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MUTANTES DE RECOMBINASE
ANTECEDENTES

[0001] As enzimas recombinases sao uteis na
amplificagcdo de 4dcidos nucleicos mediada por recombinase.
Por exemplo, as enzimas recombinases podem facilitar o
direcionamento de oligonucleotideos para alvos de DNA para
permitir a replicagao do DNA por uma polimerase. Permanece
uma necessidade de recombinases modificadas com
propriedades aprimoradas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002] O presente pedido de patente ¢é depositado
junto com uma Listagem de Sequéncias no formato eletrdnico.
A Listagem de Sequéncias é fornecida na forma de um arquivo
intitulado IP1264.TXT, criado em 26 de setembro de 2014,
que tem o tamanho de 98Kb. A informacdao no formato
eletrbnico da Listagem de Sequéncias € incorporada aqgqui
como referéncia em sua totalidade.

BREVE SUMARIO

[0003] Sao apresentadas aqui recombinases para
amplificacdo de &cidos nucleicos mediada por recombinase
aprimorada. Os presentes inventores identificaram de forma
surpreendente certas recombinases alteradas gque possuem
caracteristicas substancialmente aprimoradas na
distribuicao de &cidos nucleicos sobre uma superficie de
célula de fluxo (flow cell) padronizada. Em certas
modalidades, as recombinases alteradas de distribuicao
aprimorada de uma biblioteca sem a necessidade de PCR, tal
como uma biblioteca de PCR gque possuil regides adaptadoras
de filamento simples, sobre uma superficie de célula de

fluxo padronizada para amplificagao aprimorada de clusters.
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[0004] Em certas modalidades, a recombinase ¢é uma
UvsX recombinante e compreende uma mutacao de substituicao
de aminodcido na posicdo funcionalmente equivalente a
Pro256 na sequéncia de aminoadcidos de UvsX de RB49. A
sequéncia de aminodcidos de UvsX de RB49 do tipo selvagem é
apresentada na SEQ ID NO: 1. Em certas modalidades, a UvsX
recombinante compreende uma sequéncia de aminoacidos que
compreende um amincdcido que ¢é pelo menos 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 99% idéntico a SEQ ID NO: 1 e compreende uma
mutacao de substituicao de aminodcido na posicao
funcionalmente equivalente a Pro256 na sequéncia de
aminodcidos de UvsX de RB49. Em certas modalidades, a
mutacao de substituicao compreende uma mutacao para um
residuo carregado. Em certas modalidades, a mutacao de
substituicdo compreende uma mutacdo para um residuo basico.
Em certas modalidades, a mutacao de substituicao compreende
uma mutacgao homdéloga a Pro256Lys na sequéncia de
aminodcidos de UvsX de RB49.

[0005] Em algumas modalidades, em adicao as
mutacdes anteriores, a UvsX recombinante pode compreender
ainda mutacdes de substituicao nas posicgcdes funcionalmente
equivalentes a His63 na sequéncia de aminodcidos de UvsX de
RB49. Por exemplo, em certas modalidades, a UvsX
recombinante compreende uma mutacao de substituicao
homéloga a His63Ser na sequéncia de aminodcidos de UvsX de
RB49.

[0006] Em algumas modalidades, em adicao a qualquer
uma das mutacdes acima, a UvsX recombinante pode
compreender ainda wuma mutacao selecionada do grupo que

consiste de: a adicdo de um ou mais residuos de acido
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glutdmico no terminal C; a adicdo de um ou mais residuos de
acido aspartico no terminal C; e uma combinacdo das mesmas.

[0007] Em algumas modalidades, a UvsX recombinante
¢ derivada de um fago de Myoviridae selecionado do grupo
que consiste de: T4, T6, Rb69, Aehl, KVP40, fago 133 de
Acinetobacter, fago de Aeromonas 65, cianofago P-SSM2,
cianofago PSSM4, cianofago S-PM2, RDb32, fago nt-1 de
Vibrio, Rbl6, Rb43 e RDb49.

[0008] Em algumas modalidades, a UvsX recombinante
¢ derivada de um fago de Myoviridae selecionado do grupo
que consiste de: T2, Rbl4, fago 25 de Aeromonas, phi-1,
Fago 31, fago 44RR2.8t, fago Rb3 e fago LZZ2.

[0009] Também é apresentada aqui uma UvsX
recombinante que compreende a sequéncia de aminocdcidos de
qualquer uma das SEQ ID NOs: 2 e 22-35. Em certas
modalidades, a UvsX recombinante compreende uma sequéncia
de aminodcidos que compreende um aminocdcido que € pelo
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% idéntico a qualguer uma
das SEQ ID NOs: 2 e 22-35 e que compreende uma mutacao de
substituigcdo de aminocdcido na posicéo funcionalmente
equivalente a Pro256 na sequéncia de aminodcidos de UvsX de
RB49.

[0010] Também é apresentada aqui uma UvsX
recombinante que compreende uma mutacao de substituicao no
dominio semiconservado que compreende a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3-5 em que a
mutacao de substituicao compreende uma mutacao selecionada
de uma substituicdao na posicao 7 para dJgualquer residuo
diferente de Phe, Pro, Asp, Glu ou Asn. Em certas
modalidades, a UvsX recombinante compreende um aminodacido

que ¢é pelo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% idéntico a
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uma recombinase que compreende o dominio semiconservado que
compreende a sequéncia de aminoadcidos de qualquer uma das
SEQ ID NOs: 3-5 e em gue a UvsX recombinante compreende uma
mutacao de substituicao selecionada de uma substituicao na
posicao 7 para qualquer residuo diferente de Phe, Pro, Asp,
Glu ou Asn. Em certas modalidades, a mutacao compreende uma
mutagao para um residuo carregado. Em certas modalidades, a
mutacdo compreende uma mutacdo para um residuo bédsico. Em
certas modalidades, a mutacdao compreende uma substituicao
na posigao 7 para Lys.

[0011] Também é apresentada aqui uma UvsX
recombinante que compreende uma mutacao de substituicadao no
dominio semiconservado que compreende a sequéncia de
aminodcidos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 6-7 em que a
mutacao de substituicao compreende uma mutacao selecionada
de uma substituicdao na posigcao 12 para qualgquer residuo
diferente de Phe, Pro, Asp, Glu ou Asn. Em certas
modalidades, a UvsX recombinante compreende um aminodcido
que ¢é pelo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% idéntico a
uma recombinase que compreende o dominio semiconservado que
compreende a sequéncia de aminoadcidos de qualquer uma das
SEQ ID NOs: 6-7 e em gque a UvsX recombinante compreende uma
mutacao de substituicao selecionada de uma substituicao na
posicdao 12 para qualquer residuo diferente de Phe, Pro,
Asp, Glu ou Asn. Em certas modalidades, a mutacgao
compreende uma mutacdo para um residuo carregado. Em certas
modalidades, a mutagao compreende uma mutagao para um
residuo basico. Em certas modalidades, a mutacao compreende
uma substituicao na posicao 12 para Lys.

[0012] Em algumas modalidades, em adicao as

mutagcdes anteriores, a UvsX recombinante pode compreender
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ainda mutacdes de substituicao nas posigcdes funcionalmente
equivalentes a His63 na sequéncia de aminodcidos de UvsX de
RB49. Por exemplo, em certas modalidades, a UvsX
recombinante compreende uma mutacao de substituicao
homéloga a His63Ser na sequéncia de aminodcidos de UvsX de
RB49.

[0013] Em algumas modalidades, em adicao a qualquer
uma das mutagdes anteriores, a UvsX recombinante pode
compreender ainda uma mutagao selecionada do grupo que
consiste de: a adicdo de um ou mailis residuos de acido
glutédmico no terminal C; a adigdo de um ou mais residuos de
dcido aspdrtico no terminal C; e uma combinacdo das mesmas.

[0014] Em algumas modalidades, a UvsX recombinante
¢ derivada de um fago de Myoviridae selecionado do grupo
que consiste de: T4, T6, Rb69, Aehl, KVP40, fago 133 de
Acinetobacter, fago de Aeromonas 65, cianofago P-SSM2,
cianofago PSSM4, cianofago S-PM2, Rb32, fago nt-1 de
Vibrio, Rbl6, Rb43 e Rb49.

[0015] Em algumas modalidades, a UvsX recombinante
¢ derivada de um fago de Myoviridae selecionado do grupo
que consiste de: T2, Rbl4, fago 25 de Aeromonas, phi-1,
Fago 31, fago 44RR2.8t, fago Rb3 e fago LZ2.

[001l6] Também é apresentada agqui uma molécula de
dacido nucleico que codifica uma UvsX recombinante que é
definida em qualquer uma das modalidades anteriores. Também
é apresentado aqui um vetor de expressao que compreende a
molécula de acido nucleico descrita anteriormente. Também é
apresentada aqui uma célula hospedeira gque compreende o
vetor descrito anteriormente.

[0017] Também ¢é apresentado aqui um processo de

amplificagao por recombinase polimerase de amplificagao de
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uma molécula de acido nucleico alvo, gque compreende as
etapas de: (a) colocar em contato a UvsX recombinante de
qualgquer uma das modalidades anteriores com um primeiro e
um segundo iniciador de 4&dcido nucleico para formar um
primeiro e um segundo iniciadores de nucleoproteina, em que
o dito iniciador de &acido nucleico compreende uma regido de
filamento simples em sua extremidade a 3’; (b) colocar em
contato o primeiro e o segundo iniciador de nucleoproteina
com a dita molécula de &cido nucleico alvo formando assim
uma primeira estrutura de filamento duplo em uma primeira
porgcao do dito primeiro filamento e formando uma segunda
estrutura de filamento duplo em uma segunda porg¢cao do dito
segundo filamento de forma que as extremidades a 3' do dito
primeiro iniciador de &cido nucleico e do dito segundo
iniciador de 4&cido nucleico fiquem orientadas em direcéo
uma com a outra na mesma molécula de acido nucleico molde
de filamento duplo; (c) estender a extremidade 3’7 dos
ditos primeiro e segundo iniciadores de &cido nucleico com
uma ou mais polimerases e dNTPs para gerar um primeiro e um
segundo 4dcido nucleico de filamento duplo e um primeiro e
um segundo filamentos de &dcido nucleico deslocados; e (d)
continuar da reacao através da repeticao de (b) e (c) até
um grau desejado de amplificacao ser atingido.

[0018] Em certas modalidades do processo, a
molécula de &cido nucleico alvo compreende acido nucleico
de filamento duplo. Em certas modalidades, a molécula de
dacido nucleico alvo compreende 4acido nucleico de filamento
simples. Por exemplo, em algumas modalidades, o acido
nucleico alvo compreende uma regiao adaptadora de filamento
simples. Em certas modalidades, o processo é realizado na

presenca de uma proteina de carregamento da recombinase.
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Por exemplo, a proteina de carregamento da recombinase pode
ser selecionada do grupo que consiste de UvsY de T4, reco
de E. coli, recR de E. coli e uma combinacao das mesmas. Em
certas modalidades, o processo é realizado na presenca de
um agente estabilizador de filamento simples selecionado do
grupo dque consiste de gp32, proteina SSB de E. coli,
proteina gp32 de T4 e derivados das mesmas. Em certas
modalidades, o processo ¢é realizado na presencga de um
agente de aglomeracao selecionado do grupo gue compreende
polietileno glicol, ¢éxido de polietileno, poliestireno,
Ficoll, dextran, PVP e albumina de forma que o agente de
aglomeracao estimule a amplificacao.

