). Son 8 mutaciones destinadas a
estabilizar el nucleo hidréfobo, 8 mutaciones destinadas a introducir puente salino, 10 mutaciones destinadas a
introducir carga superficial y tres mutaciones destinadas a evitar el enlace disulfuro.

Tabla 1. Mutaciones disefiadas

Mutacioén Objetivo

Ala32—Val Estabilizar nucleo hidréfobo
Leud41—Asp Introducir puente salino
Ala42—Val Estabilizar nucleo hidréfobo
Val43—Glu Incrementar carga superficial
GIn63—Glu Introducir puente salino
Leu72—Arg Incrementar carga superficial
Cys90—Ser Evitar enlaces disulfuro
Val118—lle Estabilizar nucleo hidréfobo
Tyr146—Phe Estabilizar nucleo hidréfobo
Ala154—lle Estabilizar nucleo hidréfobo
Met177—Arg Incrementar carga superficial
lle179—Arg Incrementar carga superficial
lle212—Arg Incrementar carga superficial
Leu234—Arg Incrementar carga superficial
lle261—Phe Estabilizar nucleo hidréfobo
Cys262—Ser Evitar enlaces disulfuro
Leu272—Glu Introducir puente salino
Met289—Arg Incrementar carga superficial
Cys310—Leu Estabilizar nucleo hidréfobo
Trp336—Arg Introducir puente salino
1le347—Glu Introducir puente salino
Leu351—Glu Incrementar carga superficial
Leu357—Asp Introducir puente salino
Asp361—Leu Estabilizar nucleo hidréfobo
Leu368—Arg Incrementar carga superficial
Val370—Glu Introducir puente salino
Trp388—Arg Introducir puente salino
Cys409—Arg Evitar enlaces disulfuro
Leu410—Arg Incrementar carga superficial

La RT MMLV natural (WT), las 29 variantes individuales y una variante doble Y146F/D361L se expresaron en un
cultivo de 3 ml y se purificaron a partir de las células. También se prepard una variante cuadruple termoestable
MM4 (E286R/E302K/L435R/D524A) (Yasukawa et al., 2010). MM4 carece de actividad RNasa H porque Asp524
es un residuo catalitico para la actividad RNasa H. Después de SDS-PAGE en condiciones reductoras, la WT
purificada y las variantes proporcionaron una unica banda con una masa molecular de 75 kDa.

16



10

15

20

25

ES 2 880 366 T3

La figura 3A muestra las actividades especificas de la reaccion de retrotranscripcion para WT y las 30 variantes.
La actividad especifica de WT fue de 14.000 unidades/mg. Todas las variantes se pueden clasificar en tres grupos.
El grupo 1 comprende V43E, A1541, 1261F, L357D, L368R y V370E con actividades especificas que fueron menos
de un 10 % de la de WT. El grupo 2 comprende L41D, Q63E, L72R, L272E W388R y L410R con actividades
especificas que fueron de un 60-140 % de la de WT. El grupo 3 comprende las otras 18 variantes con actividades
especificas que fueron de un 10-60 % de la de WT.

Las figuras 3B y C muestran las estabilidades de WT, MM4 y las 24 variantes que pertenecen al grupo 2 o 3 a 49
y 51 °C, respectivamente. La actividad relativa se definié como la proporcién de la tasa de reaccion inicial para una
incubacién de 10 min a 49 o 51 °C en presencia de T/P con respecto a la tasa sin incubacion. Las actividades
relativas de WT y D524A a 49 °C fueron de un 66 y 120 %, respectivamente, y las de 51 °C fueron de un 18 y
100 %, respectivamente. Ninguna variante presentd mayor actividad relativa que MM4 a 49 o 51 °C. Sin embargo,
A32V, L72R, 1212R, L272E, W388R y C409R presentaron mayor actividad relativa que WT tanto a 49 como a
51 °C.

Ejemplo 2: diseiio de combinacion mutacional y caracterizacion de variantes multiples

En base a los resultados presentados en la fig. 3, se seleccionaron cuatro mutaciones (Ala32—Val, Leu72—Arg,
lle212—Arg, Leu272—Glu y Trp388—Arg) como mutaciones estabilizantes y se selecciond una mutacion
(Leud41—Asp) como mutacion activadora. Se disefaron diez variantes (MM3.1-MM3.10) combinando una, dos o
tres de las seis mutaciones con las mutaciones MM3 (Glu286—Arg, Glu302—Lys y Leu435—Arg) (tabla 2).

