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DESCRIPCION
Aceleradores para la modificacién de aminoacidos no naturales y polipéptidos de aminoacidos no naturales

Campo de la invencién

Aceleradores para la modificacion de moléculas que contienen un resto de carbonilo, incluidos aminoacidos no
naturales y agentes que contienen un aminoacido no natural.

Antecedentes de la invencion

La capacidad para incorporar aminoacidos no codificados genéricamente (es decir, “aminoacidos no naturales”) en
proteinas permite la introduccién de grupos funcionales que podrian proporcionar valiosas alternativas a los grupos
funcionales naturales, Tales como el epsilon-NH; de la lisina, el sulfhidrilo —SH de la cisteina, el grupo imino de la
histidina etc. Se sabe que ciertos grupos quimicos funcionales son inertes para los grupos funcionales que se
encuentran en los 20 aminoacidos comunes codificados genéticamente, pero reaccionan limpia y eficientemente para
formar enlaces estables con grupos funcionales que se pueden incorporar en los aminoacidos no naturales.

En la actualidad se dispone de procedimientos para introducir de forma selectiva grupos quimicos funcionales que no
se encuentran en las proteinas, que son quimicamente inertes para todos los grupos funcionales que se encuentran en
los 20 aminoacidos comunes codificados genéticamente y que pueden usarse para que reaccionen de forma eficiente y
selectiva con reactivos que comprenden ciertos grupos funcionales para formar enlaces covalentes estables.

Sumario de la invencion

En el presente documento se describen procedimientos, composiciones, técnicas y estrategias que comprenden
aceleradores para la reaccion de compuestos que contienen hidroxilamina con compuestos que contienen carbonilo.
Los aceleradores son utiles en la sintesis de compuestos que contienen oxima. Los aceleradores, en algunas formas
de realizacion, forman enlaces con los compuestos que contienen carbonilo y, como tales, estos nuevos compuestos
son mas reactivos con los compuestos que contienen hidroxilamina. En el presente documento se describen
compuestos quimicos que pueden modular la reaccién de compuestos que contienen hidroxilamina con compuestos
que contienen carbonilo. En el presente documento también se describen compuestos quimicos que pueden disminuir
la barrera de activacion para la reaccion de compuestos que contienen hidroxilamina con compuestos que contienen
carbonilo. En el presente documento también se describen compuestos quimicos que, cuando se incluyen en una
reaccion que comprende compuestos que contienen hidroxilamina y compuestos que contienen carbonilo, incrementan
la velocidad a la que se forman compuestos que contienen oxima. Los compuestos que contienen hidroxilamina,
carbonilo y oxima pueden incluir aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales y polipéptidos
modificados de aminoacidos no naturales. Los compuestos que contienen carbonilo incluyen compuestos que
comprenden un resto de cetona aromatica. Dichos compuestos que comprenden un resto de cetona aromatica incluyen
aminoacidos y polipéptidos. A modo de ejemplo, paraacetilfenilalanina o pAcF, es un aminoacido que comprende resto
de cetona aromatica.

En un aspecto estan los compuestos que aceleran (en el presente documento denominados aceleradores) la velocidad
de reaccién entre los compuestos que contienen hidroxilamina y los compuestos que contienen carbonilo para formar
compuestos que contienen oxima. En una forma de realizacion, el compuesto que contiene hidroxilamina es un
aminoacido no natural, un polipéptido de aminoacido no natural o un polipéptido modificado de aminoacido no natural,
y el compuesto que contiene carbonilo comprende una funcionalidad deseada. En otra realizacion, el compuesto que
contiene oxima resultante comprende uno de los grupos deseados mencionados con anterioridad (es decir, una
funcionalidad deseada). En un aspecto relacionado esta el uso de dichos compuestos para acelerar la velocidad de
reaccion entre un resto que contiene hidroxilamina en un aminoacido no natural, polipéptido de aminoacido no natural o
polipéptido modificado de aminoacido no natural con un compuesto que contiene carbonilo que comprende un grupo
deseado (Es decir, una funcionalidad deseada) para formar un aminoacido no natural, polipéptido de aminoacido no
natural o polipéptido modificado de aminoacido no natural que contiene oxima, que comprende un grupo deseado. En
otro aspecto relacionado estan las mezclas de reacciéon que contienen un acelerador, un aminoacido no natural, un
polipéptido de aminoacido no natural o un polipéptido modificado de aminoacido no natural que contiene hidroxilamina
y un compuesto que contiene carbonilo, que comprende un grupo deseado. En otro aspecto relacionado estan los
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales o polipéptidos modificados de aminoacidos no
naturales que contienen oxima, que comprenden un grupo deseado, en el que dichos compuestos que contienen oxima
se forman a partir de la reaccién de un aminoacido no natural, polipéptido de aminoacido no natural o polipéptido
modificado de aminoacido no natural que contiene hidroxilamina con un compuesto que contiene carbonilo que
comprende un grupo deseado en presencia de un acelerador. El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el
grupo carbonilo no es una cetona aromatica.

En otra forma de realizacion, el compuesto que contiene carbonilo es un aminoacido no natural, un polipéptido de
aminoacido no natural o un polipéptido modificado de aminoacido no natural, y el compuesto que contiene
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hidroxilamina comprende una funcionalidad deseada. En otra realizacién, el compuesto que contiene oxima comprende
uno de los grupos deseados mencionados con anterioridad. En un aspecto relacionado esta el uso de dichos
compuestos para acelerar la velocidad de reaccién entre un resto que contiene carbonilo en un aminoacido no natural,
polipéptido de aminoacido no natural o polipéptido modificado de aminoacido no natural con un compuesto que
contiene hidroxilamina que comprende un grupo deseado para formar un aminoacido no natural, polipéptido de
aminoacido no natural o polipéptido modificado de aminoacido no natural que contiene oxima que comprende un grupo
deseado. En otro aspecto relacionado estan las mezclas de reaccién que contienen un acelerador, un aminoacido no
natural, un polipéptido de aminoacido no natural o un polipéptido modificado de aminoacido no natural que contiene
carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina que comprende un grupo deseado. En otro aspecto relacionado
estan los aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales o polipéptidos modificados de
aminoacidos no naturales que contienen oxima, que comprenden un grupo deseado, en el que dichos compuestos que
contienen oxima se forman a partir de la reaccion de un aminoacido no natural, polipéptido de aminoacido no natural o
polipéptido modificado de aminoacido no natural que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina
que comprende un grupo deseado en presencia de un acelerador. El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular,
el grupo carbonilo no es una cetona aromatica.

En un aspecto adicional estan procedimientos para optimizar la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo y un
compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima mediante seleccion de al menos
un acelerador adecuado. En una forma de realizacion, dicha optimizacion comprende comparar el rendimiento del
compuesto que contiene oxima en presencia de diferentes aceleradores, diferentes proporciones molares de
aceleradores o una combinacién de los anteriores. En otra realizacién, el rendimiento del compuesto que contiene
oxima se monitoriza mediante cromatografia. En otra forma de realizacién, dicha optimizacion comprende comparar la
cantidad de productos secundarios resultantes en presencia de diferentes aceleradores, diferentes proporciones
molares de aceleradores o una combinacién de los anteriores. En una forma de realizacién adicional, la cantidad de
productos secundarios se monitoriza mediante cromatografia. En formas de realizacion adicionales, dicha optimizacion
incluye cambiar las condiciones de reaccion adicionales, incluidos, unicamente a modo de ejemplo, el pH y la
temperatura. El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el grupo carbonilo no es una cetona aromatica.