[0019] Em certas modalidades, o processo é
realizado em um arranjo de sitios de amplificacao. Em
certas modalidades, cada sitio de amplificacdo compreende
um grande numero de iniciadores de amplificagcdao para a
amplificacdo do acido nucleico alvo. Em certas modalidades,
o arranjo de sitios de amplificagdao compreende um arranjo
de caracteristicas sobre uma superficie. Por exemplo, as
caracteristicas podem ser nao contiguas e ©podem ser
separadas por regides intersticiais da superficie que nao
possuem 0s iniciadores de amplificacao. Em certas
modalidades, o arranjo de sitios de amplificacdao compreende
esferas em solugcao ou esferas sobre uma superficie. Em
certas modalidades, o arranjo de sitios de amplificacéao
compreende uma emulsao. Em certas modalidades, o processo
ocorre de forma isotérmica.

[0020] Também ¢é apresentado agqui um kit para a
realizacao de uma reacao de recombinase polimerase. Em
certas modalidades, o kit ©pode compreender uma UvsX

recombinante que é definida em qualquer uma das modalidades
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anteriores e um ou mais dos seguintes: uma proteina de
ligagao ao DNA de filamento simples; uma DNA polimerase;
dNTPs ou uma mistura de dNTPs e ddNTPs; um agente de
aglomeracao; um tampdao; um agente redutor; ATP ou andlogo
de ATP; uma proteina de carregamento da recombinase; um
primeiro iniciador e opcionalmente um segundo iniciador.

[0021] Os detalhes de uma ou mais modalidades sao
apresentados nos desenhos em anexo e na descrigcao a seguir.
Outras caracteristicas, objetivos e vantagens serao
evidentes partindo da descrigcao e dos desenhos e das
reivindicacdes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0022] A figura 1 é uma representacgdo esquematica
que mostra o alinhamento de sequéncias de aminocdcidos de
UvsX do fago T4 de Enterobacteria (T4) (SEQ ID NO: 8), do
fago T6 de Enterobacteria (T6) (SEQ ID NO: 9), do fago 133
de Acinetobacter (Fagol33) (SEQ ID NO: 10), do fago RB69 de
Enterobacteria (Rb69) (SEQ ID NO: 11), do fago de Aeromonas
Aehl (Aehl) (SEQ ID NO: 12), do fago 65 de Aeromonas (Ae6b5)
(SEQ ID NO: 13), do fago KVP40 de Vibrio (Kvp40) (SEQ 1ID
NO: 14), do fago RB43 de Enterobacteria (Rb43) (SEQ ID NO:
15), do fago P-SSM2 de Prochlorococcus (PSSM2) (SEQ ID NO:
16) e do fago P-SSM4 de Prochlorococcus (PSSM4) (SEQ ID NO:
17), gque também sao apresentados nos materiais incorporados
da US 2009/0029421. Os residuos que sdo equivalentes em
relacdo a posicao e/ou a funcdo a Pro256 na sequéncia de
aminodcidos de UvsX de RB49 estao destacados e indicados
por um simbolo triangular.

[0023] A Figura 2 € uma representacdo esquemdtica
que mostra o alinhamento de sequéncias de aminocacidos de

UvsX do fago RB49 de Enterobacteria (RB49) (SEQ ID NO: 1) e
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do fago T4 de Enterobacteria (T4) (SEQ 1ID NO: 8). Os
residuos que sdo equivalentes em relacdo a posicdo e/ou a
funcdo a Pro256 na sequéncia de aminoacidos de UvsX de RB49
estao destacados e indicados por um simbolo triangular.

[0024] A Figura 3 A mostra uma fotografia de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR distribuida sobre uma célula de fluxo padronizada
utilizando uma formulacao de UvsX de T4.

[0025] A Figura 3B mostra uma fotografia de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR distribuida sobre uma célula de fluxo padronizada
utilizando wuma formulacao liquida gque inclui RB49 P256K
recombinase.

[0026] A Figura 4A mostra uma fotografia de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR de filamento simples (ssDNA) distribuida sobre uma
célula de fluxo padronizada utilizando uma formulacao de
UvsX de T4.

[0027] A Figura 4B mostra uma fotografia de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR de filamento simples distribuida sobre uma célula de
fluxo padronizada wutilizando uma formulacdo ligquida gue
inclui RB49 P256K recombinase.

DESCRICAO DETALHADA

[0028] Sao apresentadas aqui recombinases para a
amplificacdo de &cidos nucleicos mediada por recombinase
aprimorada. Os presentes inventores identificaram de forma
surpreendente certas recombinases alteradas gue possuem
caracteristicas substancialmente aprimoradas na
distribuicao de &cidos nucleicos sobre uma superficie de

célula de fluxo padronizada.
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[0029] Como descrito em maiores detalhes
posteriormente aqui, os inventores descobriram de forma
surpreendente que uma ou mais mutagdes em um ou mais
residuos na recombinase resultam em melhorias profundas na
distribuicadao de wuma biblioteca de DNA, tal como, por
exemplo, uma biblioteca de PCR que ©possul regides
adaptadoras de filamento simples, sobre uma superficie de
célula de fluxo padronizada, fornecendo amplificacgao de
cluster aprimorada.

[0030] Em certas modalidades, a mutacao de
substituicdao compreende uma mutagcao em um residuo que
possui uma cadeia lateral carregada. Por exemplo, em
algumas modalidades, o aminocdcido carregado é um residuo de
aminodcido carregado positivamente. O termo “aminocdcido
carregado positivamente” se refere a um aminoacido
hidrofilico com um valor de pKa de cadeia lateral maior que
7, a saber um aminodcido bdsico. Os aminodcidos bdasicos
tipicamente possuem cadeias laterais carregadas
positivamente em pH fisioldgico devido a associagdo com um
ion de hidrdénio. Os aminocdcidos béasicos que ocorrem
naturalmente (codificados geneticamente) incluem lisina
(Lys, K), arginina (Arg, R) e histidina (His, H), enquanto
que o0s aminodcidos bdadsicos ndo naturais (ndo codificados
geneticamente ou nao-padronizado) incluem, por exemplo,
ornitina, dcido 2,3,-diaminopropidnico, acido 2,4-
diaminobutirico, 4&cido 2,5,6-triaminohexandico, d&acido 2-
amino-4-guanidinobutandico e homoarginina. 0 termo
“aminoacido carregado negativamente” refere-se a um
aminodcido natural ou ndo natural, independentemente da
quiralidade, gque contém, em adicao ao grupo carboxila C-

terminal, pelo menos um grupo carregado negativamente
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adicional tal como carboxila, fosfato, fosfonato, sulfonato
ou similar.

[0031] Também é apresentada aqui uma UvsX
recombinante que compreende uma mutacao de substituicao em
um dominio semiconservado da UvsX recombinante. Como é
utilizado aqui, o termo “dominio semiconservado” refere-se
a uma porcao da UvsX recombinante que ¢é completamente
conservada ou pelo menos parcialmente conservada entre
vadrias espécies. Foi descoberto de forma surpreendente que
uma mutacao de um ou mais residuos no dominio
semiconservado afeta a atividade da recombinase
especialmente na presenca de acido nucleico molde de
filamento simples, resultando no aprimoramento da
distribuicao e/ou da amplificacao em reacdes de
amplificacdao mediada por recombinase. Estas recombinases
submetidas a mutacao possuem melhor desempenho na
distribuicao de bibliotecas sem a necessidade de PCR, tal
como uma biblioteca de PCR que possui regides adaptadoras
de filamento simples, sobre uma superficie de célula de
fluxo padronizada, resultando na amplificacao de cluster
aprimorada, que é descrita na secao de Exemplo a seguir.

[0032] Em algumas modalidades, o dominio
semiconservado compreende aminodacidos que possuem a
sequéncia apresentada em qualguer uma das SEQ ID NOs: 3-7.
As SEQ ID NOs: 3-7 correspondem aos residuos no dominio
semiconservado entre varias espécies. A SEQ ID NO: 3
corresponde aos residuos 251-258 da sequéncia de
aminodcidos da UvsX de T4, que ¢é apresentada aqui como a
SEQ ID NO: 8. Um alinhamento gue mostra a conservacgao entre
vadrias espécies no dominio semiconservado é apresentado nas

Figuras 1 e 2. As sequéncias de UvsX mostradas na Figura 1
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foram obtidas nos numeros de acesso da base de dados do
Genbank NP_049656 (T4), YP_004300647 (Fago 133); NP]_861734
(RB69); NP_943894.1 (Aehl); YP_004300858 (Ae65); NP_899256
(KVP40); YP 239013 (RB43); YP_214417 (P-SSM2); YP_214708
(P-SSM4); e na Publicacdao US No. 2009/0029421 (Te6). A
Figura 2 ¢é uma representacdo esquematica gque mostra o
alinhamento de sequéncias de aminodcidos de UvsX do fago
RB49 de Enterobacteria (RB49) (SEQ ID NO: 1) e do fago T4
de Enterobacteria (T4) (SEQ ID NO: 8). Os residuos que sao
equivalentes em relacdo a posicgdo e/ou a funcdo a Pro256 na
sequéncia de aminodcidos de UvsX de RB49 estdo destacados e
indicados por um tridngulo. As sequéncias de UvsX mostradas
na Figura 2 foram obtidas nos numeros de acesso da base de
dados do Genbank NP_891595 (RB49) e NP_049656 (T4).

[0033] Foi descoberto de forma surpreendente que as
mutacdes em um ou mais residuos no dominio semiconservado
aumentam a atividade da recombinase especialmente na
presenca de &cido nucleico molde de filamento simples,
resultando no aprimoramento da distribuicdo e/ou da
amplificagcdo na amplificagcao mediada por reagdes da
recombinase. Estas recombinases submetidas a mutacao
possuem melhor desempenho na distribuicao de bibliotecas
sem a necessidade de PCR, tal como uma biblioteca de PCR
que possul regides adaptadoras de filamento simples, sobre
uma superficie de célula de fluxo padronizada, resultando
na amplificacao de cluster aprimorada, que € descrita na
segcao de Exemplo a seguir. Por exemplo, em algumas
modalidades de uma recombinante UvsX apresentada aqui, a
mutacao de substituicao compreende uma mutacao na posicao 7
de qualgquer uma das SEQ ID NOs: 3-5 para qualguer residuo

diferente de Phe, Pro, Asp, Glu ou Asn. Em certas
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modalidades, a UvsX recombinante compreende uma mutacao
para Lys na posigcao 7 de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3-5.
Em algumas modalidades da UvsX recombinante apresentada
aqui, a mutacao de substituicao compreende uma mutacao na
posicao 12 de qualquer wuma das SEQ ID NOs: 6-7 para
qualgquer residuo diferente de Phe, Pro, Asp, Glu ou Asn. Em
certas modalidades, a UvsX recombinante compreende uma

mutacao para Lys na posicao 12 de qualquer uma das SEQ ID

NOs: 6-7.
[0034] Em algumas modalidades, a recombinase é uma
proteina UvsX. Qualquer recombinase de fago pode ser

utilizada nas modalidades apresentadas aqui, incluindo, por
exemplo, recombinases de fago tal como UvsX ou recombinase
similar a UvsX derivada de um fago de Myoviridae tal como,
por exemplo, T4, T6, Rb69, Aehl, KVP40, fago 133 de
Acinetobacter, fago de Aeromonas 65, cianofago P-SSM2,
cianofago PSSM4, cianofago S-PM2, Rb32, fago nt-1 de
Vibrio, Rbl6, Rb43 e Rb49. Em certas modalidades, a
recombinase é uma UvsX ou uma recombinase similar a UvsX
derivada de um fago de Myoviridae tal como, por exemplo,
T2, Rbl4, fago 25 de Aeromonas, phi-1, Fago 31, fago
44RR2.8t, fago Rb3 e fago LZ2. Serda facilmente evidente
para um perito na arte que outras proteinas recombinases
podem ser utilizadas nas modalidades apresentadas aqui. As
proteinas recombinases adequadas podem ser identificadas
por homologia a UvsX utilizando qualgquer numero de um
numero de métodos conhecidos na arte, tal como, por
exemplo, alinhamento com BLAST, que ¢é descrito em maiores
detalhes a seguir.