Tabla 2. Variantes multiples

Variante Mutaciones

MM3 E286R/E302K/L435R

MM3.1 E286R/E302K/W388R/L435R

MM3.2 L272E/E286R/E302K/L435R

MM3.3 A32V/E286R/E302K/L435R

MM3.4 L72R/E286R/E302K/L435R

MM3.5 1212R/E286R/E302K/L435R

MM3.6 L41D/E286R/E302K/L435R

MM3.7 1212R/E286R/E302K/W388R/L435R
MM3.8 L72R/E286R/E302K/W388R/L435R
MM3.9 L72R/1212R/E286K/E302R/L435R
MM3.10 L72R/1212R/E286R/E302K/W388R/L435R
MM3.11 A32V/L72R/E286R/E302K/L435R

MM3.12 A32V/1212R/E286R/E302K/L435R
MM3.13 A32V/I212R/E286R/E302K/W388R/L435R
MM3.14 A32V/L72R/E286R/E302K/W388R/L435R
MM3.15 A32V/L72R/1212R/E286R/E302K/W388R/L435R

Se expresaron en E. coli y se purificaron. Tras SDS-PAGE en condiciones reductoras, las variantes purificadas
proporcionaron una uUnica banda con una masa molecular de 75 kDa. Los rendimientos de las enzimas purificadas
de 500 ml de cultivo estuvieron en el intervalo de 0,38-4,26 mg, que fueron comparables al de la WT (2,27 mg)
(tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento, actividad y estabilidad de variantes de RT MMLYV por el ensayo usando [*H]-dTTP

Variante Rendimientos de 500 ml de cultivo (mg) Actividad especifica® (unidades/mg)
WT 2,27 139.000(1,0)°

MM3 4,26 92.000 (0,66)°

MM3.1 0,38 39.000 (0,28)°

MM3.2 3,24 0 (0)®
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MM3.3 2,97 53.000 (0,38)°
MM3.4 2,30 80.000 (0,58)°
MM3.5 2,45 112.000 (0,81)°
MM3.6 2,22 103.000 (0,74)>
MM3.7 1,64 147.000 (1,1)°
MM3.8 2,65 84.000 (0,60)
MM3.9 2,99 80.000 (0,58)°
MM3.10 2,23 60.000 (0,43)

3l a reaccion se llevé a cabo en RT 5 nM, tampén Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, DTT 2 mM, MgClz2 5 mM,
poli(rA)-p(dT)15 25 uM (esta concentracidn se expresa en base a p(dT)s) y [PH]dTTP 0,2 mM a 37 °C. Una unidad
se define como la cantidad que incorpora 1 nmol de dTTP en poli(rA)-p(dT)1s en 10 min.

bLos nimeros en paréntesis indican valores relativos a WT (natural).

La figura 4A y tabla 3 muestran las actividades por el ensayo de retrotranscripcion usando [*H]-dTTP. Se evaluaron
las estabilidades por el ensayo usando tinte fluorescente PicoGreen. MM3.2 (L272E/E286R/E302K/L435R) carecia
de actividad, lo que indica que la mutacién de Leu272—Glu fue incompatible con las mutaciones MM3. Las
actividades especificas de las otras nueve variantes (MM3.1 y MM3.3-MM3.10) fueron de un 30-100 % de la de la
WT.

Tabla 4. Estabilidad de variantes de RT MMLV por el ensayo usando [*H]-dTTP.

Tasa de reaccion inicial (nM/s)

Antes de tratamiento Después de tratamiento Antes de Después de tratamiento
térmico® térmico (49 °C)® tratamiento térmico (51 °C)®
térmico

WT 70,8 5,8 (0,08)° 70,5 0,7 (0,0)°
MM3 92,4 48,8 (0,53)¢ 78,8 20,9 (0,27)°
MM3.1 33,1 10,7 (0,32)° NTd NTd
MM3.2 NTd NTd NTd NT¢
MM3.3 47,8 36,4 (0,76)° 46,2 17,6 (0,38)°
MM3.4 96,3 36,5 (0,38)° NTd NTd
MM3.5 64,9 40,7 (0,63)¢ 120,7 49,4 (0,41)°
MM3.6 60,0 8,9 (0,15)c NT¢ NTd
MM3.7 87,3 63,7 (0,73)° 71,9 55,3 (0,77)°
MM3.8 73,7 65,9 (0,89)° 60,8 38,3 (0,63)°
MM3.9 83,0 58,9 (0,71)° 471 14,0 (0,30)°
MM3.10 70,3 67,9 (0,97)° 41,2 18,7 (0,45)°

aLa reaccion se llevd a cabo en RT 10 nM, tampén Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, DTT 2 mM, MgClz2 5 mM,
poli(rA)-p(dT)15 25 uM (esta concentracion se expresa en base a p(dT)s) y [FH]dTTP 0,2 mM a 37 °C. Una unidad
se define como la cantidad que incorpora 1 nmol de dTTP en poli(rA)-p(dT)1s en 10 min.