En un aspecto estan los aminoacidos no naturales basados en un enlace oxima, en el que el enlace oxima se formd en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento. En otras formas de realizacion o formas de realizacion
adicionales, el aminoacido no natural se incorpora en un polipéptido, es decir, dichas formas de realizacion son
polipéptidos de aminoacidos no naturales. En otras formas de realizacién o formas de realizacion adicionales, los
aminoacidos no naturales estan funcionalizados en sus cadenas laterales de modo que su reacciéon con una molécula
de derivacion genera un enlace oxima formado en presencia de un acelerador descrito en el presente documento. En
otras formas de realizacién o formas de realizacion adicionales estan los polipéptidos de aminoacidos no naturales que
pueden reaccionar con una molécula de derivacién formada en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento), para generar un polipéptido de aminoacido no natural que contiene una oxima. En otras formas de
realizacion o formas de realizacion adicionales, los aminoacidos no naturales se seleccionan de aminoacidos que
tienen cadenas laterales de carbonilo, dicarbonilo o hidroxilamina. En otras formas de realizaciéon o formas de
realizacion adicionales, los aminoacidos no naturales comprenden cadenas laterales de carbonilo, o dicarbonilo en las
que el carbonilo o dicarbonilo se selecciona a partir de una cetona o un aldehido. En otra forma de realizacion estan los
aminoacidos no naturales que contienen un grupo funcional que es capaz de formar una oxima tras tratamiento con un
co-reactante adecuadamente funcionalizado en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque
tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En otra
forma de realizacion o forma de realizaciéon adicional, los aminoacidos no naturales se asemejan a un aminoacido
natural en su estructura, pero contienen uno de los grupos funcionales mencionados con anterioridad. En otra forma de
realizacién o forma de realizacion adicional, los aminoacidos no naturales se asemejan a fenilalanina o tirosina
(aminoacidos aromaticos); mientras que en una forma de realizacion distinta, los aminoacidos no naturales se
asemejan a alanina y leucina (aminoacidos hidréfobos). En una forma de realizacion, los aminoacidos no naturales
tienen propiedades que son distintas de las de los aminoacidos naturales. En una realizacion, dichas propiedades
distintas son la reactividad quimica de la cadena lateral, en una forma de realizacién adicional, esta reactividad quimica
distinta permite que la cadena lateral del aminoacido no natural sufre una reaccion mientras es una unidad de un
polipéptido mientras que las cadenas laterales de las unidades de aminodacidos naturales en el mismo polipéptido no
sufren la reaccion mencionada con anterioridad. En una forma de realizacion adicional, la cadena lateral del
aminoacido no natural tiene una quimica ortogonal con la de los aminoacidos naturales. En una forma de realizacién
adicional, la cadena lateral del aminoacido no natural comprende un resto que contiene electréfilos; en una forma de
realizacién adicional, el resto que contiene electréfilos en la cadena lateral del aminoacido no natural puede sufrir un
ataque nucleofilico para generar una proteina derivada de oxima en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento). En cualquiera de las formas de realizacién mencionadas con anterioridad en este parrafo, el aminoacido
no natural puede existir en forma de una molécula distinta o se puede incorporar en un polipéptido de cualquier
longitud; en el dltimo caso, el polipéptido puede incorporar ademas aminoacidos naturales o no naturales. En particular,
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el grupo carbonilo es una cetona aromatica.

En otro aspecto estan las moléculas sustituidas con hidroxilamina para la produccién de polipéptidos de aminoacido no
natural derivados en base a un enlace oxima en presencia de un acelerador descrito en el presente documento
(aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En
otra forma de realizacion estan las moléculas sustituidas con hidroxilaminas usadas para derivar polipéptidos de
aminoacidos no naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo mediante la formaciéon de un enlace oxima entre la
molécula de derivacion y el polipéptido de aminoacido non natural que contiene carbonilo o dicarbonilo, en presencia
de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de
un acelerador descrito en el presente documento). En otras formas de realizacion, los polipéptidos de aminoacidos no
naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo mencionados con anterioridad son polipéptidos de aminoacidos no
naturales que contienen ceto. En otras formas de realizacién o formas de realizacion adicionales, los aminoacidos no
naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo comprenden cadenas laterales seleccionadas de una cetona o un
aldehido. En otras formas de realizacion o formas de realizacion adicionales, las moléculas sustituidas con
hidroxilamina comprenden una funcionalidad deseada. En otras formas de realizacion o formas de realizacién
adicionales, las moléculas sustituidas con hidroxilamina comprenden una funcionalidad deseada. En otra forma de
realizacion, la cadena lateral del aminoacido no natural tiene una quimica ortogonal con respecto a la de los
aminodcidos naturales, que permite que el aminoacido no natural reaccione de forma selectiva con las moléculas
sustituidas con hidroxilamina en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccién
puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En una forma de
realizacion adicional, la cadena lateral del aminoacido no natural comprende un resto que contiene electréfilos que
reacciona de forma selectiva con la molécula que contiene hidroxilamina en presencia de un acelerador descrito en el
presente documento (aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento); en una forma de realizacion adicional, el resto que contiene electrdfilos de la cadena lateral del
aminoacido no natural puede sufrir un ataque nucleofilico para generar una proteina derivada de oxima en presencia de
un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento). En un aspecto adicional relacionado con las formas de realizacion
descritas en este parrafo estan los polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales que son el resultado de la
reaccion de la molécula de derivacion con los polipéptidos de aminoacidos no naturales en presencia de un acelerador
descrito en el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador
descrito en el presente documento). Otras formas de realizacion incluyen cualquier modificacion posterior de los
polipéptidos de aminoéacidos naturales ya modificados. El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el grupo
carbonilo no es una cetona aromatica.

En otro aspecto estan las moléculas sustituidas con carbonilo o dicarbonilo para la producciéon de polipéptidos de
aminoacido no natural derivados en base a un enlace oxima, en el que el enlace oxima se forma en presencia de un
acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento). En una forma de realizacion adicional estan las moléculas sustituidas
con carbonilo o dicarbonilo usadas para obtener como derivados polipéptidos de aminoacido no natural que contienen
hidroxilamina mediante la formacién de un enlace oxima en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque tal reaccidon puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento). En una forma de realizacion adicional, las moléculas sustituidas con carbonilo o dicarbonilo son moléculas
sustituidas con aldehido o moléculas sustituidas con cetona. En otras formas de realizacion, las moléculas sustituidas
con carbonilo o dicarbonilo comprenden una funcionalidad deseada. En otras formas de realizacion o formas de
realizacion adicionales, las moléculas sustituidas con aldehido son moléculas de polietilenglicol (PEG) sustituidas con
aldehido. En otras formas de realizaciéon o formas de realizacion adicionales, las moléculas sustituidas con cetona son
moléculas de polietilenglicol (PEG) sustituidas con cetona. En una forma de realizacion adicional, la cadena lateral del
aminoacido no natural tiene una quimica ortogonal con respecto a la de los aminoacidos naturales, que permite que el
aminoacido no natural reaccione de forma selectiva con las moléculas sustituidas con carbonilo o dicarbonilo en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reacciéon puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En una forma de realizacion adicional, la cadena lateral
del aminoacido no natural comprende un resto (p. €j., un grupo hidroxilamina) que reacciona de forma selectiva con la
molécula que contiene carbonilo o dicarbonilo en presencia de un acelerador descrito en el presente documento
(aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento);
en una forma de realizacion adicional, el resto nucleofilico de la cadena lateral del aminoacido no natural puede sufrir
un ataque electrofilico para generar una proteina derivada de oxima en presencia de un acelerador descrito en el
presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento). En un aspecto adicional relacionado con las formas de realizacion descritas en este parrafo
estan los polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales que son el resultado de la reaccion de la molécula de
derivacién con los polipéptidos de aminoacidos no naturales en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento). Otras formas de realizacion incluyen cualquier modificacion posterior de los polipéptidos de aminoacidos
naturales ya modificados. El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el grupo carbonilo no es una cetona
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aromatica.