[0035] Por *“funcionalmente equivalente” entende-se

que a recombinase de controle, no caso de estudos
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utilizando uma recombinase totalmente diferente, ird conter
a substituicdo de aminodcido que ¢é considerada como
ocorrendo na posicdo de aminodcido na outra recombinase que
possuil o mesmo papel funcional na enzima. Como um exemplo,
a mutacao na posicao 257 de Fenilalanina para Lisina
(F257K) na UvsX de T4 seria funcionalmente equivalente a
uma substituicdo na posicao 256 da Prolina para Lisina
(P256K) na UvsX de RB49.

[0036] Geralmente as mutacdes de substituicao
funcionalmente equivalentes em duas ou mais recombinases
diferentes ocorrem em posicgdes de aminodcidos homdélogos nas
sequéncias de aminocdcidos das recombinases. Assim, o uso
aqui do termo “funcionalmente equivalente” abrange também
mutagdes que sao *“equivalentes em relagdo a posicao” ou
“homdélogas” a certa mutacgao, independentemente do fato da
fungcdo particular do aminocdcido submetido a mutacdo ser
conhecida ou ndo. E possivel identificar residuos de
aminodcidos equivalentes em relacdo a posicdo ou homdlogos
nas sequéncias de aminodcidos de duas ou mais recombinases
diferentes com base no alinhamento de sequéncias e/ou na
modelagem molecular. Um exemplo de alinhamento de
sequéncias para identificar residuos equivalentes em
relagdo a posicdao e/ou funcionalmente equivalentes ¢é
apresentado na Figura 1, gque apresenta um alinhamento de

sequéncias de aminoacidos de UvsX do fago T4 de

Enterobacteria (T4) (SEQ ID NO: 8), fago T6 de
Enterobacteria (T6) (SEQ ID NO: 9), fago 133 de
Acinetobacter (Fagol33) (SEQ ID NO: 10), fago RB69 de

Enterobacteria (Rb69) (SEQ ID NO: 11), fago de Aeromonas
Aehl (Aehl) (SEQ ID NO: 12), fago de Aeromonas 65 (Ae6)5)
(SEQ ID NO: 13), fago de Vibrio KVP40 (Kvp40) (SEQ ID NO:
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14), fago RB43 de Enterobacteria (Rb43) (SEQ ID NO: 15),
fago P-SSM2 de Prochlorococcus (PSSM2) (SEQ ID NO: 16) e
fago P-SSM4 de Prochlorococcus (PSSM4) (SEQ ID NO: 17), que
também sao apresentados nos materiais incorporados da US
2009/0029421. As sequéncias de UvsX mostradas na Figura 1
foram obtidas nos numeros de acesso da base de dados do
Genbank NP_049656 (T4), YP_004300647 (Fago 133); NP_861734
(RB69); NP_943894.1 (Aehl); YP_004300858 (Aeb65); NP_899256
(KVP40); YP_239013 (RB43); YP_214417 (P-SSM2); YP_214708
(P-SSM4); e na Publicacdo US No. 2009/0029421 (T6).

[0037] A Figura 2 é uma representacdo esquematica
que mostra o alinhamento de sequéncias de aminocdcidos de
UvsX do fago RB49 de Enterobacteria (RB49) (SEQ ID NO: 1) e
do fago T4 de Enterobacteria (T4) (SEQ ID NO: 8). Os
residuos que sdo equivalentes em relacdo a posicdo e/ou a
fungcdo a Pro256 na sequéncia de aminodcidos de UvsX de RB49
estdo destacados e indicados por um tridngulo. As
sequéncias de UvsX mostradas na Figura 2 foram obtidas nos
numeros de acesso da base de dados do Genbank NP_891595
(RB49) e NP_049656 (T4).

[0038] Um residuo equivalente em relacdao a posicao
e/ou funcionalmente equivalente pode ser determinado para
uma ou mais de gqualquer numero de outras sequéncias de UvsX
através do alinhamento de tais sequéncias com aquela de uma
sequéncia de referéncia tal como T4 e RB49. Como um exemplo
nao limitante, as sequéncias de UvsX do fago S-PM2 de
Synechococcus, do fago RB32 de Enterobacteria, fago nt-1 de
Vibrio, do fago RBl66 de Enterobacteria sao apresentadas
como as SEQ ID NOs: 18-21 e obtidas nos numeros de acesso
da base de dados do Genbank YP_195169.1; YP_802982.1;
YP_008125207.1; YP_003858336.1, podem ser alinhadas com uma

Peticdo 870170032175, de 15/05/2017, pag. 22/64



16/45

sequéncia de UvsX de referéncia tal como, por exemplo, UvsX
de T4 (SEQ ID NO: 8) e UvsX de RB49 (SEQ ID NO: 1) e
residuos equivalentes em relacéao a posigao e/ou
funcionalmente equivalentes sao identificados. Com a
finalidade de exemplo, os residuos mostrados na tabela a
seguir sdo identificados como equivalentes em relacdo a
posicdo e/ou funcionalmente equivalentes a Pro256 na
sequéncia de aminodcidos de UvsX de RB49. Serda facilmente
considerado por um técnico no assunto qgue posigdes
equivalentes em relagcdo a posicdo e/ou funcionalmente
equivalentes para outras proteinas UvsX podem ser

determinadas seguindo uma abordagem similar.

Espécie do Fago SEQ ID NO: Posicgao
Equivalente em
Relacdo a
Posigcao/Fungéo
T4 8 Phe257
T6 9 Phe259
Fago 133 de 10 Pro257
Acinetobacter
Rb69 11 Pro258
Aehl 12 Pro269
Fago 65 de 13 Asp266
Aeromonas
KvP40 14 Pro267
Rb43 15 Pro259
cianofago P-SSM2 16 Gln261
cianofago PSSM4 17 Glu264
cianofago S-PM2 18 Glu264
Rb32 19 Phe259
fago nt-1 de 20 Pro267
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Vibrio
Rb16 21 Pro259
[0039] As proteinas UvsX recombinantes descritas
anteriormente aqui podem compreender mutacdes de

substituigao adicionais que sao conhecidas por aprimorar um
ou mais aspectos da atividade, da estabilidade ou de
qualquer outra propriedade desejada da recombinase. Por
exemplo, em algumas modalidades, em adicao a qualquer uma
das mutacdes anteriores, a UvsX recombinante pode
compreender ainda mutacdes de substituicao nas posicdes
funcionalmente equivalentes a His63 na sequéncia de
aminodcidos de UvsX de RB49 como ¢é conhecido na arte e
exemplificado pela revelacdo da US 2009/0029421, que ¢é
incorporada como referéncia em sua totalidade. Por exemplo,
em certas modalidades, a UvsX recombinante compreende uma
mutacao de substituicdo homdéloga a His63Ser na sequéncia de
aminodcidos de UvsX de RB49.

[0040] Em algumas modalidades, em adicao a qualqguer
uma das mutacgdes anteriores, a UvsX recombinante pode
compreender mutacgdes de substituicdo, delecdo e/ou adicgéo
adicionais quando comparada a uma recombinase do tipo
selvagem. Qualquer uma de uma variedade de mutacgdes de
substituicdo em uma ou mais das ©posigdes pode ser
realizada, como € conhecido na arte e exemplificado pelos
materiais incorporados da 2009/0029421. Por exemplo, em
algumas modalidades, em adicdo as mutacdes anteriores, a
UvsX recombinante pode compreender ainda uma mutacao
selecionada do grupo que consiste de: a adigcao de um ou

mais residuos de acido glutédmico no terminal C; a adicao de
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um ou mais residuos de acido aspartico no terminal C; e uma
combinacao das mesmas.

Mutacao das Recombinases

[0041] Varios tipos de mutagénese sdo opcionalmente
utilizados na ©presente divulgacao, por exemplo, para
modificar as recombinases para a producao de variantes, por
exemplo, de acordo com modelos de recombinase e previsdes
de modelo ou utilizando abordagens de mutacao aleatdrias ou
semialeatdrias. Em geral, qualquer procedimento de
mutagénese disponivel pode ser wutilizado para produzir
mutantes de recombinase. Tais procedimentos de mutagénese
incluem opcionalmente a selecdo de &cidos nucleicos e
polipeptideos mutantes em relacao a uma ou mais atividades
de interesse (por exemplo, distribuicdo e/ou amplificacéo
aprimorada sobre um suporte sdélido). Os procedimentos gque
podem ser utilizados incluem, mas nao sao limitados a:
mutagénese pontual direcionada ao sitio, mutagénese pontual
aleatdéria, recombinagcao homdéloga in vitro ou in vVvivo
(embaralhamento de DNA e PCR de sobreposicao combinatdria),
mutagénese utilizando moldes que contém uracil, mutagénese
direcionada ao oligonucleotideo, mutagénese de DNA
modificado com fosforotioato, mutagénese utilizando DNA em
duplex com gaps, reparo de pareamentos errados pontuais,
mutagénese utilizando cepas hospedeiras deficientes em
relagcao ao reparo, selecao por restricao e purificacao por
restricao, mutagénese de delecao, mutagénese através da
sintese do gene total, PCR degenerada, reparo de quebras de
filamento duplo e muitos outros conhecidos pelos técnicos
no assunto. A recombinase inicial para mutagao pode ser
qualquer uma das citadas aqui, incluindo mutantes de

recombinases disponiveis tais como aquelas identificadas,
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por exemplo, na US 2009/0029421, que ¢é incorporada como
referéncia em sua totalidade.

[0042] Opcionalmente, a mutagénese pode ser guiada
pela informacgdo conhecida de uma molécula de recombinase
que ocorre naturalmente ou de uma recombinase alterada ou
submetida a mutacdo conhecida (por exemplo, utilizando uma
recombinase mutante existente que é citada nas referéncias
anteriores), por exemplo, sequéncia, comparacgdes de
sequéncias, propriedades fisicas, estrutura de cristal e/ou
similar, como ¢€é discutido anteriormente. Entretanto, em
outra classe de modalidades, a modificacao pode ser
essencialmente aleatdria (por exemplo, como no
embaralhamento de DNA cldassico ou *“familiar”, ver, por
exemplo, Crameri e outros (1998) #“DNA shuffling of a family
of genes from diverse species accelerates directed
evolution” Nature 391 :288-291).