bLa RT a 100 nM se incubo a 49 o 51 °C en ausencia o presencia de poli(rA)-p(dT)s (28 uM) durante 10 min. A
continuacion, se llevé a cabo la reaccion de incorporacion de dTTP a 37 °C.

°Los numeros entre paréntesis indican la actividad relativa, que se define como la proporcién de la tasa de reaccién
inicial con incubacién con respecto a sin incubacion.

9No sometido a prueba
La figura 4C y tabla 4 muestran las estabilidades como se evaltan por el ensayo usando [*H]-dTTP, y la figura 4D
muestra las estabilidades como se evaluan por el ensayo usando PicoGreen. Las actividades relativas de MM3.3

MM3.5, MM3.7, MM3.8, MM3.9 y MM3.10 fueron comparables a las de MM3 mientras que las de MM3.1, MM3.4
y MM3.6 fueron menores que MM3. La actividad relativa de MM3.6 (L41D/E286R/E302K/L435R) fue casi la misma
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que la de la WT, lo que indica que la mutacion de Leu41—Asp fue incompatible con las mutaciones MM3.
Adicionalmente, se disefiaron cinco variantes (MM3.11-MM3.15; véase la tabla 2) combinando dos o mas de las
cuatro mutaciones (Ala32—Val, Leu72—Arg, lle212—Arg y Trp388—Arg). MM3.11 no se expreso, pero las otras
cuatro variantes (MM3.12-MM3.15) se expresaron en E. coli y se purificaron. Las figuras 4E y 4F muestran sus
estabilidades como se evaltan por el ensayo usando [*H]-dTTP y PicoGreen, respectivamente. La actividad relativa
de MM3.14 fue superior a la de MM3, mientras que las de MM3.12, MM3.13 y MM3.15 fueron menores que MM3.
Se evalué ademas MM3.14. La figura 5 muestra la dependencia de la temperatura sobre la sintesis de ADNc por
WT, MM3 o MM3.14. Después de la reaccion de sintesis de ADNc, se llevé a cabo una PCR ultrarrapida. Cuando
se realizd la reaccion de sintesis de ADNc con MM3.14 a 55, 60 o 65 °C durante 10 min, se incremento la
fluorescencia en la PCR. Por otra parte, cuando se realiz6 la reaccion de sintesis de ADNc con WT o MM3, no fue
asi. Esto indica que MM3.14 fue més termoestable y mas adecuada para su uso en la sintesis de ADNc que MM3.
La figura 6 muestra la comparacién de las termoestabilidades de WT, MM3 y MM3.14. La reaccidn de sintesis de
ADNCc se llevé a cabo a 45 °C durante 30 min con WT, MM3 o MM3.14 expuestas a 48-63 °C durante 10 min. El
producto de reaccion se sometié a PCR, seguido de electroforesis en gel de agarosa. Las temperaturas mas altas
a las que se sintetizé ADNc fueron 60 °C para MM3.

En otro experimento se comprobé que se sintetiz6é ADNc a 60 y 65°C en la reaccion con MM3.14
(A32V/L72R/E286R/E302K/W388R/L435R), mientras que se sintetizd poco a 60 °C y no se sintetizé a 65 °C en la
reaccion con MM3 (E286R/E302K/L435R), lo que indica que MM3.14 es mas termoestable que MM3 en la reaccién.
En resumen, se pudo comprobar que MM3.14 es mas termoestable que MM3.
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REIVINDICACIONES

1. Unaretrotranscriptasa (RT) mutante con un incremento en la estabilidad térmica con respecto a la RT natural
de SEQ ID NO: 1, comprendiendo la RT mutante

i) una secuencia de aminoacidos que tiene seis sustituciones aminoacidicas con respecto a la RT natural de
SEQID NO: 1, en la que