En otro aspecto estan los enlazadores mono, bi y multifuncionales para la generacién de polipéptidos de aminoacido
no natural derivados en base a un enlace oxima, en el que el enlace oxima se forma en presencia de un acelerador
descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador
descrito en el presente documento). En una forma de realizacion estan los enlazadores moleculares (bi y
multifuncionales) que se pueden usar para conectar polipéptidos de aminoacido no natural que contienen carbonilo o
dicarbonilo derivados a otras moléculas en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal
reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En otra forma
de realizacion estan los enlazadores moleculares (bi y multifuncionales) que se pueden usar para conectar polipéptidos
de aminoacido no natural que contienen hidroxilamina a otras moléculas en presencia de un acelerador descrito en el
presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento). En otra forma de realizacién, los polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen
carbonilo o dicarbonilo comprenden una cadena lateral de cetona y/o aldehido. En una forma de realizaciéon que usa un
polipéptido de aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina, el enlazador molecular contiene un grupo
carbonilo o dicarbonilo en uno de sus extremos; en otras formas de realizacion, el grupo carbonilo o dicarbonilo se
selecciona de un grupo aldehido o un grupo cetona. En otras formas de realizacion o formas de realizacion adicionales,
las moléculas enlazadoras sustituidas con hidroxilamina son moléculas enlazadoras de polietilenglicol (PEG)
sustituidas con hidroxilamina. En otras formas de realizacion o formas de realizacién adicionales, las moléculas
enlazadoras sustituidas con carbonilo o dicarbonilo son moléculas enlazadoras de polietilenglicol (PEG) sustituidas con
carbonilo o dicarbonilo. En todo el documento, la frase “otras moléculas” incluye, s6lo a modo de ejemplo, proteinas,
otros polimeros (ramificados y no ramificados), moléculas pequefas y grupos también identificados como una
"funcionalidad deseada". En otras formas de realizacion o formas de realizacion adicionales, los enlazadores
moleculares que contienen hidroxilamina comprenden los mismos grupos o grupos equivalentes en todos los extremos,
de modo que tras la reaccién con un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene carbonilo o dicarbonilo en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reacciéon puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento), el producto resultante es la homomultimerizacion del
polipéptido de aminoacido no natural que contiene carbonilo o dicarbonilo. En formas de realizacion adicionales, la
homo-multimerizacién es una homo-dimerizacién. En otras formas de realizaciéon o formas de realizacion adicionales,
los enlazadores moleculares que contienen carbonilo o dicarbonilo comprenden los mismos grupos o grupos
equivalentes en todos los extremos, de modo que tras la reaccidén con un polipéptido de aminoacidos no naturales que
contiene hidroxilamina en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccién puede
ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento), el producto resultante es la
homomultimerizacién del polipéptido de aminoacido no natural que contiene hidroxilamina. En formas de realizacion
adicionales, la homo-multimerizaciéon es una homo-dimerizacién. En otra forma de realizacion, la cadena lateral del
aminoacido no natural tiene una quimica ortogonal con respecto a la de los aminoacidos naturales, que permite que el
aminoacido no natural reaccione de forma selectiva con las moléculas enlazadoras sustituidas con hidroxilamina en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En una forma de realizacion adicional, la cadena lateral
del aminoacido no natural tiene una quimica ortogonal con respecto a la de los aminoacidos naturales, que permite que
el aminoacido no natural reaccione de forma selectiva con las moléculas enlazadoras sustituidas con carbonilo o
dicarbonilo en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccién puede ser menos
eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En una forma de realizacion adicional, la
cadena lateral del aminoacido no natural comprende un resto que contiene electréfilos que reacciona de forma
selectiva con la molécula enlazadora que contiene hidroxilamina en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento); en una forma de realizacion adicional, el resto que contiene electréfilos de la cadena lateral del
aminoacido no natural puede sufrir un ataque nucleofilico por la molécula enlazadora que contiene hidroxilamina para
generar una proteina derivada de oxima en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque
dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En un
aspecto adicional relacionado con las formas de realizacion descritas en este parrafo estan los polipéptidos ligados
(modificados) de aminoacidos no naturales que son el resultado de la reaccién de la molécula enlazadora con los
polipéptidos de aminoacidos no naturales. Otras formas de realizacion incluyen cualquier modificacion posterior de los
polipéptidos de aminoacidos naturales ya ligados (modificados). El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el
grupo carbonilo es una cetona aromatica.

En un aspecto estan los procedimientos para obtener proteinas mediante la condensacion de reactantes de carbonilo o
dicarbonilo y de hidroxilamina en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién
puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento), para generar un producto
basado en oxima. Incluidos en este aspecto estan los procedimientos para obtener proteinas en base a la
condensacion de reactantes que contienen carbonilo o dicarbonilo e hidroxilamina, para generar un aducto de proteina
derivada de oxima. En otras formas de realizacion o formas de realizacién adicionales estan los procedimientos para
obtener proteinas que contienen ceto con moléculas de de polietilenglicol (PEG) funcionalizadas con hidroxilamina. En
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otros aspectos adicionales u otros aspectos mas, la molécula sustituida con hidroxilamina puede incluir proteinas,
otros polimeros (ramificados y no ramificados), moléculas pequefas y grupos también identificados como una
"funcionalidad deseada". El grupo carbonilo no es un aldehido. En particular, el grupo carbonilo es una cetona
aromatica.

También se divulgan procedimientos para la sintesis quimica de moléculas sustituidas con hidroxilamina para la
obtenciéon mediante derivacion de proteinas sustituidas por ceto en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento). En un aspecto, la molécula sustituida con hidroxilamina puede comprender péptidos, otros polimeros
(ramificados y no ramificados) y moléculas pequeias. En un aspecto estan los procedimientos para la preparacion de
moléculas sustituidas con hidroxilamina adecuadas para la obtencién por derivacion de polipéptidos de aminoacidos no
naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo en presencia de un acelerador descrito en el presente documento
(aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento),
incluidos, s6lo a modo de ejemplo, polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen ceto. En otro aspecto o un
aspecto adicional, los aminoacidos no naturales se incorporan de forma especifica de sitio durante la traduccién in vivo
de proteinas. En otra forma de realizacién o una forma de realizacién adicional, las moléculas sustituidas con
hidroxilamina permiten la obtencion mediante derivacion especifica de sitio de este aminoacido no natural que contiene
carbonilo o dicarbonilo mediante ataque nucleofilico del grupo carbonilo o dicarbonilo para formar un polipéptido
derivado de oxima de un modo especifico de sitio, en el que el polipéptido derivado de oxima se forma en presencia de
un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento). En otro aspecto o un aspecto adicional, el procedimiento para la
preparacion de moléculas sustituidas con hidroxilamina proporciona acceso a una amplia variedad de polipéptidos
obtenidos mediante derivacion especifica de sitio. En otro aspecto o un aspecto adicional estan los procedimientos
para sintetizar moléculas de polietilenglicol (PEG) funcionarizadas con hidroxilamina.

En otro aspecto estan los procedimientos para la derivacion quimica de polipéptidos de aminoacidos no naturales
sustituidos con carbonilo o dicarbonilo, en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal
reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento), usando un
enlazador bifuncional que contiene hidroxilamina. En una forma de realizacién estan los procedimientos para unir un
enlazador sustituido con hidroxilamina a una proteina sustituida con carbonilo o dicarbonilo mediante una reaccion de
condensacion, para generar un enlace oxima en presencia de un acelerador descrito en el presente documento
(aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En
otras formas de realizacién o formas de realizacion adicionales, el aminoacido no natural sustituido con carbonilo o
dicarbonilo es un aminoacido no natural sustituido con ceto. En otras formas de realizacién o formas de realizacién
adicionales, los polipéptidos de aminoacidos no naturales se obtienen mediante derivacion especifica de sitio y/o con
control preciso de la estructura tridimensional, usando un enlazador bifuncional que contiene hidroxilamina. En una
forma de realizacion, dichos procedimientos se usan para unir enlazadores moleculares (mono, bi y multifuncionales)n
a polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo (incluidos, a modo de ejemplo, los
que contienen ceto), en los que al menos uno de los extremos enlazadores contiene un grupo hidroxilamina que puede
unir los polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo, mediante un enlace oxima en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En otra forma de realizaciéon o una forma de realizacion
adicional, estos enlazadores se usan para conectar los polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen
carbonilo o dicarbonilo a otras moléculas, incluidas, a modo de ejemplo, proteinas, otros polimeros (ramificados y no
ramificados), moléculas pequefias y grupos también identificados como una "funcionalidad deseada". El grupo
carbonilo no es un aldehido. En particular, el grupo carbonilo es una cetona aromatica.

En algunas formas de realizacion, el polipéptido de aminoacidos no naturales esta unido a un polimero hidrosoluble. En
algunas formas de realizacion, el polimero hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). En algunas formas de
realizacion, la molécula de poli(etilenglicol) es un polimero bifuncional. En algunas formas de realizacion, el polimero
bifuncional esta unido a un segundo polipéptido. En algunas formas de realizacién, el segundo polipéptido es idéntico
al primer polipéptido, en otras formas de realizacion, el segundo polipéptido es un polipéptido diferente. En algunas
formas de realizacion, el polipéptido de aminoacidos no naturales comprende al menos dos aminoacidos unidos a un
polimero hidrosoluble que comprende un resto de poli(etilenglicol).

En algunas formas de realizacién, el polipéptido de aminoacidos no naturales comprende una sustitucion, adicion o
delecion que aumenta la afinidad del polipéptido de aminoacidos no naturales por un receptor. En algunas formas de
realizacion, el polipéptido de aminoacidos no naturales comprende una sustitucion, adicién o delecion que aumenta la
estabilidad del polipéptido de aminoacidos no naturales. En algunas formas de realizacion, el polipéptido de
aminoacidos no naturales comprende una sustitucion, adicion o delecion que aumenta la solubilidad acuosa del
polipéptido de aminoacidos no naturales. En algunas formas de realizacién, el polipéptido de aminoacidos no naturales
comprende una sustitucion, adicion o delecion que aumenta la solubilidad del polipéptido de aminoacidos no naturales
producido en una célula huésped. En algunas formas de realizacion, el polipéptido de aminoacidos no naturales
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comprende una sustitucion, adicion o deleciéon que modula la resistencia a proteasa, la semivida en suero, la
inmunogenicidad y/o la expresion relativa al polipéptido de aminoacidos sin la sustitucion, adicion o delecion.