[0043] Informacao adicional sobre os formatos de
mutacao € encontrada em: Sambrook e outros, Molecular
Cloning—A Laboratory Manual (32 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 2000
(“Sambrook”); Current Protocols in Molecular Biology, F. M.
Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture
between Greene Publishing Associates, Inc. e John Wiley &
Sons, Inc., (suplementado até 2011) (“Ausubel”) e PCR
Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis et al.
eds) Academic Press Inc. San Diego, Calif. (1990)
(“Innis”). As publicacdes e as referéncias a seguir citadas
aqui fornecem detalhes adicionais sobre os formatos de
mutacgao: Arnold, Protein engineering for unusual
environments, Current Opinion 1in Biotechnology 4:450-455

(1993); Bass et al., Mutant Trp repressors with new DNA-
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binding specificities, Science 242:240-245 (1988); Bordo e
Argos (1991) Suggestions for #“Safe” Residue Substitutions
in Site-directed Mutagenesis 217:721-729; Botstein &
Shortle, Strategies and applications of in vitro
mutagenesis, Science 229: 1193-1201 (1985); Carter et al.,
Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using
M13 vectors, Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443 (1985); Carter,
Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237: 1-7 (1986);
Carter, Improved oligonucleotide-directed mutagenesis using
M13 vectors, Methods in Enzymol. 154: 382-403 (1987); Dale
et al., Oligonucleotide-directed random mutagenesis using
the phosphorothioate method, Methods Mol. Biol. 57:369-374
(1996); Eghtedarzadeh & Henikoff, Use of oligonucleotides
to generate large deletions, Nucl. Acids Res. 14: 5115
(1986); Fritz et al., Oligonucleotide-directed construction
of mutations: a gapped duplex DNA procedure without
enzymatic reactions in wvitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987-
6999 (1988); Grundstrom et al., Oligonucleotide-directed
mutagenesis by microscale “shot—-gun” gene synthesis, Nucl.
Acids Res. 13: 3305-3316 (1985); Hayes (2002) Combining
Computational and Experimental Screening for rapid
Optimization of Protein Properties PNAS 99 (25) 15926-15931;
Kunkel, The efficiency of oligonucleotide directed
mutagenesis, em Nucleic Acids & Molecular Biology
(Eckstein, F. e Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag,
Berlim) (1987); Kunkel, Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunkel et al., Rapid and
efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection, Methods in Enzymol. 154, 367-382 (1987); Kramer

et al., The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-
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directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-
9456 (1984) ; Kramer & Fritz Oligonucleotide-directed
construction of mutations via gapped duplex DNA, Methods in
Enzymol. 154:350-367 (1987); Kramer et al., Point Mismatch
Repair, Cell 38:879-887 (1984); Kramer et al., Improved
enzymatic 1n wvitro reactions in the gapped duplex DNA
approach to oligonucleotide—-directed construction of
mutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988); Ling et al.,
Approaches to DNA mutagenesis: an overview, Anal Biochem.
254 (2): 157-178 (1997); Lorimer e Pastan Nucleic Acids Res.
23, 3067-8 (1995); Mandecki, Oligonucleotide—-directed
double-strand break repair in plasmids of Escherichia coli:
a method for site-specific mutagenesis, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83:7177-7181(198¢6) ; Nakamaye & Eckstein,
Inhibition of restriction endonuclease Nci I cleavage by
phosphorothiocate groups and its application to
oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14:
9679-9698 (1986); Nambiar et al., Total synthesis and
cloning of a gene coding for the ribonuclease S protein,
Science 223: 1299-1301(1984); Sakamar e Khorana, Total
synthesis and expression of a gene for the a-subunit of
bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding protein
(transducin), Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372 (1988); Sayers
et al., Y-T Exonucleases in phosphorothicate-based
oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res.
16:791-802 (1988); Sayers et al., Strand specific cleavage
of phosphorothioate-containing DNA by reaction with
restriction endonucleases 1in the presence of ethidium
bromide, (1988) Nucl. Acids Res. 16: 803-814; Sieber et
al., Nature Biotechnology, 19:456-460 (2001); Smith, 1In
vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1985);
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Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in
Enzymol. 154: 329-350 (1987); Stemmer, Nature 370, 389-
91(1994); Taylor et al., The use of phosphorothioate-
modified DNA 1in restriction enzyme reactions to prepare
nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764 (1985); Taylor
et al., The rapid generation of oligonucleotide-directed
mutations at high frequency using phosphorothicate-modified
DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985); Wells et al.,
Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the
transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond.
A 317: 415-423 (1986); Wells et al., Cassette mutagenesis:
an efficient method for generation of multiple mutations at
defined sites, Gene 34:315-323 (1985); Zoller & Smith,
Oligonucleotide-directed mutagenesis wutilizando M 13 -
derived vectors: an efficient e general procedure for the
production of point mutations in any DNA fragment, Nucleic
Acids Res. 10:6487-6500 (1982) ; Zoller & Smith,
Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA  fragments
cloned into M13 vectors, Methods in Enzymol. 100:468-500
(1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide—-directed
mutagenesis: a simple method wusing two oligonucleotide
primers and a single-stranded DNA template, Methods in
Enzymol. 154:329-350 (1987); Clackson et al. (1991) “Making
antibody fragments using phage display libraries” Nature
352:624-628; Gibbs et al. (2001) “Degenerate
oligonucleotide gene shuffling (DOGS) : a method for
enhancing the frequency of recombination with family
shuffling” Gene 271:13-20; e Hiraga e Arnold (2003)
“General method for sequence-independent site-directed
chimeragenesis: J. Mol. Biol. 330:287-296. Detalhes

adicionais sobre muitos dos métodos anteriores podem ser
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encontrados em Methods in Enzymology Volume 154, que também
descreve controles Uteis para a resolucdao de problemas com
varios métodos de mutagénese.

Producao e Isolamento de Recombinase Recombinante

[0044] Geralmente, os dcidos nucleicos que
codificam uma recombinase como aqui apresentada podem ser
produzidos através de clonagem, recombinacdo, sintese 1in
vitro, amplificacao in vitro e/ou outros métodos
disponiveis. Uma variedade de métodos recombinantes pode
ser utilizada para expressar um vetor de expressao dgue
codifica uma recombinase que é apresentada aqui. Os métodos
para a producdo de 4dcidos nucleicos recombinantes, para a
expressao e o 1isolamento de produtos expressos sao bem
conhecidos e sao descritos na arte. Um numero de exemplos
de mutacgdes e combinacgdes de mutacgdes, bem como estratégias
para o planejamento de mutagdes desejaveis, ¢é descrito
aqui.

[0045] Referéncias uUteis adicionais para métodos de
mutagdo, recombinacdo e manipulacdo de &cidos nucleicos 1in
vitro (incluindo clonagem, expressao, PCR e similares)
incluem Berger e Kimmel, Guide to Molecular Cloning
Techniques, Methods 1in Enzymology volume 152 Academic
Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); Kaufman et al.
(2003) Handbook of Molecular and Cellular Methods in
Biology and Medicine Segunda Edigao Ceske (ed) CRC Press
(Kaufman); e The Nucleic Acid Protocols Handbook Ralph
Rapley (ed) (2000) Cold Spring Harbor, Humana Press 1Inc
(Rapley); Chen et al. (ed) PCR Cloning Protocols, Segunda
Edigcao (Methods in Molecular Biology, volume 192) Humana
Press; e em Viljoen et al. (2005) Molecular Diagnostic PCR

Handbook Springer, ISBN 1402034032.
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[0046] Em adicao, uma grande gquantidade de kits
estd disponivel comercialmente para a purificacdo de
plasmideos ou outros 4dcidos nucleicos relevantes das
células, (ver, por exemplo, EasyPrep.TM., FlexiPrep.TM.
ambos da Pharmacia Biotech; StrataClean.TM., da Stratagene;
e, QIAprep.TM. da Qiagen). Qualquer 4&acido nucleico isolado
e/ou purificado pode ser adicionalmente manipulado para
produzir outros acidos nucleicos, utilizado para
transfectar células, incorporado em vetores relacionados
para infectar organismos para expressao e/ou similar. Os
vetores de clonagem tipicos contém terminadores da
transcricdo e da traducgao, sequéncias que iniciam a
transcricdo e a tradugao e promotores uUteis para a
regulacdo da expressdo do &acido nucleico alvo particular.
Os vetores opcionalmente compreendem cassetes de expressao
genéricos que contém pelo menos uma sequéncia terminadora
independente, sequéncias que permitem a replicagao do
cassete em eucariotos ou procariotos ou ambos, (por
exemplo, vetores shuttle) e marcadores de selecao tanto
para sistemas procaridéticos gquanto eucaridticos. Os vetores
sao adequados para replicacao e integracao em procariotos,
eucariotos ou ambos.

[0047] Outras referéncias uteis, por exemplo, para
o isolamento e a cultura de células (por exemplo, para o
isolamento subsequente de acidos nucleicos) incluem
Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, terceira edicgcao, Wiley-Liss, New York e as
referéncias citadas no mesmo; Payne et al. (1992) Plant
Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley &
Sons, Inc. New York, N.Y.; Gamborg e Phillips (eds) (1995)

Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods
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Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New
York) e Atlas e Parks (eds) The Handbook of Microbiological
Media (1993) CRC Press, Boca Raton, Fla.

[0048] Os acidos nucleicos que codificam as
recombinases recombinantes divulgadas aqui também sao uma
caracteristica das modalidades apresentadas aqui. Um
aminodcido particular pode ser codificado por varios cdédons
e certos sistemas de traducao (por exemplo, células
procaridticas ou eucaridticas) frequentemente exibem
tendéncias de cdbédons, por exemplo, organismos diferentes
frequentemente preferem um dos varios cdédons sindnimos que
codificam o mesmo aminodcido. Dessa maneira, os 4acidos
nucleicos apresentados aqui sao opcionalmente *“otimizados
em relacdo ao cddon”, significando que os &acidos nucleicos
sao sintetizados para incluirem os cédons que sao
preferidos pelo sistema de traducdo particular gque sera
empregado para expressar a recombinase. Por exemplo, quando
for desejdvel expressar a recombinase em uma célula de
bactéria (ou até mesmo uma cepa de bactéria particular), o
dcido nucleico pode ser sintetizado para incluir cdédons
mais frequentemente encontrados no genoma de tal célula
bacteriana, para a expressao eficiente da recombinase. Uma
estratégia similar também pode ser empregada quando for
desejavel expressar a recombinase em uma célula
eucaridtica, por exemplo, o 4acido nucleico pode incluir
céddons preferidos por tal célula eucaridtica.

[0049] Uma variedade de métodos de isolamento e de
deteccao de proteina ¢é conhecida na arte e pode ser
utilizada para isolar as recombinases, por exemplo, de
culturas de células recombinantes que expressam as

recombinases recombinantes apresentadas aqui. Uma variedade
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de métodos de isolamento e de deteccadao de proteina € bem
conhecida na arte, incluindo, por exemplo, aqueles
apresentados em R. Scopes, Protein Purification, Springer-—
Verlag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol.
182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc.
N.Y. (1990); Sandana (1997) Bioseparation of Proteins,
Academic Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Protein Methods,
22 Edicao Wiley-Liss, NY; Walker (19906) The Protein
Protocols Handbook Humana Press, NJ, Harris e Angal (1990)
Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL
Press at Oxford, Oxford, England; Harris e Angal Protein
Purification Methods: A Practical Approach IRL Press at
Oxford, Oxford, England; Scopes (1993) Protein
Purification: Principles and Practice 32 Edicao Springer
Verlag, NY; Janson e Ryden (1998) Protein Purification:
Principles, High Resolution Methods and Applications,
Segunda Edicao Wiley-VCH, NY; e Walker (1998) Protein
Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ; e as referéncias
citadas nos mesmos. Detalhes adicionais em relacao aos
métodos de purificacdo e de detecgao de proteina podem ser
encontrados em Satinder Ahuja ed., Handbook of
Bioseparations, Academic Press (2000).

Métodos de uso

[0050] As recombinases alteradas apresentadas agqui
podem ser utilizadas em um procedimento de amplificacao
mediado pela recombinase, tal como uma técnica de
amplificacgao com recombinase polimerase (RPA) .
Sucintamente, a RPA pode ser iniciada através do contato de
um dcido nucleico alvo com uma recombinase e um iniciador
de &cido nucleico de filamento simples especifico para a

molécula de 4&cido nucleico alvo. O iniciador hibridizado
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pode entao ser estendido por uma polimerase, tal como uma
polimerase capaz de deslocar o filamento na presencga de
dNTPs para gerar uma molécula de &cido nucleico alvo de
filamento duplo e um filamento deslocado da molécula de
dcido nucleico. Adicionalmente, a amplificacgao pode ocorrer
através do direcionamento mediado pela recombinase de
iniciadores para o filamento deslocado da molécula de acido
nucleico e da extensadao do iniciador para gerar uma molécula
de 4&cido nucleico de filamento duplo. O processo de RPA
pode ser modulado através da combinacdao dos componentes
descritos anteriormente com, por exemplo, fatores de
carregamento da recombinase, polimerases de deslocamento de
filamento especifico e um sistema de regeneracao de energia
robusto. Os exemplos de procedimentos, sistemas e
componentes de RPA que podem ser facilmente adaptados para
uso com as proteinas UvsX recombinantes da presente
divulgacao sao descritos, por exemplo, nas Pat. US Nos.
8,071,308, 7,399,590, 7,485,428, 7,270,981, 8,030,000,
7,666,598, 7,763,427, 8,017,399, 8,062,850 e 7,435,561, das
quais cada uma € incorporada aqui como referéncia.