— Alaen la posicion 32 se sustituye con Val (A32V);

- Leu en la posicion 72 se sustituye con Arg (L72R);

—  Glu en la posicidn 286 se sustituye con Arg (E286R);

—  Glu en la posicion 302 se sustituye con Lys (E302K);

—  Trpenla posicién 388 se sustituye con Arg (W388R); y
- Leu en la posicion 435 se sustituye con Arg (L435R), o

iijJuna secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de i) y
tiene las seis sustituciones aminoacidicas como se define en i),

en la que la RT mutante presenta actividad retrotranscriptasa y en la que la RT mutante tiene un incremento en la
estabilidad térmica con respecto a la MM3 mutante, en la que MM3 tiene una secuencia de aminoacidos que difiere
de la de SEQ ID NO: 1 solo en tres sustituciones aminoacidicas, en la que Glu en la posicion 286 se sustituye con
Arg (E286R), Glu en la posicion 302 se sustituye con Lys (E302K) y Leu en la posicion 435 se sustituye con Arg
(L435R).

2. La RT mutante de la reivindicacion 1, en la que la RT mutante difiere de la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1 adicionalmente por la delecién de como méaximo cinco aminoacidos en el extremo N de SEQ ID NO: 1
y/o por la delecion de como maximo cinco aminoacidos en el extremo C de SEQ ID NO: 1.

3. La RT mutante de la reivindicacién 1 o 2, en la que la RT mutante comprende o consiste en una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 96 %, 97 %, 98 % o un 99 %, en particular un 100 % idéntica a la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 2.

4. La mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la estabilidad térmica se determina
midiendo la actividad retrotranscriptasa de la mutante medida después de tratamiento térmico, en particular
después de incubacion a 60 °C durante 10 min.

5. La mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la estabilidad térmica se incrementa en
al menos un 10 %, 20 %, 30 % o 40 %, preferentemente al menos un 50 % con respecto a la natural o MM3
mutante.

6. La mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la actividad retrotranscriptasa de la RT
mutante es al menos un 50 % de la actividad retrotranscriptasa de la natural, en particular al menos un 60 %, mas
en particular al menos un 70 %, en especial al menos un 80 % y/o en la que la actividad retrotranscriptasa se
determina por incorporacion de dTTP mediada por RT a 37 °C.

7. La RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 fusionada con otra proteina.

8. Un acido nucleico que codifica la RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Una célula que comprende la RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o el acido nucleico
de la reivindicacion 8.

10. Un kit para realizar una retrotranscripcion, que comprende la RT mutante de una cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7.

11. Uso de la RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la sintesis de ADNc.

12.  Un procedimiento para la retrotranscripcion de ARN, comprendiendo el procedimiento sintetizar ADNc a partir
del ARN con el uso de la RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

13. Un procedimiento para detectar un marcador de ARN en una muestra,
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a) poniendo en contacto la muestra con la RT mutante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
en condiciones que conducen a la actividad de la RT mutante;

b) sintetizando ADNc a partir del marcador de ARN con el uso de la RT mutante; y

c) detectando la presencia del ADNc sintetizado en la etapa b), detectando de este modo el marcador de
ARN en la muestra.

14. EI procedimiento de la reivindicacién 13, en el que la muestra se selecciona del grupo que consiste en un
liquido corporal, sangre, plasma sanguineo, suero sanguineo, orina, bilis, liquido cefalorraquideo, un hisopo, una
muestra clinica, una muestra de 6rgano y una muestra tisular y/o en el que la muestra se ha obtenido de un cultivo
celular, una fuente sospechosa de estar contaminada o un sujeto, en particular en el que el sujeto se selecciona
del grupo que consiste en un ser humano, un animal y una planta, en especial un ser humano.

15. EIl procedimiento de la reivindicaciéon 13 o 14, en el que el marcador de ARN es indicativo de un

microorganismo, una célula, un virus, una bacteria, un hongo, una especie de mamifero, un estado genético o una
enfermedad.
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Figura 1 (continuacion)

23

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2013



ES 2 880 366 T3

Amp

Ndel EcoRI

PET-MRTHis
(7.818 pb)

| RT MMLV [(His), |
ATGACATGGCTGTCTGATTTTCCTCAG GCAGACACGTGTACCGTGCTCCACCACGACCATCACCGACTAG
M TWLSDFPAQ PDTSTLLUHHAHHHH =*
Figura 2
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