En algunas formas de realizacién, el polipéptido de aminoacidos no naturales es un agonista, agonista parcial,
antagonista, antagonista parcial o agonista inverso. En algunas formas de realizacién, el agonista, agonista parcial,
antagonista, antagonista parcial o agonista inverso comprende un aminoacido no natural que esta unido a un polimero
hidrosoluble. En algunas formas de realizacién, el polimero hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). En
algunas formas de realizacion, el polipéptido que comprende un aminoacido no natural unido a un polimero
hidrosoluble previene la dimerizacién del correspondiente receptor. En algunas formas de realizacion, el polipéptido
que comprende un aminoacido no natural unido a un polimero hidrosoluble previene la unién del polipéptido a una
pareja de unién. En algunas formas de realizacion, el polipéptido que comprende un aminoacido no natural unido a un
polimero hidrosoluble modula una o mas propiedades o actividades del polipéptido.

En el presente documento también se describen procedimientos para producir un polipéptido de aminoacidos no
naturales unido a un polimero hidrosoluble. En algunas formas de realizacion, el procedimiento comprende poner en
contacto un polipéptido aislado que comprende un aminoacido no natural con un polimero hidrosoluble que comprende
un resto que reacciona con el aminoacido no natural en presencia de un acelerador descrito en el presente documento
(aunque dicha reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento).
En algunas formas de realizacion, el aminoacido no natural incorporado es reactivo hacia un polimero hidrosoluble que
es, por otro lado, no reactivo hacia cualquiera de los 20 aminoacidos comunes. En algunas formas de realizacion, el
polimero hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). El peso molecular del polimero puede ser de una amplia
gama, incluidos entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100,000 Da o mas. El peso molecular del polimero
puede estar entre 100 Da y 100.000 Da, incluyendo100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000
Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000
Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000
Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas formas de
realizacion, el peso molecular del polimero puede estar entre 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas
formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 40.000
Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 1.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre
aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacién, el peso molecular del
polimero esta entre aproximadamente 10.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, la
molécula de poli(etilenglicol) es un polimero ramificado. El peso molecular del PEG de cadena ramificada puede estar
entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 100.000 Da, incluidos, entre otros, 100.000 Da, 95.000 Da,
90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da,
40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000
Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, y 1.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG
de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de
realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacién, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta
entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular
del PEG de cadena ramificada esté entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da.

En el presente documento también se describen composiciones que comprenden un polipéptido que comprende al
menos uno los aminoacidos no naturales descritos en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En algunas formas de realizacion, el aminoacido no natural esta unido a un polimero hidrosoluble. En el
presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un polipéptido, en el que al menos un aminoacido esté sustituido por un aminoacido no
natural. En algunas formas de realizacion, el aminoacido no natural comprende un resto de sacarido. En algunas
formas de realizacion, el polimero hidrosoluble esta unido al polipéptido a través de un resto de sacarido. En el
presente documento también se describen profarmacos de los aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales y polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales; en el presente documento ademas se describen
composiciones que comprenden dichos profarmaco y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En el presente
documento también se describen metabolitos de los aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales y polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales; dichos metabolitos pueden tener una actividad
deseada que complementa o sinergiza con la actividad de los aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales y polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales. En el presente documento también se describe el
uso de los aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales y polipéptidos modificados de
aminoacidos no naturales descritos en el presente documento para proporcionar un metabolito deseado a un
organismo, incluido un paciente que necesite dicho metabolito.

En el presente documento también se describen bibliotecas de los aminoacidos no naturales descritos en el presente
documento o bibliotecas de los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento o
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bibliotecas de los polipéptidos modificados de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento o una
combinacién de estas bibliotecas, en las que los miembros de la biblioteca comprenden un enlace oxima formado en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reacciéon puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento).

En el presente documento también se describen procedimientos para deteccion selectiva en las bibliotecas descritas
en el presente documento de una actividad deseada o para usar las matrices para la deteccién selectiva en las
bibliotecas descritas en el presente documento o en otras bibliotecas de compuestos y/o polipéptidos y/o
polinucledtidos una actividad deseada. En el presente documento también se describe el uso de datos de dicha
actividad de la deteccion selectiva en la biblioteca para desarrollar y descubrir nuevos agentes terapéuticos, asi como
los propios agentes terapéuticos.

En el presente documento también se describen procedimientos para acelerar la conjugacion de moléculas pequefas,
incluida, a modo de ejemplo, la conjugacion de un grupo hidroxilamina en un reactivo con un grupo carbonilo en otro
reactivo, en los que ningun reactivo es un aminoacido no natural. En otras palabras, el uso de aceleradores descritos
en el presente documento no esta limitado a la posterior funcionalizacién de aminoacidos no naturales y polipéptidos
de aminoacidos no naturales, sino que también se puede usar para facilitar la formacién de enlaces oxima entre dos
reactivos cualquiera. A modo de ejemplo, esta forma de realizacion incluye el uso de aceleradores en la
formacién/construcciéon de bibliotecas dinamicas de reactivos que contienen hidroxilamina y reactivos que contienen
carbonilo. Por supuesto, dichas bibliotecas dinamicas pueden incluir aminoacidos no naturales, pero dichas bibliotecas
dinamicas no estan limitadas a la inclusion de aminoacidos no naturales.

En el presente documento también se describen procedimientos de incrementar la semivida terapéutica, la semivida en
suero o el tiempo de circulaciéon de un polipéptido que comprende sustituir un aminoacido no natural por uno cualquiera
0 mas aminoacidos en un polipéptido natural y/o afiadir un aminoacido no natural en un polipéptido natural y/o unir el
polipéptido a un polimero hidrosoluble a través de un enlace oxima formado en presencia de un acelerador descrito en
el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento).

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido que
comprenden un aminoacido no natural que comprende un enlace oxima formada en presencia un acelerador descrito
en el presente documento (aunque dicha reaccioén puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en
el presente documento) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para usar en procedimientos de tratar un paciente.
En algunas formas de realizacion, el aminoacido no natural esta unido a un polimero hidrosoluble.

En cualquiera de los aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, el uso de un acelerador incluye el
uso de un unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacién
mencionados con anterioridad, la proporcién molar entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye
valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1, incluidos, a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1,
400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1, 40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1,0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1,
y 0,5:1. Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1, 40:1,
30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, en cualquiera de los
aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador incluye compuestos que contienen un
resto de amina, un resto de semicarbazida, una hidrazina o un resto de hidrazida.

Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador se
selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de oxoamina y compuestos que
tienen las estructuras siguientes:

RY
R N
x“\.Nf \Rz
H
H H N Ne_H N
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en las que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Lyx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SO, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

aminas aromaticas bifuncionales:

H H
(:IOH @SH NH,; COOH QN\ @N\
. -
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NH,

y en la que el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:

Derivados de oxoamina:

k4
T
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En una forma de realizacion adicional, los compuestos aceleradores se seleccionan del grupo que consiste en:

" # . H K R
“lu,ﬂ\“,ﬂ“! “lu"’"\sruaa H;H'HI]/ H:“JIrH H,H'xﬁl, H,NJ:R,

RN

en la que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Ly-H, Lyx-alquilo, Ly-arilo, Lx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera
de los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.
No obstante, obsérvese que para cualquier intervalo de pH descrito en el presente documento, la frase “entre
aproximadamente” en referencia a un valor de pH bajo y alto significa que “aproximadamente” se aplica al valor de pH
tanto bajo como alto; sélo a modo de ejemplo, “entre aproximadamente 3,0 y 10,0™ es equivalente a “entre
aproximadamente 3,0 y aproximadamente 10,0”. Ademas, a menos que se indique lo contrario, para cualquier intervalo
presentado en el presente documento, en el que “aproximadamente” se presenta antes de un limite inferior y no antes



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362373 T3

de un limite superior (0 en el caso en el que “aproximadamente” se coloca antes de un limite superior y no de un limite
inferior), se entiende que quiere decir que la palabra “aproximadamente” aparece antes de ambos limites del intervalo.
Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacién mencionados con anterioridad, el término “acelerador”
incluye un compuesto que tiene al menos una de las propiedades siguientes: (a) incrementa la velocidad de la reaccion
entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que
contiene oxima, en el que el incremento de la velocidad es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (b)
disminuye la energia de activacién de la reaccion entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de la energia de
activacion es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (c) incrementa el rendimiento de un compuesto que
contiene oxima de la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina,
en el que el incremento del rendimiento es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (d) disminuye la
temperatura a la cual un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para
formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de la temperatura es respecto a la reaccién en
ausencia del acelerador; (e) disminuye el tiempo necesario para reaccionar un compuesto que contiene carbonilo
reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la
disminucion del tiempo es respecto a la reaccidén en ausencia del acelerador; (f) disminuye la cantidad de reactivos
necesaria para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de la cantidad de reactivos es
respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (g) disminuye los productos secundarios resultantes de la reacciéon
de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que
contiene oxima, en el que la disminucion de los productos secundarios es respecto a la reacciéon en ausencia del
acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura terciaria de un polipéptido sometido a una reaccion de
formacion de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es
destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la
reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de
realizacion, el acelerador tiene al menos dos de las propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las
propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las
propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las
propiedades mencionadas con anterioridad o todas las propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de
realizacién adicional, el acelerador no tiene ninguna de las propiedades mencionadas con anterioridad.