[0051] Em algumas modalidades, uma amplificacao
isotérmica pode ser realizada utilizando amplificacédo de
exclusdo cinética (KEA), também referida como amplificacao
de exclusao (ExAmp). Uma biblioteca de 4&cido nucleico da
presente divulgagdo pode ser produzida utilizando um método
que explora a exclusao cinética. A exclusao cinética pode
ocorrer quando um ©processo ¢é realizado a uma taxa
suficientemente rdpida para 1impedir eficientemente que
outro evento ou processo ocorra. Considerar, por exemplo, a
producao de um arranjo de acido nucleico no qual os sitios

do arranjo sdo distribuidos de forma aleatdéria com &cidos
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nucleicos alvos provenientes de uma solucdo e cdédpias do
acido nucleico alvo sdo geradas em um processo de
amplificacdao para preencher cada um dos sitios distribuidos
até sua capacidade. De acordo com os métodos de exclusao
cinética da presente divulgacao, 0s processos de
distribui¢cdo e amplificagao podem ocorrer simultaneamente
em condigdes em que a taxa de amplificacgdo excede a taxa de
distribuicao. Dessa maneira, a taxa relativamente alta na
qual as cépias sao produzidas em um sitio que foi
distribuido por um primeiro &acido nucleico alvo excluira
eficientemente um segundo dcido nucleico da distribuicdo do
sitio para amplificacadao. Os métodos de amplificacgado com
exclusao cinética podem ser realizados como é descrito em
detalhes na divulgacgao da Publicacdao de Pedido de Patente
U.S. No. 2013/0338042, que ¢é 1incorporada aqui como
referéncia em sua totalidade.

[0052] Em algumas modalidades, o é&cido nucleico
alvo que é amplificado é totalmente de filamento duplo. Em
algumas modalidades, o) acido nucleico alvo que é
amplificado compreende uma regido de 4&cido nucleico de
filamento duplo e compreende ainda uma regiao gque possui
dacido nucleico de filamento simples. Em certas modalidades,
o acido nucleico alvo compreende um ou mais adaptadores
bifurcados com uma regiao de aproximadamente 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40 ou mais que aproximadamente 40 bases de
sequéncia de filamento simples em cada extremidade dos
fragmentos da biblioteca. O planejamento e o uso de
adaptadores bifurcados sao descritos em maiores detalhes
nas divulgacdes das Pat. U.S. Nos. 7,742,463 e 8,563,748,
das quais cada uma ¢é incorporada aqui como referéncia em

sua totalidade.
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[0053] A exclusdo cinética pode explorar uma taxa
relativamente lenta para a producdo de uma primeira cépia
de um &cido nucleico alvo vs. um taxa relativamente alta
para a producdao de cdpias subsequentes do &acido nucleico
alvo ou da primeira cépia. No exemplo do paragrafo
anterior, a exclusdo cinética ocorre devido a taxa
relativamente lenta de distribuicdo do &cido nucleico alvo
(por exemplo, difusdao ou transporte relativamente lento)
vs. a taxa relativamente alta na qual a amplificacao ocorre
para preencher o sitio com cdépias do &acido nucleico
distribuido. Em outros exemplos de modalidade, a exclusao
cinética pode ocorrer devido a um retardo na formacao de
uma primeira cépia de um &cido nucleico alvo que foi
distribuido em um sitio (por exemplo, ativacao retardada ou
lenta) vs. a taxa relativamente alta na qual as cébpias
subsequentes sao produzidas para preencher o sitio. Neste
exemplo, um sitio individual pode ter sido distribuido com
vadrios 4dcidos nucleicos alvos diferentes (por exemplo,
vadrios acidos nucleicos alvos podem estar presentes em cada
sitio antes da amplificacgao). Entretanto, a formacao da
primeira cépia para qualquer &acido nucleico alvo fornecido
pode ser ativada aleatoriamente de forma que a taxa média
de formacdo da primeira cépia seja relativamente lenta
comparada com a taxa na qual as cdépias subsequentes sao
geradas. Neste caso, embora um sitio individual possa ter
sido distribuido com varios dcidos nucleicos alvos
diferentes, a exclusdao cinética permitird que apenas um
destes 4dcidos nucleicos alvos seja amplificado. Mais
especificamente, uma vez gque um primeiro &cido nucleico
alvo foi ativado para amplificacdo, o sitio ird rapidamente

preencher até a capacidade com suas coépias, prevenindo
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assim que coépias de um segundo acido nucleico alvo sejam
produzidas no sitio.

[0054] Um reagente de amplificacao pode incluir
componentes adicionais que facilitam a formagcao de amplicon
e em alguns casos aumentam a taxa de formagao de amplicon.
Uma recombinase, tal como, por exemplo, UvsX, pode
facilitar a formacao de amplicon permitindo
invaséao/extensao repetida. Mais especificamente, uma
recombinase pode facilitar a invasdo de um &cido nucleico
alvo pela polimerase e a extensdao de um iniciador pela
polimerase utilizando o &cido nucleico alvo como um molde
para a formacao de amplicon. Este processo pode ser
repetido na forma de uma reacao em cadeia na qual os
amplicons produzidos partindo de cada rodada de
invaséao/extensao servem como moldes em uma rodada
subsequente. O processo pode ocorrer mais rapidamente que a
PCR padronizada uma vez que um ciclo de desnaturacao (por
exemplo, através de aqguecimento ou desnaturacao gquimica)
ndo é necessario. Dessa maneira, a amplificacdo facilitada
pela recombinase pode ser realizada de forma isotérmica. E
geralmente desejdvel incluir ATP ou outros nucleotideos (ou
em alguns casos analogos nao hidrolisdveis dos mesmos) em
um reagente de amplificagao facilitada pela recombinase
para facilitar a amplificagao. Uma mistura de recombinase e
proteina de ligagao de filamento simples (SSB) é
particularmente Util uma vez que a SSB pode facilitar
adicionalmente a amplificacao. Os exemplos de formulacdes
para amplificagcao facilitada ©pela recombinase incluem
aquelas vendidas comercialmente como TwistAmp kits pela
TwistDx (Cambridge, UK). Os componentes Uteis de reagente

de amplificacao facilitada pela recombinase e condigdes de
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reacao sao apresentados na US 5,223,414 e na US 7,399,590,
das quais cada uma é incorporada aqui como referéncia.

Comparagao, Identidade e Homologia de Sequéncias

[0055] Os termos “idénticas” ou “porcentagem de
identidade”, no contexto de duas ou mais sequéncias de
dacidos nucleicos ou de polipeptideos, referem-se a duas ou
mais sequéncias ou subsequéncias gue sao as mesmas ou Jue
possuem uma porcentagem especificada de residuos de
aminodcidos ou nucleotideos que sdo os mesmos, quando
comparadas e alinhadas para correspondéncia maxima, que &

medida wutilizando um dos algoritmos de comparacgao de

sequéncias descritos a seguir (ou outros algoritmos
disponiveis para técnicos no assunto) ou por inspecao
visual.

[0056] A expressao “substancialmente idénticos”, no

contexto de dois 4&cidos nucleicos ou polipeptideos (por
exemplo, DNAs que codificam uma recombinase ou a sequéncia
de aminodcidos de uma recombinase) refere-se a duas ou mais
sequéncias ou subsequéncias que possuem pelo menos
aproximadamente 60%, aproximadamente 80%, aproximadamente
90-95%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99% ou mais de
identidade de nucleotideos ou de residuos de aminoéacidos,
quando comparadas e alinhadas para correspondéncia maxima,
que ¢é medida wutilizando um algoritmo de comparacao de
sequéncias ou por inspecao visual. Tais sequéncias
“substancialmente idénticas” sao tipicamente consideradas
como sendo “homdélogas”, sem referéncia a descendéncia real.
Preferencialmente, a “identidade substancial” existe ao
longo de wuma regiao das sequéncias qgque tem pelo menos
aproximadamente 50 residuos de comprimento, mais

preferencialmente ao longo de uma regiao de pelo menos
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aproximadamente 100 residuos e mais preferencialmente, as
sequéncias sao substancialmente idénticas ao longo de pelo
menos aproximadamente 150 residuos ou ao longo do

comprimento completo das duas sequéncias que serao

comparadas.
[0057] Proteinas e/ou sequéncias de proteinas sao
“homdélogas” quando sao derivadas, naturalmente ou

artificialmente, de uma proteina ou uma sequéncia de
proteina de um ancestral comum. Similarmente, os &cidos
nucleicos e/ou as sequéncias de 4&cidos nucleicos sao
homdélogas quando sao derivadas, naturalmente ou
artificialmente, de um 4&cido nucleico ou uma sequéncia de
dcido nucleico de um ancestral comum. A homologia é
geralmente inferida partindo da similaridade de sequéncia
entre dois ou mais 4&acidos nucleicos ou proteinas (ou
sequéncias dos mesmos) . A porcentagem precisa de
similaridade entre sequéncias que é Util no estabelecimento
de homologia varia com o 4acido nucleico e a proteina em
questao, mas tao pouco quanto 25% de similaridade de
sequéncia ao longo de 50, 100, 150 ou mais residuos ¢é
rotineiramente utilizada para estabelecer homologia. Niveis
mais altos de similaridade de sequéncia, por exemplo, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99% ou mais, também
podem ser utilizados para estabelecer homologia. Os métodos
para a determinacao das porcentagens de similaridade de
sequéncia (por exemplo, BLASTP e BLASTN utilizando
parédmetros pré-estabelecidos) sao descritos aqui e estéo
geralmente disponiveis.

[0058] Para a comparacao de sequéncias e para a
determinacdao de homologia, tipicamente uma sequéncia age

como uma sequéncia de referéncia a qual as sequéncias de
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teste sao comparadas. Quando se utiliza um algoritmo de
comparacao de seguéncias, as sequéncias de teste e de
referéncia sao inseridas em um computador, as coordenadas
das subsequéncias sao designadas, se necessario, e o0s
parédmetros do programa do algoritmo de sequéncia séao
designados. O algoritmo de comparacdo de sequéncias entao
calcula a porcentagem de identidade de sequéncia para af(s)
sequéncia(s) de teste em relacdo a sequéncia de referéncia,
com base nos pardmetros do programa designados.

[0059] O alinhamento o6timo de sequéncias para
comparagcao pode ser realizado, por exemplo, através do
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv.
Appl. Math. 2:482 (1981), através do algoritmo de
alinhamento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol.
Biol. 48:443 (1970), através do método de Dbusca por
similaridade de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 85:2444 (1988), através de implementacdes
computadorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e
TFASTA no Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.) ou através
de inspegao visual (ver, de forma geral, Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel e outros, eds., Current
Protocols, um empreendimento conjunto entre Greene
Publishing Associates, Inc. e John Wiley & Sons, Inc.,
suplementado até 2004).

[0060] Um exemplo de um algoritmo gque ¢é adequado
para a determinagcao da porcentagem de identidade de
sequéncia e da similaridade de sequéncia é o algoritmo
BLAST, que ¢é descrito em Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990). O software para a realizacao das

andlises de BLAST estda disponivel publicamente através do
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National Center for Biotechnology Information. Este
algoritmo envolve uma primeira identificagcao de pares de
sequéncias de escore alto (HSPs) através da identificacao
de palavras pequenas de comprimento W na sequéncia de
busca, que se combina ou satisfaz parte do escore de limite
de valor positivo T quando alinhada com uma palavra do
mesmo comprimento em uma sequéncia da base de dados. T é
referido como o limite de escore de palavra vizinha
(Altschul et al., supra). Estes acertos de palavra vizinha
iniciais agem como “sementes” para iniciar as pesquisas
para encontrar HSPs mais longos que contém os mesmos. Os
acertos de palavras sao entao estendidos e ambas as
diregdes ao longo de cada sequéncia o maximo possivel a
medida que o escore de alinhamento cumulativo pode ser
aumentado. Os escores cumulativos sao calculados
utilizando, para sequéncias de nucleotideos, os pardmetros
M (escore de recompensa para um par de residuos que
combinam; sempre >0) e N (escore de penalidade para
residuos com pareamentos errados; sempre <0). Para as
sequéncias de aminocdcidos, uma matriz de escore é utilizada
para calcular o escore cumulativo. A extensdao dos acertos
de palavras em cada direcdo ¢ interrompida gquando: o escore
de alinhamento cumulativo falha pela quantidade X de seu
valor maximo atingido; o escore cumulativo vai até zero ou
inferior, devido ao acumulo de um ou mais alinhamentos de
residuos de escore negativo; ou o final de gualquer uma das
sequéncias é atingido. Os parédmetros do algoritmo BLAST W,
T e X determinam a sensibilidade e a velocidade do
alinhamento. O programa BLASTN (para sequéncias de
nucleotideos) utiliza como pardmetros pré-estabelecidos um

comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de
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10, um limite de 100, M=5, N=-4 e uma comparacao de ambos
os filamentos. Para as sequéncias de aminoacidos, o)
programa BLASTP utiliza como parédmetros pré-estabelecidos
um comprimento de palavra (W) de 3, uma expectativa (E) de
10 e a matriz de escore BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915).

[0061] Em adigcdo ao calculo da porcentagem de
identidade de sequéncia, o algoritmo BLAST também realiza
uma analise estatistica da similaridade entre duas

sequéncias (ver, por exemplo, Karlin & Altschul, Proc.

Nafl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Uma medida da
similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a
probabilidade da menor soma (P(N)), que fornece uma

indicacao da probabilidade pela qual uma combinagcdo entre
duas sequéncias de nucleotideos ou aminodcidos poderia
ocorrer ao acaso. Por exemplo, um 4&acido nucleico ¢é
considerado similar a uma sequéncia de referéncia se a
probabilidade da menor soma em uma comparacao do acido
nucleico de teste com o 4acido nucleico de referéncia for
menor que aproximadamente 0,1, mais preferencialmente menor
que aproximadamente 0,01 e mais preferencialmente menor que
aproximadamente 0, 001.

Acidos nucleicos que codificam recombinases alteradas

[0062] Sao adicionalmente apresentadas aqui as
moléculas de 4dcido nucleico que codificam as enzimas
recombinases alteradas apresentadas aqui. Para qualdgquer
recombinase alterada fornecida que ¢ uma submetida a
mutacao de uma recombinase para a gqual a sequéncia de
aminodcidos e preferencialmente também a sequéncia de
nucleotideos do tipo selvagem que codifica a recombinase

sdao conhecidas, é¢ possivel obter uma sequéncia de
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nucleotideos que codifica o mutante de acordo com o0s
principios béasicos da biologia molecular. Por exemplo, dado
que a sequéncia de nucleotideos do tipo selvagem dJue
codifica a UvsX recombinase de RB49 é conhecida, é possivel
deduzir uma sequéncia de nucleotideos que codifica qualquer
versao mutante fornecida de UvsX de RB49 gque possul uma ou
mais substituigdes de aminocdcidos wutilizando o c¢dédigo
genético padronizado. Similarmente, as sequéncias de
nucleotideos podem ser facilmente derivadas para versdes
mutantes de outras recombinases tais como, por exemplo, de
T4, T6, Rb69, Aehl, KVP40, fago 133 de Acinetobacter, fago
de Aeromonas 65, cianofago P-SSM2, cianofago PSSM4,
cianofago S-PM2, Rb32, fago nt-1 de Vibrio, Rbl6, Rb43, T2,
Rbl4, fago 25 de Aeromonas, phi-1, Fago 31, fago 44RR2.8t,
fago Rb3 e fago LZ2, etc. Moléculas de &cido nucleico que
possuem a sequéncia de nucleotideos requerida podem entao
ser construidas utilizando técnicas de biologia molecular
padronizadas conhecidas na arte.

[0063] De acordo com as modalidades apresentadas
aqui, um dcido nucleico definido inclui ndo somente o &acido
nucleico idéntico, mas também quaisquer variacdes de bases
menores incluindo, em particular, substituicdes em casos
que resultam em um cdédon sindbnimo (um cdéddon diferente gue
especifica o mesmo residuo de aminodcido) devido ao cddigo
degenerado nas substituig¢des conservativas de aminoacidos.
O termo “sequéncia de &cido nucleico” inclui também a
sequéncia complementar a qualquer sequéncia de filamento
simples fornecidas as variagdes de bases relativas.

[0064] As moléculas de 4&cido nucleico descritas
aqui também podem ser, vantajosamente, incluidas em um

vetor de expressao adequado para expressar as proteinas
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recombinases codificadas pelas mesmas em um hospedeiro
adequado. A incorporacao do DNA clonado em um vetor de
expressao adequado para transformacao subsequente da dita
célula e a selecao subsequente das células transformadas é
bem conhecida pelos técnicos no assunto como é fornecido em
Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, qgque é incorporado
como referéncia em sua totalidade.

[0065] Tal vetor de expressao inclui um vetor que
possui um dcido nucleico de acordo com as modalidades
apresentadas aqui ligado de forma operacional as sequéncias
reguladoras, tais como regides promotoras, que sao capazes
de realizar a expressao dos ditos fragmentos de DNA. O
termo “ligado de forma operacional” se refere a uma
justaposicao na qual os componentes descritos estdao em uma
relagcao que permite que estes funcionem de sua maneira
pretendida. Tais vetores podem ser transformados em uma
célula hospedeira adequada para possibilitar a expressao de
uma proteina de acordo com as modalidades apresentadas
aqui.

[0066] A molécula de acido nucleico pode codificar
uma proteina madura ou uma proteina que possui uma pré-
sequéncia, incluindo agquela gque codifica wuma sequéncia
lider sobre a pré-proteina que é entadao clivada pela célula
hospedeira para formar uma proteina madura. Os vetores
podem ser, por exemplo, vetores plasmideais, virais ou de
fagos fornecidos com uma origem de replicacao e
opcionalmente um promotor para a expressao do dito
nucleotideo e opcionalmente um regulador do promotor. Os

vetores podem conter um ou mais marcadores seleciondveis,

Peticao 870170032175, de 15/05/2017, pag. 44/64



38/45

tal como, por exemplo, um  gene de resisténcia a
antibidético.

[0067] Os elementos reguladores necessarios para a
expressdo incluem sequéncias promotoras que se ligam a RNA
polimerase e que levam a um nivel apropriado de sequéncias
de inicio da transcricdao e também de inicio da traducao
para ligagcao de ribossomos. Por exemplo, um vetor de
expressao bacteriano pode incluir um promotor tal como o
promotor lac e para o inicio da tradugao a sequéncia Shine-
Dalgarno e o cédon de inicio AUG. Similarmente, um vetor de
expressao eucaridético pode incluir um promotor heterdlogo
ou homdélogo para RNA polimerase 17, um sinal de
poliadenilacao a jusante, o cdédon de inicio AUG e um cdédon
de término para liberacao do ribossomo. Tais vetores podem
ser obtidos comercialmente ou ser montados partindo das
sequéncias descritas pelos métodos bem conhecidos na arte.

[0068] A transcricao do DNA que codifica a
recombinase por eucariotos superiores pode ser otimizada
através da inclusao de uma sequéncia intensificadora no
vetor. Os intensificadores sao elementos que atuam em cis
do DNA gue agem sobre um promotor para aumentar o nivel de
transcrigdo. Os vetores também incluirdo geralmente origens
de replicacao em adigcdo aos marcadores seleciondveis.

EXEMPLO 1

[0069] Este exemplo fornece métodos de distribuicéo
de uma biblioteca sem a necessidade de PCR sobre uma
superficie de célula de fluxo padronizada para amplificacao
aprimorada de clusters. Em uma modalidade, o método da
invencao utiliza uma formulacdao de distribuicao que inclui
uma UvsX que compreende as mutacdes apresentadas

anteriormente aqui, por exemplo, uma UvsX de RB49 mutante
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que compreende Pro256Lys (que é apresentada aqui como a SEQ
ID NO: 2, referida agqui como “P256K de RB49”). Foi
descoberto de forma surpreendente que a amplificacao
mediada por recombinase utilizando a mesma aprimora
substancialmente a distribuicao de bibliotecas de PCR com
regides adaptadoras de filamento simples sobre uma
superficie de célula de fluxo padronizada. Em outra
modalidade, o método da invencao utiliza uma formulacao de
distribuicdao que inclui uma concentracao relativamente alta
de DNA polimerase (por exemplo, eBsu polimerase) em
combinacdao com a P256K recombinase de RB49.

[0070] Para avaliar a eficiéncia da formulacao de
P256K de RB49na distribuicdao de uma biblioteca sem a
necessidade de PCR sobre uma superficie de célula de fluxo
padronizada, uma biblioteca sem a necessidade de PCR foi
gerada utilizando um kit de preparacgao de amostra sem PCR
TruSeg® DNA (I1llumina, Inc.). As Dbibliotecas sem a
necessidade de PCR geradas utilizando o kit de preparacao
de biblioteca TruSeg® possuem adaptadores Dbifurcados com
uma regidao de aproximadamente 40 bases de sequéncia de
filamento simples em cada extremidade dos fragmentos da
biblioteca.

[0071] A Figura 3A mostra uma fotografia 100 de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR distribuida sobre uma célula de fluxo padronizada
utilizando uma formulacao padronizada gque compreende UvsX
recombinase de T4 (que é apresentada aqui como a SEQ ID NO:
8, referida aqui como “UvsX de T4”). A Figura 3B mostra uma
fotografia 150 de uma imagem de cluster de uma biblioteca
sem a necessidade de PCR distribuida sobre uma célula de

fluxo padronizada wutilizando uma formulacdo ligquida que
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inclui P256K recombinase de RB49. Neste exemplo, a
biblioteca foi misturada com a formulagcao de UvsX de T4 ou
a formulacgcao de P256K de RB49 até a concentracao final de
100 pM, descarregada sobre uma célula de fluxo e incubada
em um cBot a 38 °C. Apds um periodo de incubacdo de 1 hora,
a temperatura foi reduzida para 20 °C e a célula de fluxo
foi lavada com tampao de lavagem HT2 (Illumina). Os
clusters foram corados com uma diluicao de 1:5.000 de SYBR®
Green (Life Technologies) em 0,1 M de Tris/0,1 M de
ascorbato de sédio e foram obtidas imagens em um
microscépio de fluorescéncia. Em referéncia a Figura 34, a
densidade de cluster gerada pela distribuicdo de uma
biblioteca sem a necessidade de PCR sobre uma célula de
fluxo padronizada com uma formulacao padronizada (por
exemplo, UvsX de T4) é relativamente esparsa. Em referéncia
a Figura 3B, a densidade de clusters gerada ©pela
distribuicao de uma biblioteca sem a necessidade de PCR
sobre uma célula de fluxo ©padronizada utilizando a
formulagcdo que inclui a P256K recombinase de RB49 ¢
substancialmente aumentada.