Se entendera que la terminologia usada en el presente documento es para el propédsito de describir solo formas de
realizacion concretas. El ambito de los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento estara
limitado por las reivindicaciones adjuntas.

» o« »

Como se usa en el presente memoria documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “uno”, “una
y “el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria descriptiva
tienen el mismo significado que un experto en la técnica a la que pertenecen las invenciones descritas en el presente
documento entiende habitualmente. Aunque en la practica o al probar las invenciones se puede usar cualquier
procedimiento, dispositivo y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento, a continuacién se
describen los procedimientos, dispositivos y materiales preferidos.

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” (o tioalcoxi) se usan en su sentido convencional y se refieren a los
grupos alquilo unidos al resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno, un grupo amino o un atomo de azufre,
respectivamente.

El término “alquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa, a menos que se indique lo contrario, una
cadena lineal o ramificada, o un radical de hidrocarburo ciclico, o combinaciéon de los mismos, que puede estar
completamente saturado, mono o poliinsaturado y puede incluir radicales di y multivalentes, que tiene el nimero de
atomos de carbono designados (es decir, C4-C1o significa de uno a diez carbonos). Ejemplos de radicales hidrocarburo
saturados incluye grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo,
(ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homologos e isdmeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y
similares. Un grupo alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas dobles enlaces o triples enlaces. Ejemplos de
grupos alquilo insaturados incluyen, entre otros, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-
pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo y homdlogos e isémeros superiores. Con el término
“alquilo”, a menos que se indique lo contrario, también se pretende que incluya los derivados de alquilo definidos con
mas detalle mas adelante, tales como “heteroalquilo”. Los grupos alquilo que estan limitados a grupos hidrocarburo se
denominan “homoalquilo”.

El término “alquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente quiere decir un radical divalente derivado de un
alcano, como son ejemplos, entre otros, las estructuras CH>CH»- y -CH2CH>CH>CH,-, y ademas incluye los grupos
descritos mas adelante como “heteroalquileno”. Normalmente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24 atomos
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de carbono siendo los grupos que tienen 10 o menos atomos de carbono una forma de realizacién concreta de los
procedimientos y composiciones descritos en el presente documento. Un “alquilo inferior” o “alquileno inferior” es un
grupo alquilo o alquileno de cadena mas corta, que, generalmente, tiene ocho o menos atomos de carbono.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y no naturales, asi como analogos de aminoacidos y
mimeéticos de aminoacidos que funcionan de un modo similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
codificados naturales son los 20 aminoacidos comunes (alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina y valina) y pirrolisina y selenocisteina. Analogos de aminoacidos se refiere a compuestos que tienen
la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, es decir un carbono o que esta unido a un hidrégeno,
un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, tal como homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metilmetionina
sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados (tales como, norleucina) o estructuras peptidicas modificadas,
peor conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural.

En el presente documento se hace referencia a los aminoacidos bien por su simbolos de tres letras conocido o por el
simbolo de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. Asimismo, se puede
hacer referencia a los nucledtidos por sus codigos de una sola letra cominmente aceptados.

Un “grupo de modificacion en el extremo amino” se refiere a cualquier molécula que se pueda unir al extremo amino de
un polipéptido. De forma similar, un “grupo de modificacion en el extremo carboxi” se refiere a cualquier molécula que
se pueda unir al extremo carboxi de un polipéptido. Los grupos de modificacion del extremo incluyen, entre otros, varios
polimeros, péptidos o proteinas hidrosolubles, tales como seroalbumina y otros restos que incrementan la semivida en
suero de los péptidos.

Por “fragmento de anticuerpo” se quiere decir cualquier forma de un anticuerpo que no sea la forma de longitud
completa. Los fragmentos de anticuerpo en el presente documento incluyen anticuerpos que son componentes mas
pequeios que existen dentro de los anticuerpos de longitud completa y anticuerpos que se han sometido a ingenieria.
Los fragmentos de anticuerpos incluyen, entre otros, Fv, Fc, Fab y (Fab’)2, Fv monocatenario (scFv), diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos hibridos bifuncionales, CDR1, CDR2, CDR3, combinaciones de CRR, regiones
variables, regiones estructurales, regiones constantes, cadenas pesadas, cadenas ligeras y regiones variables, y
moléculas armazon alternativas que no son anticuerpos, anticuerpos biespecificos y similares (Maynard & Georgiou,
2000, Annu. Rev. Biomed. Eng. 2: 339-76; Hudson, 1998, Curr. Opin. Biotechnol. 9:395-402). Otra subestructura
funcional es un Fv monocatenario (scFv), compuesto por las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera
de inmunoglobulina unidas de forma covalente por un enlazador peptidico (S-z Hu y col., 1996, Cancer Research, 56,
3055-3061). Estas pequenas proteinas (Pm 25.000) normalmente conservan la especificidad y la afinidad por el
antigeno en un unico polipéptido y pueden proporcionar un bloque de construccién conveniente para moléculas mas
grandes especificas de antigeno. A menos que especificamente se indique otra cosa, las afirmaciones y
reivindicaciones que usan el término “anticuerpo” o “anticuerpos” incluye especificamente “fragmento de anticuerpo” y
“fragmentos de anticuerpo”.

El término “arilo” significa, a menos que se indique lo contrario, un sustituyente de hidrocarburo aromatico
poliinsaturado que puede ser un solo anillo o multiples anillos (incluidos, entre otros, de 1 a 3 anillos), que se
condensan juntos o se unen de forma covalente. El término “heteroarilo” se refiere a grupos arilo (o anillos) que
contienen de uno a cuatro heterodtomos seleccionados de N, O y S, en los que los atomos de nitrégeno y azufre estan
opcionalmente oxidados y el(los) atomo(s) de nitrogeno estan opcionalmente cuaternizados. Un grupo heteroarilo se
puede unir la resto de la molécula a través de un heterodtomo. Ejemplos no limitantes de grupos arilo y heteroarilo
incluyen fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo,
pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-
tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-
benzotiazolilo, purinilo, 2-benzimidazolilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-
quinolilo y 6-quinolilo. Sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillo de arilo y heteroarilo citados anteriormente
se seleccionan del grupo de sustituyentes aceptables que se describen a continuacion.

Para resumir, el término “arilo”, cuando se usa en combinacidén con otros términos (incluidos, entre otros, ariloxi,
ariltioxi, aralquilo) incluye anillos arilo y heteroarilo como se ha definido con anterioridad. Por tanto, el término “aralquilo”
o “alcarilo” quiere decir que incluye los radicales en los que un grupo arilo esta unido a un grupo alquilo (incluidos, entre
otros, bencilo, fenetilo, piridiimetilo y similares), incluidos los grupos alquilo en los que un atomo de carbono (incluido,
entre otros, un grupo metileno) se ha sustituido con, por ejemplo, un domo de oxigeno (incluidos, entre otros,
fenoximetilo, 2-piridiloximetilo, 3-(1-naftiloxi)propilo y similares).

Un “polimero bifuncional” se refiere a un polimero que comprende dos grupos funcionales pequefios que son capaces
de reaccionar especificamente con otros restos (incluidos, entre otros, los grupos laterales de aminoacido) para formar
enlaces covalentes o no covalentes. Un enlazador bifuncional que tiene un grupo funcional reactivo con un grupo en un
componente biolégicamente activo concreto y otro grupo reactivo con un grupo de un segundo componente biolégico
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se puede usar para formar un conjugado que incluye el primer componente biolégicamente activo, el enlazador
bifuncional y el segundo componente biolégicamente activo. Se conocen muchos procedimientos y moléculas
enlazadoras para la union de varios compuestos a péptidos. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente europea n°
188.256; las patentes de EE.UU. n° 4.671.958. 4.659.839. 4.414.148. 4.699.784; 4.680.338; y 4.569.789. Un “polimero
multifuncional” se refiere a un polimero que comprende dos o mas grupos funcionales pequefios que son capaces de
reaccionar especificamente con otros restos (incluidos, entre otros, los grupos laterales de aminoacido) para formar
enlaces covalentes o no covalentes. Un polimero bifuncional o multifuncional puede ser cualquier longitud o peso
molecular deseado y puede seleccionarse para proporcionar un espacio o conformacion concreta deseado entre una o
mas moléculas unidas a un compuesto y las moléculas a las que se une o el compuesto.

” o«

Las expresiones “molécula biolégicamente activa”, “resto bioldgicamente activo” o “agente biolégicamente activo” ,
cuando se usan en el presente documento, significan cualquier sustancia que pueda afectar a las propiedades fisicas o
bioguimicas de un sistema, via, molécula o interacciéon biolégicos relacionados con un organismo, incluidos virus,
bacterias, bacteriéfagos, transposones, priones, insectos, hongos, plantas, animales y seres humanos. En particular,
como se usa en el presente documento, moléculas bioldgicamente activas incluyen, entre otra, cualquier sustancia que
tiene por objeto el diagndstico, curacion, mitigacion, tratamiento o prevencion de enfermedades en seres humanos u
otros animales, o, por otro lado, potencian el bienestar fisico o mental de seres humanos o animales. Ejemplos de
moléculas biolégicamente activas incluyen péptidos, proteinas, enzimas, farmacos de molécula pequefa, farmacos
duros, farmacos blandos, hidratos de carbono, atomos o moléculas inorganicos, pigmentos, lipidos, nucleosidos,
radionuclidos, oligonucledtidos, toxinas, células, virus, liposomas, microparticulas y micelas. Clases de agentes
biolégicamente activos que son adecuados para usar con los procedimientos y composiciones descritos en el presente
documento incluyen farmacos, profarmacos, radionuclidos, agentes de imagen, polimeros, antibidticos, fungicidas,
agentes antivirales, agentes antiinflamatorios, agentes anti-tumorales, agentes cardiovasculares, agentes anti-
ansiedad, hormonas, factores de crecimiento, agentes esteroideos y toxinas derivadas de microbios.

Co-plegamiento, como se usa en el presente documento, se refiere especificamente a procesos, reacciones o
procedimientos de replegamiento que emplean al menos dos polipéptidos que interaccionan entre si y tienen como
resultado la transformacion de polipéptidos no plegados o plegados inadecuadamente en polipéptidos nativos plegados
adecuadamente.

Una “ventana de comparacion”, como se usa en el presente documento, incluye la referencia a un segmento de una
cualquiera de una serie de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en de 20 a 600, normalmente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150,
en las que una secuencia se puede comparar con una secuencia de referencia del mismo numero de posiciones
contiguas una vez que las dos secuencias estan dptimamente alineadas. En la técnica se conocen bien procedimientos
de alineacion de secuencias para comparacion. Una alineacion optima de secuencias para comparacion se puede
efectuar mediante, incluidos, entre otros, el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1970) Adv. Appl. Math.
2:482c, el algoritmo de alineacion por homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante el
procedimiento de busqueda de similitudes de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, mediante
implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
alineacion manual e inspeccion visual (véase, p. €j., Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology (suplemento
de 1995)).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul y col. (1997) Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402 y Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. El software para realizar analisis BLAST esta
disponible para el publico a través del National Center for Biotechnology Information. Los parametros del algoritmo
BLAST W, T y- X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para las secuencias
de nucledtidos) usa como defecto una longitud de texto (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una
comparacion de ambas hebras. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como parametros por
defecto una longitud de texto de 3, y una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y
Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una
comparacion de ambas hebras. Normalmente, el algoritmo BLAST se realiza con el filtro de “complejidad baja"
apagado.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, p. €j., ., Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la menor probabilidad de la suma ((P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad de que se
produzca al azar una coincidencia entre dos secuencias de nucledtidos o de aminoéacidos. Por ejemplo, un acido
nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la menor probabilidad de la suma en una comparacion
del acido nucleico problema con el acido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,2, inferior a
aproximadamente 0,01 y, en otra forma de realizacién, inferior a aproximadamente 0,001.
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La expresién “variantes modificadas de forma conservadora” se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como de
acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos concretas, “variantes modificadas de forma
conservadora” se refiere a los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente
idénticas, o en las que el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos o secuencias esencialmente
idénticas. Dada la degeneracién del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos
codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU caodifican, todos ellos, el
aminoacido alanina. Por tanto, en cada posicion en la que una alanina esta especificada por un codon, se puede alterar
el coddn y convertir en cualquiera de los correspondientes codones descritos sin que se altere el polipéptido codificado.
Dichas variaciones en el acido nucleico son “variaciones silentes”, que son una especie de variaciones modificadas de
forma conservadora. En el presente documento, toda secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido también
describe toda posible variacion silente del acido nucleico. Un experto en la técnica reconocera que cada codon en un
acido nucleico (a excepcion de AUG, que normalmente es el Unico codon para metionina, y TGG, que habitualmente es
el unico coddn para triptéfano) se puede modificar para dar una molécula funcionalmente idéntica. De acuerdo con
esto, cada variacion silente de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto en la técnica reconocera que sustituciones, deleciones o
adiciones en una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteren, afiadan o delecionen un solo
aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia codificada es una “variante modificada de forma
conservadora” en la que la alteraciéon tuene como resultado la delecidon de un aminoacido, la adicién de un aminoacido
0 la sustitucion de un aminoacido con un aminoacido quimicamente similar. En la técnica son bien conocidas las tablas
de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Dichas variantes modificadas
de forma conservadora son, ademas de y no excluyen, variantes polimoérficas, homologos entre especies y alelos de los
procedimientos y las composiciones descritos en el presente documento.

Cada uno de los siguientes ocho grupos contiene aminoacidos que son sustituciones conservadoras uno de otro:
1) Alanina (A), Glicina (G);
2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);
7) Serina (S), Treonina (T); y
8) Cisteina (C), Metionina (M)

(véase, p. gj., Creighton, Proteins:Structures and Molecular Properties (W H Freeman & Co.; 22 edicion (Diciembre de
1993)

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, por si mismos o en combinacidon con otros términos, representan, a
menos que se indique lo contrario, versiones ciclicas de “alquilo” y “heteroalquilo”, respectivamente. Por tanto, un
cicloalquilo o heterocicloalquilo incluye enlaces de anillos saturados, parcialmente insaturados y completamente
insaturados. Adicionalmente, para heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicion en la que el heterociclo
estd unido al resto de la molécula. Ejemplos de cicloalquilo incluyen ciclopentilo, ciclohexilo, 1-ciclohexenilo, 3-
ciclohexenilo y cicloheptilo. Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-
piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo,
tetrahidrotien-3-ilo, 1-piperazinilo y 2-piperazinilo. Adicionalmente, el término abarca estructuras de anillo biciclico y
triciclico. De forma similar, el término “heterocicloalquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente quiere decir
un radical divalente derivado de heterocicloalquilo y el término “cicloalquileno” por si mismo o como parte de otro
sustituyente quiere decir un radical divalente derivado de cicloalquilo.

“Agente desnaturalizante” o “desnaturalizante”, como se usa en el presente documento, se define como cualquier
compuesto o material que producira un desplegamiento reversible de una proteina. La fuerza de un agente
desnaturalizante o desnaturalizante se determinara mediante las propiedades y la concentracion del agente
desnaturalizante o desnaturalizante concreto. Agentes desnaturalizantes o desnaturalizantes adecuados pueden ser
caotropos, detergentes, sustancias organicas, disolventes miscibles en agua, fosfolipidos o una combinacion de dos o
mas de estos agentes. Caotropos adecuadas incluyen urea, guanidina y tiocianato sédico. Detergentes Utiles pueden
incluir, entre otros, detergentes fuertes tales como dodecilsulfato sodico, o éteres de polioxietileno (p. €j., detergentes
Tween o Triton), SARKOSYL, detergentes no ionicos suaves (p. €j., digitonina), detergentes cationicos suaves tales
como N—2,3-(dioleioxi)-propil-N,N,N-trimetilamonio, detergents ionicos leves (p. €j., colato sodico o desoxicolato
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sédico) o detergents zwiteridnicas incluidas sulfobetainas (Zwittergent), sulfato de 3-(3-clolamidopropil)dimetilamonio-1-
propano (CHAPS) y sulfonato de 3-(3-clolamidopropil)dimetilamonio-2-hidroxi-1-propano (CHAPSO). Se pueden usar
como desnaturalizantes sustancias organicas, disolventes miscibles en agua, tales como acetonitrilo, alcanoles
inferiores (especialmente alcanoles de C,-C4 tal como etanol o isopropanol) o alcanodioles inferiores (Especialmente
alcanodioles de C»-C4 tales como etilenglicol). Fosfolipidos utiles en los procedimientos y composiciones descritos en el
presente documento pueden ser fosfolipidos naturales, tales como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina
y fosfatidilinositol, o derivados o variantes sintéticos de fosfolipidos tales como dihexanoilfosfatidilcolina o
diheptanoilfosfatidilcolina.