[0072] A Figura 4A mostra uma fotografia 200 de uma
imagem de cluster de uma biblioteca sem a necessidade de
PCR de filamento simples (ssDNA) distribuida sobre uma
célula de fluxo padronizada wutilizando uma formulacéao
padronizada de UvsX de T4. A Figura 4B mostra uma
fotografia 250 de uma imagem de cluster de uma biblioteca
sem a necessidade de PCR de filamento simples distribuida
sobre uma célula de fluxo padronizada wutilizando uma
formulacao liquida que inclui a P256K recombinase de RB49.
Neste exemplo, uma biblioteca sem a necessidade de PCR de

filamento duplo foi desnaturada utilizando NaOH e
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subsequentemente distribuida sobre a célula de fluxo
padronizada a uma concentracdo de 50 pM. Em referéncia a
Figura 4A, a densidade de clusters gerada pela distribuicao
uma biblioteca de DNA sem PCR de ssDNA sobre uma célula de
fluxo padronizada com uma formulacao padronizada (por
exemplo, UvsX de T4) é relativamente esparsa. Em referéncia
a Figura 4B, a densidade de clusters gerada ©pela
distribuicao de uma biblioteca sem a necessidade de PCR de
ssDNA sobre uma célula de fluxo padronizada utilizando uma
formulagcdo que inclui a P256K recombinase de RB49 ¢
substancialmente aumentada.
EXEMPLO 2

Amplificacao aprimorada utilizando mutantes P256K de

RB49

[0073] Este exemplo descreve uma comparacao do
desempenho da amplificacdao entre as recombinases com e sem
a mutacao P256K descrita aqui. Para as finalidades deste
exemplo, UvsX de RB49 de “controle” (apresentada na SEQ ID
NO: 1) compreende ainda uma mutacao H63S. Um mutante P256K
¢ gerado através da mutacao adicional do controle para
carregar um residuo de Lys na posicdo 256, como ¢é
apresentado aqui pela SEQ ID NO: 2).

[0074] A obtencao de clusters de uma biblioteca sem
a necessidade de PCR em uma célula de fluxo padronizada é
realizada em um cBot como é descrito anteriormente no
Exemplo 1, utilizando controle ou mutante P256K. 0
sequenciamento é entdo realizado em um equipamento HiSeqg
(I1lumina, Inc.) e o0s resultados do sequenciamento sao
analisados para determinar a resgatabilidade de uma
variedade de regides que sao tipicamente insuficientemente

representadas nos dados de sequenciamento anteriores.
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[0075] Resgatabilidade ¢é uma medida da fracdo de
sitios nos quais um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP)
é recuperado corretamente. De forma ideal, este valor é 1
(para 100%) significando que em 100% dos sitios dentro de
um tipo de regiao particular (isto é, alto conteudo de GC
etc) os SNPs sao recuperados corretamente. A cobertura é
uma medida da fracao dos sitios gque possuem uma cobertura >
n, em que n ¢é tipicamente 30x (isto ¢é, a cobertura
padronizada para um genoma humano). Os promotores de
fosmideo sao um conjunto de 100 promotores génicos que
foram identificados como insuficientemente representados
nos dados de sequenciamento anteriores. Os promotores foram
clonados em vetores fosmideos. Uma regiao de alto contetdo
de GC pode ser definida como uma regiao com pelo menos 100
pb em que o contetdo de GC é igual ou superior a 75% (N50
(G + C > 0,75) 100 N50). Uma regiao com conteudo de GC
enorme pode ser definida como uma regido com pelo menos 100
pb em que o contetdo de GC é igual ou superior a 85% (N50
(G + C > 0,85) 100 N50). Uma regiao com conteudo de GC
baixo pode ser definida como uma regidao com pelo menos 100
pb em que o contetdo de GC é igual ou menor 40% (N50 (G + C
> 0,40) 100 N50). Uma regiao com conteudo de AT alto pode
ser definida como uma regidao com pelo menos 100 pb em que o
conteudo de AT €& igual ou superior a 75% (N50 (A + T >
0,75) 100 N50), com taxa de amostragem reduzida para ~ 50k
regides. Uma regidao com contetudo de AT enorme pode ser
definida como uma regiao com pelo menos 100 pb em que o
conteudo de AT € igual ou superior a 85% (N50 (A + T >
0,85) 100 N50), com taxa de amostragem reduzida para ~ 50K

regides. Uma regido de repeticdo do dinucleotideo AT pode
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ser definida como uma regiao que inclui extensdes longas de
repetigdes ATAT.

[0076] Uma comparacao de dados de resgatabilidade
para controle vs. mutantes de P256K demonstra que o mutante
P256K exibe melhorias 1inesperadas e significativas na
resgatabilidade de uma ou mais das regides promotoras do
fosmidio, Contetdo de GC Alto, Conteldo de GC Enorme,
Contetdo de GC Baixo, Conteudo de AT Alto, Contetdo de AT
Enorme e regides de repeticao do dinucleotideo AT,
comparado com a do controle.

EXEMPLO 3

Amplificacao aprimorada utilizando mutantes que

possuem mutagdes homdloga a P256

[0077] A comparacgao de desempenho descrita
anteriormente no Exemplo 2 é repetida para outras
recombinases. Neste exemplo, recombinases de “controle” sao
geradas através da modificagcao da recombinase do tipo
selvagem para compreender uma mutagao homdéloga a H63S em
RB49, como é apresentado na coluna de “controle” na tabela
a seguir. Os mutantes de “homdélogos de P256K” sao gerados
através da modificagdo adicional dos controles para
carregarem uma mutacao homdéloga a P256K em RB49 como é
apresentado na coluna de “homdélogo de P256K” na tabela a
seguir.

[0078] Por exemplo, para UvsX de T6, o controle é
gerado através da modificacdao da UvsX de T6 do tipo
selvagem (SEQ ID NO: 9) para carregar uma mutacao H66S. O
homélogo de P256K é adicionalmente modificado para carregar

ambas as mutacgdes H66S e F259K.

Estrutura do | SEQ ID NO: da Homdélogo de
Controle
Tipo Selvagem | Estrutura do P256K
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Tipo Selvagem
645
T4 8 64S
F257
H663
T6 9 H66S
F259K
Fago 133 de H64S
10 H64S
Acinetobacter P257K
H643
Rb69 11 H64S
P258K
H763
Aehl 12 H76S
P269K
Fago 65 de H735
13 H73S
Aeromonas D266K
H643
KVP40 14 H64S
P267K
H663
Rb43 15 H66S
P259K
P-SSM2 de T62S
16 T62S
cianofago Q261K
PSSM4 de T65S
17 T65S
cianofago E264K
S-PM2 de T65S
18 T65S
cianofago E264K
H663
Rb32 19 H66S
F259K
Fago nt-1 de H64S
20 H64S
Vibrio P267K
H663
Rb1l6 21 H66S
P259K
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[0079] A obtencao de clusters de uma biblioteca sem
a necessidade de PCR em uma célula de fluxo padronizada é
realizada em um cBot como ¢é descrito anteriormente no
Exemplo 1, wutilizando controle ou mutante de P256K. O
sequenciamento é entdo realizado em um equipamento HiSeqg
(I1llumina, Inc.) e o0s resultados do sequenciamento sao
analisados como descrito anteriormente no Exemplo 2 para
determinar a resgatabilidade de uma variedade de regides
que sao tipicamente insuficientemente representadas nos
dados de sequenciamento anteriores.

[0080] Uma comparacao dos dados de resgatabilidade
para controle vs. mutantes homélogos de P256K demonstra que
os mutantes homdélogos de P256K exibem aprimoramentos
inesperados e significativos na resgatabilidade de uma ou
mais das regides promotoras do fosmideo, Contetdo de GC
Alto, Conteudo de GC Enorme, Conteldo de GC Baixo, Conteudo
de AT Alto, Conteudo de AT Enorme e regides de repeticao do
dinucleotideo AT, comparado com a do controle.

[0081] Ao longo de todo este pedido de patente
varias publicacgdes, patentes e/ou pedidos de patentes foram
referidos. A divulgacao destas publicacdes em suas
totalidades é incorporada aqui como referéncia neste pedido
de patente.

[0082] E pretendido que o termo compreendendo seja
ilimitado, incluindo nao somente os elementos citados, mas
abrangendo ainda quaisquer elementos adicionais.

Foi descrito um numero de modalidades. Todavia, sera
entendido que varias modificagdes podem ser feitas.
Consequentemente, outras modalidades estdo dentro do ambito

das reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICAGOES

1. UvsX recombinante caracterizado pelo fato de que
compreende uma sequéncia de aminodcidos como estabelecida
pela a SEQ ID NO: 1, em que compreende ainda uma mutacdo de
substituicdo de aminodcido para lisina na posicdo 256 e para
serina na posigdoo 63;

em que o referido polipeptideo UvsX recombinante possu
atividade recombinase aumentada em comparacdo com ambos, :

I - um polipeptideo recombinase UvsX de T4 possuindo a
SEQ ID NO: 8; ou

IT - um polipeptideo recombinase UvsX de RB49 possuindo
toda a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 1 exceto para
uma substituicdo His para Ser na posicdo de aminoacido 63 da
SEQ ID NO: 1.

2. UvsX recombinante, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende uma mutacdo
selecionada dentre: a adicdo de um ou mais residuos de &acido
glutédmico no terminal C; a adigdo de um ou mais residuos de
acido aspartico no terminal C; ou uma combinacdo destes.

3. Processo de amplificacdo da polimerase recombinase
de amplificar uma molécula de 4cido nucleico alvo
caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) colocar a UvsX recombinante conforme definida por
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 2 em contato com um
primeiro e segundo iniciador de acido nucleico para formar
um primeiro e segundo iniciador de nucleoproteina, em que o
referido iniciador de &cido nucleico compreende uma regido

de cadeia simples na sua extremidade 3';
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(b) colocar o primeiro e o segundo iniciador
nucleoprotéico em contanto com a referida molécula de &acido
nucleico alvo, formando, assim, uma primeira estrutura de
cadeia dupla em uma primeira porcdo da referida primeira
cadeia e formando uma segunda estrutura de cadeia dupla em
uma segunda porcdo da referida segunda cadeia das
extremidades 3' do referido primeiro iniciador de &cido
nucleico e o referido segundo iniciador de &cido nucleico
estdo orientados um para o outro na mesma molécula de acido
nucleico molde de cadeia dupla;

(c) extender a extremidade 3' do referido primeiro e
segundo iniciador de 4&cido nucleico com uma ou mais
polimerases e dNTPs para gerar um primeiro e segundo &cido
nucleico de cadeia dupla e uma primeira e segunda cadeias
deslocadas de acido nucleico; e

(d) continuar a reacdo através da repeticdo de (b) e
(c) até ser atingido um grau desejado de amplificacéo.

4, Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que a referida molécula de acido
nucleico alvo compreende acido nucleico de cadeia dupla e/ou
uma regido adaptadora de cadeia simples.

5. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que o referido processo ¢é
realizado na presenca de uma proteina de carga de
recombinase, opcionalmente, em que a proteina de carga da
recombinase é selecionada do grupo que consiste em T4 UvsyY,
E. coli recO, E. coli recR ou uma combinacdo destes.

6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,

caracterizado pelo fato de que o referido processo ¢é
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realizado na presenca de um agente estabilizador de cadeia
simples selecionado do grupo que consiste em gp32, proteina
SSB de E. coli, Proteina gp32 de T4.

7. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que o referido processo ¢é
realizado na presenca de um agente de aglomeracdo selccionado
do grupo compreendendo polietilenoglicol, 6xido de
polietileno, poliestireno, Ficoll, dextrano, PVP e albumina,
de tal modo que o agente de aglomeracdo estimule a
amplificacéo.

8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato do referido processo ser realizado
em um conjunto de locais de amplificacdo, opcionalmente em
que cada local de amplificacdo compreende uma pluralidade de
iniciadores de amplificacdo para amplificacdo do acido
nucleico alvo.

9. Processo, de acordo com a reivindicacado 3,
caracterizado pelo fato do conjunto de locais de amplificacédo
compreendeR um conjunto de caracteristicas em uma
superficie, opcionalmente, em que as caracteristicas séao
ndo-continuas e sdo separadas por regides intersticiais da
superficie que ndo possuem os iniciadores de amplificacéo.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que O processo ocorre
isotermicamente.