La expresion “funcionalidad deseada”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a uno cualquiera o tofos
los grupos siguientes: un marcador; un pigmento; un polimero; un polimero hidrosoluble; un derivado de polietilenglicol;
un fotoreticulador; un compuesto citotdxico; un farmaco; un marcador de afinidad; un radionuclido; un derivado de
biotina; un punto cuantico; un nanotransmisor; un radiotransmisor; un marcador de fotoafinidad; un compuesto reactivo;
una resina; una segunda proteina o polipéptido o analogo polipeptidico; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un
quelante metalico; un cofactor; un acido graso; un carbohidrato; un polinucleétido; un ADN; un ARN; un polinucleétido
antisentido; un sacarido, un dendrimero hidrosoluble; una ciclodextrina, un biomaterial; una nanoparticula; un marcador
de espin; un fluoréforo, un resto que contiene metal; un resto radioactivo; un grupo funcional nuevo; un grupo que
interacciona covalente o no covalentemente con otras moléculas; un resto fotoenrejado; un resto excitable por radiacion
actinica; un ligando; un resto fotoisomerizable; biotina; un analogo de biotina; un resto que incorpora un atomo pesado;
un grupo escindible quimicamente; un grupo fotoescindible; una cadena lateral elongada; un azucar unido a carbono;
un agente redox activo; un aminotioacido; un resto toxico; un resto marcado isotdpicamente; una sonda biofisica; un
grupo fosforescente; un grupo quimioluminiscente; un grupo denso a los electrones; un grupo magnético; un grupo de
intercalacion; un croméforo; un agente de transferencia de energia; un agente biolégicamente activo; un marcador
detectable; una molécula pequefa; un acido ribonucleico inhibidor, y cualquier combinacién de los anteriores.

El término “dicarbonilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo que contiene al menos dos
restos seleccionados del grupo que consiste en -C(O)-, -S(O)-, -S(0O),- y -C(S)-, incluidos grupos 1,2-dicarbonilo, grupos
1,3-dicarbonilo y grupos 1,4- dicarbonilo, y grupos que contienen al menos un grupo cetona y/o al menos un grupo
aldehido y/o al menos un grupo éster y/o al menos un grupo de acido carboxilico y/o al menos un grupo tioéster. Dichos
grupos dicarbonilo incluyen dicetonas, cetoaldehidos, cetoacidos, cetoésteres y cetotioésteres. Ademas, dichos grupos
pueden ser parte de moléculas lineales, ramificadas o ciclicas. Los dos restos en el grupo dicarbonilo pueden ser
iguales o diferentes y pueden incluir sustituyentes que producirian, a modo de ejemplo, un éster, una cetona, un
aldehido, un tioéster o una amida en cualquiera de los dos restos.

El término “cantidad eficaz’, como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad del polipéptido de
aminoacido no natural (modificado) que se esta administrando, que aliviara en alguna medida uno o mas de los
sintomas de la enfermedad, afeccion o trastorno que se esté tratando. Las composiciones que contienen el polipéptido
de aminoacido no natural (modificado) descrito en el presente documento se pueden administrar para tratamientos
profilacticos, potenciadores y/o terapéuticos.

Los términos “potencian” o “que potencian” significa incrementar o prolongar en grado, cantidad, potencia o duracién un
efecto deseado. Por tanto, respecto a potenciar el efecto de los agentes terapéuticos, el término “que potencia” se
refiere a la capacidad de incrementar o prolongar, en potencia o duracion, el efecto de otros agentes terapéuticos sobre
un sistema. Una “cantidad potenciadora eficaz’, como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad
adecuada para potenciar el efecto de otro agente terapéutico en un sistema deseado. Cuando se usa en un paciente,
las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad y evolucion de la enfermedad, trastorno o afeccion,
la terapia previa, el estado de salud del paciente y la respuesta a los farmacos y el criterio del médico encargado del
tratamiento.

Como se usa en el presente documento, el término “eucariota” se refiere a organismos pertenecientes al dominio
filogenético Eucarya, tal como animales (incluidos, entre otros, mamiferos, insectos, reptiles, aves, etc.), ciliados,
plantas (incluidas, entre otras, monocotiledéneas, dicotiledoneas, algas etc.), hongos, levaduras, flagelados,
microsporita, protistas etc.

Las expresiones “grupo funcional’, “resto activo”, “grupo de activaciéon”, "grupo saliente", "sitio reactivo", "grupo
quimicamente reactivo" y "resto quimicamente reactivo" se usan en la técnica y en el presente documento para hcer
referencia a distintas porciones o unidades definibles de una molécula. Los términos son de algin modo sinénimos en
las técnicas quimicas y en el presente documento se usan para indicar las porciones de las moléculas que realizan
alguna funcién o actividad y que son reactivas con otras moléculas.

El término “halégeno” incluye fluor, cloro, bromo y yodo.

El término “heteroalquilo”, por si mismo o en combinacion con otro término, significa, a menos que se indique lo
contrario, una cadena lineal o ramificada estable o un radical de hidrocarburo ciclico o combinaciones de los mismos,
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que consiste en el numero indicado de atomos de carbono y al menos un heterodtomo seleccionado del grupo que
consiste en O, N, Siy S, y en el que los atomos de nitrogeno y de azufre pueden, opcionalmente, estar oxidado y el
heteroatomo de nitrégeno puede, opcionalmente, estar cuaternizado. El(los) heterodtomo(s) O, N y S y Si pueden
introducirse en cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o en la posicion por la cual el grupo alquilo esta unido
al resto de la molécula. Ejemplos incluyen -CH2-CH2-O-CH3, CH>-CH2-NH-CH3, -CH»-CH2-N(CH3)-CH3, -CH»-S-
CH2CHa, -CH2-CH>,-S(O)-CHs, -CH2-CH2-S(0)2-CHj3, -CH=CH-O-CHga, -Si(CHz3)3, -CH2-CH=NOCH3 y -CH=CH-N(CHa)-
CHa. Hasta dos heteroatomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo, CH2-NH-OCHj3 y -CH2-O-Si(CHj3)s. De
forma similar, el término “heteroalquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un radical divalente
derivado de heteroalquilo, como son ejemplos, entre otros, -CH2-CH2-S-CH2-CHa- y -CHS-CH2CH,-NHCH-. Para los
grupos de heteroalquileno, los mismos o diferentes heteroatomos también pueden ocupar uno o los dos extremos de la
cadena (incluidos, entre otros, alquilenoxi, alquilendioxi, alquilenamino, alquilendiamino, aminooxialquileno y similares).
Todavia mas, para los grupos de enlace alquileno y heteroalquileno, la direccién en la que la formula del grupo de
enlace esta escrita no implica orientacion del grupo de enlace. Por ejemplo, la formula -C(O);R’- representa tanto -
C(0)2R’- como -R’C(O)z-.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad” en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o de
polipéptidos se refieren a dos o mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales. Las secuencias son
“sustancialmente idénticas” si tienen un porcentaje de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (es decir,
una identidad de aproximadamente un 60%, aproximadamente un 65%, aproximadamente un 70%, aproximadamente
un 75%, aproximadamente un 80%, aproximadamente un 85%, aproximadamente un 90% o aproximadamente un 95%
sobre una region especificada) cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana
de comparacion o region designada medida usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias (u
otros algoritmos disponibles para las personas expertas en la técnica) o mediante alineacion manual e inspeccion
visual. Esta definicion también se refiere a la complementaria de una secuencia problema. La identidad puede existir
sobre una regién que tiene una longitud de al menos aproximadamente 50 aminoacidos o nucleétidos, o sobre una
region que tiene una longitud de 75-100 aminoacidos o nucleétidos, o, cuando no se especifique, sobre una secuencia
completa de un polinucleétido o polipéptido.

Para comparar secuencias, normalmente una secuencia actla como secuencia de referencia con la que se comparan
las secuencias problema. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias problema y de
referencia se introducen en un ordenado, se designan las coordenadas de la subsecuencia, en caso necesario, y se
designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Se pueden usar los parametros por defecto del
programa o parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de comparacion de secuencias calcula el porcentaje
de identidades de secuencia para las secuencias problema con respecto a la secuencia de referencia, en base a los
parametros del programa.