11. Kit para realizar uma reagdo de polimerase
recombinase caracterizado pelo fato de gque compreende: um
UvsX recombinante conforme definida por gqualquer uma das

reivindicagcdes 1 a 2 e um ou mais dos seguintes:
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uma proteina de ligacdo ao DNA de cadeia simples;
uma DNA polimerase;

dNTPs ou uma mistura de dNTPs e ddNTPs;

um agente de aglomeracdo;

um tampdo;

um agente redutor;

andlogo de ATP ou ATP;

uma proteina de carga de recombinase;

um primeiro iniciador; e

opcionalmente um segundo iniciador em adigéo

primeiro iniciador.
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ALINHAMENTO DE RELATIVOS DA UvsX

MS-------new-- DLKSRLIKASTSKLTAELTASKFFNEKDV-VRTKIPMMNIALSGEI
M-----een-- IADLKSRLIKASTSKMTAELTTSKFFNEKDV-IRTKIPMLNIAISGAI
MS--c-cccnuu-- SLKERLIKASTSKMTAELTKSKFFNDKTV-VRTRIPMLNIAISGAL
MS----ccceccca- DLKSRLIKASTSKMTADLTXSKLFNNRDE-VPTRIPMLNIALGGAL

MAKGIKTAKTGNLGSLMSKLAGTSSNKMSSVLADSKFFNDKDC-VRTRVPLLNLAMSGEL
MA- - -KKAKVVNSGDLLERLNGTSSNKMSAMLAESIFFNEKDT-IRTRVPIINLMMSGRL

MS-----c=vwec-- DLMKSLKKSSTSGYAQVLSZSQFMFDKDH-TRTYVPAINIAFSGEV

M8-ewwevanaa NKALLKKLIKNSNSQSAAILSESOVFNNITK-TRTRVPILNLALSGAF

M-------------DFLKEIVKEIGDEYTQVAAD- - - IQENERFIDTGSYIFNGLVSGSI

M-evrmrecceee- NFLKDIAKEIGNDYASLVSEG/SAGDTAGFIDTGSYIFNALLSGSI
. . . . . * L * *

recA GPESSGKTTLT Walker A
TGGMQSG-LLILA FGLTMVSSYMRQY ?DAVCLFYDSEFGITPAYLPSMGVD
DGGMQSG-LTIFA MSLTMVAAYLNKY ?>DAVCLFYDSEFGITPAYLPSMGVD
MGGMQSG-LTIFA MGLTMVAAYMKAF:>DAVCMFYDSEFGITPAYLKAMGVD
NAGLQSG-LTIFA FGLTMVAAYMKKYKDAICLFYDSEFGASESYFRSMGVD
DGGLTPG-LTVLA LSLVFVAAYLRKXYPDAVCIFFDNEFGSTPGYFESQGVD
DGGITPG-LTCIA LSLVMVSAYLRKYPPKAVCLFFDNEFGSTPDYFTSQGVD
DGGLTSG-LTVLA LGLVGVAAYLKXYPDAVCVFIDTEFGITPSYLRSQGVD
DGGLTSG-LTLFA LGLVTVSAYLKANEDAVCLFYDSEKGVTKSYLKSMGVD
FGGVSSSRITAIAGESSTGKTYFSLAVVKNFLDNNPDGYCLYFDTEAAVNKGLLESRGID
YGGIPNNKITAIAGETSTGKTFFCLGMVQHFLESNPDAGVIYFESESAISKQMIEDRGID
* . . .« % * . . .. .

L * .. : ko

Alga 1 de ligagao ao DNA

PERVIHTPVQSLEQLRIDMVNQLDAI - -=-====--~-~ ERGEKVVVFIDSLGN

PERVIHTPIQSVEQLKIDMVNQLEAI------~---- ERGEKVIVFIDSIGNMASKKETED
PDRVIHTPVQSVEQLKIDMTNQLEEV---~-~=~-- -~ KRGEKVIVFIDSIGNLASKKETED
LDRVVHTPIQSVEQLKVDMTNQLDAI--~-~-==~-=-~ ERGDKVIIFIDSIGNTASKKETED
ISRVIHCPFKNIEELKFDIVKKLEAI - - ===~~~ ~~ ERGDRVIVFVDSIGNAASKKEIDD

ISRVVHCPFIDVEELKFDIVKKLESI-======-== TRGDKVIIYIDSIGNVRASKKELQD
PDRVLHIQCESVERMKFEMANQLKDLAERKRAKKAGEEPDRVIFFIDSVGN
PDRVVYTRITTVEQLRNDVVSQLDAL- - -~=== ===~ ERGDKVIIFVDSVGN
MNRLVVVNVVTIEEFRSKALRAVDIY----- LKTSEEERKPCMFVLDSLGMLSTEKEIRD
SNRMLLVPVTTVQEFRLQAIKILDKY- -~~~ NEQTAEERKPLMFVLDSLGMLSTSKEVED
. s . ckk .k .. k% %

R :

T-YETQEMF-SKTVMGGGTGP
T-IETIEMF-SKTVMTGGTGV
T-LQTLEMF-SKEVMTGGTGV
TAMEIGGLY - PKEIMGGGTGI
T-YDTQEMY -SKKVVSGGTGI
T-YETQEMF-SKTVMSGGTGP

MTRAKSLKSLFRIVTPYFSIKNIPCVAY
MTRAKALKSLFRIVTPYFSIKDIPCVA'
MSRAKALKSLFRIVTPYLTIKDIPCVAZ
MTRAKQIKSLTRMMTPYLTVNDIPAIMV
MTRAKQIKSLFRMVTPYLTVLDIPCIAV
MSRAKQLKSLFRIITPYFTMLDIPCIAINHT-YQTQEIY-SKTVMSGGTGI
MTRAKALKGMFRMVTPYLADLDIPMVCICHT-YDTQEMY - SKKVISGGTGL

ALDDKQVRDMTKSQLVKGAFRMLTLKLGQANIPLIVTNHT-YDVIGSYVPTKEMGGGSGL
SEAGKETRDMTRAQVVKSIFRVLTLKLGKANVPLIVTNHT-YDVVGAYIPTKEMGGGSGL

RHTFEE B®. Wiiw 3 te* 3 ki B : E W

FIGURA 1A
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ALINHAMENTO DE RELATIVOS DA UvsX

MYSADTVFIIGKRQIKDGSDLQGYQFVLNVEKSRTVKEKSKHHIDVKFD-GGIDPYSGLL
MYSADTVFIIGKRQIKDGSDLOGYQFVLNVEKSRTVKEKSKHHIDVKFD-GGIDPYSGLL
MYSADTVFFIGKRQVKDGTELAGYEFILKAEKSRMVKEKSVHHITVKFD-GGIDPYSGLL
LYSANTVFFISKRQVKEGTELTGYDFTLKAEKSRTVKEKSTHHITVNFD-GGIDPFSGLL
TYSSDTVIIIGRQQEKDGKELLGYNFVLNMEKSRFVKEQSKIHLEVTFQ-GGINTYSGML
MYSADTVIILGKQQDKDGKELLGYNFVMNAEKSRATKEKSKIUOLMVSFE-GGINTYSGLL
MYSADTVIILGKQQEKDGKDIIGYHFIMNIEKSRF'/KEKMKVHALTVTYE-NGIDPFSGLL
MYSADTAIILGKQQVKEGTEVVGYDFIMNIEKSRFVKEKSKHHLHVTYE-GGISMYSGLL
KYAASTIIYLSKKKEKDQKEVIGNLIKAKTHKSRLSKENKEVQIRLYYDERGLDRYYGLL
KYAASTIVYLSKKKEKNGKEVVGNIIKCKTAKSRL'TKENSD RLYYD-RGLDRYYGLL

*o. ok . .. ke .. Kk : . * ok ok * % . *. . K.k

DMALELGFVVKPKNGWYAREFLDEETGEMI - -REEKSWRAKDTNCTTFWGPLFKHQPFRD
DMALELGFVVKPKNGWYAREFLDEETGEMI - -REEKSWRAKDTNCTTFWGPLFKHQPFRD
EMATDLGFVVKPKVGWYKRAMMVD-~-GVMQ- -HEEKSWRAKDTDSIDFWGPLFKHDEFRK
EMATEIGFVVKPKAGWYAREFLDEETGEMI - -REEFSWRAKATDCVEFWGPLFKHKPFRD
DIALEVGFVVKPSNGWFSRAFLDEETGELV- - EEDFKWRRADTNCLEFWKPMFAHQPFKT
KIAQELGFVTKPQNARYQRNFLDLEPGEMVIPEDEKKWTEEESDSLEFWKPMFSHKPFMD
DIALQTGHVVKPSNGWYQRATVDEETGEMI - - VEEKKYRAKETQTISFWKDIINSPTFKE
DLAMEMNFVQTPTKGWRGRAFLNTETGELE - - LEEKKWRESETNSIEFWRPLFTHQPFLD
ELG-EIGGMWKNVAGRYEMNGKKIYAKEIL--KNPTEYFTDDI=====-===== MEQLDN
ELG-EKHGVFSRKGNRVVVGDSSVYPSAIL--ADPLKYFTEEL-==-==-=-===-- MEKLDE

AIKRAYQLGAIDSNEIVEAEVDELINSKVEKFKSP- - ESKSKSAADLETDLEQLSDMEEF
AIKRAYQLGAIDSNEIVEAEVDELINSKVEKFKSP--ESKSKSAADLETDLEQLSDMEEF
AIETRYQLGSIESDAEVDAEVDALIGSKTTAKISGVNFGPAESAADKEQQLEDFVD- -~ -
AIETKYKLGAISSIKEVDDAVNDLINCKATTKV-PVKTSDAPSAADIENDLDEMED- - - F
ACSDMFKLKSVAVKDEVFDEVDELFSGEAEMPVNMGRKLDTADQEEIDQLEEVDVEGSDS
AVSNAYKLKAVEVSQEVFDEVDQLFG= === == =======«=coccaaaeacocaaaa -
GVKRIYCLGQLD-ESELFGEVDSLFD- === === === === oeeememcecmmcnn
AIQDKYRIPDKEITDG--AALEDLYSTDEPESNKIDLDDDIPDDIGIDQDEEPIM- - - - -
TAKEHFSYGTN= === === === == e e e e e ccmccceecmcccccaoa-
AAAKEFRYGN = = = = = = == = = = = = = = o e e e e e e e

FIGURA 1B
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RB49 MS-VLEKLKKNSTLKTTAVLSKSSFEFNEKTNTRTKIPMLNIAFSGDLKKGFQSGLIFFAGPSKHEFK 65
T4 MSDLKSRLIKASTSKLTAELTASKFFNEKDVVRTKIPMMNIALSGEITGGMQSGLLILAGPSKSFK 66

RB49 SNMGLTCVSAYMKQNPDAACLFFDSEFGITSAYLESMGVDPDRVVHVPIKNIEELKFEIM 125
T4 SNFGLTMVSSYMRQYPDAVCLFYDSEFGITPAYLRSMGVDPERVIHTPVQSLEQLRIDMV 126

RB49 NQLEQITREDKVIIFIDSIGNLASKKEVEDAINEKSAQDMTRAKALKGLFRMVTPYLTMN 185
T4 NQLDATIERGEKVVVFIDSLGNLASKKETEDALNEKVVSDMTRAKTMKSLFRIVTPYFSTK 186

RB49 DIPCIAINHTYETQEMFSKTVMSGGTGAMYSANEVFIIGRROQQKEGTEITGYDFILNAEK 245
T4 NIPCIAINHTYETQEMFSKTVMGGGTGPMYSADTVFIIGKRQIKDGSDLQGYQFVLNVEK 246

RB49 SRTVKEKSKFPISVTFSGGIDPYSGLLELAVELGWVVKPSNGWYSRSILNTETGEMETEE 305
T4 SRTVKEKSKFFIDVKEFDGGIDPYSGLLDMALELGEFVVKPKNGWYAREFLDEETGEMIREE 306

RB49 RKFRAKETNSIEFWKPLLTNDKENEAINDHYKLGQVISDEAVDKEIEDML 355
T4 KSWRAKDTNCTTFWGPLFKHQPFRDAIKRAYQLGAIDSNEIVEAEVDELI 356

FIGURA 2
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