El término “aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido nucleico o la proteina esta
libre de al menos algunos de los componentes celulares con los que esta asociado en el estado natural, o que el acido
nucleico o la proteina se ha concentrado hasta un nivel mayor que la concentracién de su produccién in vivo o in vitro.
Puede estar en un estado homogéneo. Las sustancias aisladas pueden estar en estado seco o semiseco, o en
solucidn, incluida, entre otras, una solucidon acuosa. Puede ser un componente de una composicion farmacéutica que
comprende vehiculos y/o excipientes adicionales farmacéuticamente aceptables. La pureza y homogeneidad
normalmente se determinan usando técnicas de quimica analitica, tal como electroforesis en gel de poliacrilamida o
cromatografia liquida de alto rendimiento. Se purifica sustancialmente una proteina que es la especie predominante
presente en una preparacion. En particular, un gen aislado se separa de los marcos de lectura abiertos que flanquean
al gen y codifican una proteina distinta a la del gen de interés. El término “purificado” indica que un acido nucleico o
proteina da lugar a sustancialmente una banda en un gel de electroforesis. Particularmente, puede significar que el
acido nucleico o proteina tiene una pureza del al menos 85%, una pureza del al menos 90%, pureza del al menos 95%,
pureza del al menos 99% o una pureza mayor.

El término “enlace” o “enlazador” se usa, en el presente documento, para hacer referencia a grupos o enlaces que
normalmente se forman como resultado de una reaccion quimica y habitualmente son enlaces o uniones covalentes
(en el presente documento, el procedimiento de crear tal enlace o enlazador se denomina de enlace/enlazado o
acoplamiento/acoplado, asi como otros sinénimos reconocidos por los expertos en la técnica). Enlaces hidroliticamente
estables quiere decir que los enlaces son sustancialmente estables en agua y no reaccionan con agua a valores utiles
de pH, incluidos, entre ofros, condiciones fisiolégicas durante un periodo extendido de tiempo, quiza incluso
indefinidamente. Enlaces hidroliticamente inestables o degradables quiere decir que los enlaces se pueden degradar
en agua o en soluciones acuosas, incluidas, por ejemplo, sangre. Enlaces enzimaticamente inestables o degradables
quiere decir que el enlace puede degradarse mediante una o0 mas enzimas. Como se entiende en la técnica, PEG y
polimeros relacionados pueden incluir enlaces degradables en la estructura del polimero o en el grupo enlazador entre
la estructura del polimero y uno o mas de los grupos funcionales terminales de la molécula polimérica. Por ejemplo, los
enlaces éster formados mediante la reaccién de acidos carboxilicos PEG o acidos carboxilicos PEG activados con
grupos alcoholes en un agente bioldgicamente activo normalmente se hidrolizan en condiciones fisiolégicas para liberar
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el agente. Otros enlaces hidroliticamente degradables incluyen, entre otros, enlaces de carbonato; los enlaces imina
fueron el resultado de la reaccién de una amina y un aldehido; los enlaces éster fosfato se formaron mediante la
reaccion de un alcohol con un grupo fosfato; enlaces hidrazona que son el producto de la reacciéon de una hidrazida y
un aldehido; enlaces acetal que son el producto de la reaccion de un aldehido u un alcohol; enlaces ortoéster que son
el producto de la reaccién de un formiato y un alcohol; enlaces peptidicos formados por un grupo amina, incluidos,
entre otros, en un extremo de un polimero tal como PEG, y un grupo carboxilo de un péptido; y enlaces
oligonucleotidicos formados por un grupo fosforoamidita, incluidos, entre otros, en el extremo de un polimero, y un
grupo hidroxilo en 5’ de un oligonucledtido.

Como se usa en el presente documento, el término “medio” o “medios” incluye cualquier medio de cultivo, solucion,
soporte solido, semisdlido o rigido que puede soportar o contener cualquier célula huésped, incluidas células huésped
bacterianas, células huésped de levaduras, células huésped de insectos, células huésped vegetales, células huésped
eucaridticas, células huésped de mamifero, células CHO, células huésped procariotas, células huésped E.coli o
Pseudomonas, y contenidos celulares. Por tanto, el término puede abarcar el medio en el que la célula huésped ha
crecido, por ejemplo el medio en el que se ha secretado el polipéptido, incluido el medio antes o después de una etapa
de proliferacion. El término también puede abarcar tampones o reactivos que contienen lisados de células huésped, tal
como en el caso en el que el polipéptido se produce intracelularmente y las células huésped se lisan o rompen para
liberar el polipéptido.

Un “metabolito” de un polipéptido de aminoacido no natural (modificado) divulgado en el presente documento es un
derivado de dicho polipéptido de aminoacido no natural (modificado) que se forma cuando el polipéptido de aminoacido
no natural (modificado) se metaboliza. El término “metabolito activo” se refiere a un derivado bioldgicamente activo de
un polipéptido de aminoacido no natural (modificado) que se forma cuando el polipéptido de aminoacido no natural
(modificado) se metaboliza. El término “metabolizado” se refiere a la suma de los procedimientos (incluidas, entre otras,
reacciones de hidrdlisis y reacciones catalizadas por enzimas) mediante los cuales una sustancia concreta es
modificada por un organismo. Se puede obtener informacion adicional sobre el metabolismo en The Pharmacological
Basis of Therapeutics, 92 Edicién, McGraw-Hill (1996). Metabolitos del polipéptido de aminoacidos no naturales
(modificado) divulgados en el presente documento se pueden identificar mediante la administracion del polipéptido de
aminoacidos no naturales (modificado) a un huésped y andlisis de muestras de tejido del huésped o mediante
incubacion del polipéptido de aminoacidos no naturales (modificado) con células hepaticas in vitro y analisis de los
compuestos resultantes.

El término “modificado”, como se usa en el presente documento, se refiere a la presencia de una modificacion
postraduccional en un polipéptido. El término de forma “(modificado)” quiere decir que los polipéptidos que se estan
tratando estan opcionalmente modificados, es decir, los polipéptidos que se estan tratando pueden estar modificados o
no modificados.

Como se usa en el presente documento, la expresion “semivida sérica modulada quiere decir el cambio positivo i
negativo en la semivida en circulacion de un polipéptido modificado con respecto a su forma no modificada. La
semivida en suero se mide tomando muestras de sangre en varios puntos de tiempo tras la administracion del
polipéptido y determinando la concentracion de dicha molécula en cada muestra. La correlacion de la concentracion en
suero con el tiempo permite el calculo de la semivida en suero. Deseablemente, la mayor semivida en suero tiene un
incremento de al menos aproximadamente dos veces, pero puede ser util un incremento menor, por ejemplo, que
permita un régimen de dosificacion satisfactorio o que evite un efecto toxico. En algunas formas de realizacion, el
incremento es de al menos aproximadamente tres veces, al menos aproximadamente cuatro veces o de al menos
aproximadamente diez veces.

La expresién “semivida terapéutica modulada”, como se usa en el presente documento, quiere decir el cambio positivo
0 negativo en la semivida de la cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido modificado con respecto a su forma
no modificada. La semivida terapéutica se mide midiendo las propiedades farmacocinéticas y/o farmacodinamicas del
polipéptido en varios puntos de tiempo tras la administracion. Deseablemente, el incremento de la semivida terapéutica
permite un régimen de dosificacién concreto beneficioso, una dosis total beneficiosa concreta, o evita un efecto
indeseado. En algunas formas de realizacion, el incremento de la semivida terapéutica es el resultado del incremento
de la potencia, el incremento o disminucién de la uniéon de la molécula modificada a su diana, el incremento o
disminucion de la degradacion de la molécula mediante enzimas, tales como proteasas, o un incremento o disminucién
de otro parametro o0 mecanismo de accion de la molécula no modificada.

Como se usa en el presente documento, el término “no eucariota” se refiere a organismos no eucariéticos. Por ejemplo,
un organismo no eucariotico puede pertenecer al dominio filogenético de Eubacterias (incluidas Escherichia coli,
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida etc.) o el dominio filogenético de Archaea (incluidos Methanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium tales como Haloferax volcanii y Halobacterium species NRC-1,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, etc.).
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Un “aminoacido no natural” se refiere a un aminoacido que no es uno de los 20 aminoacidos comunes o pirrolisina o
selenocisteina; otras expresiones que se pueden usar de forma sindnima con el término "aminoacido no natural" son
"aminoacido codificado de forma no natural", "aminoacido que no se produce de forma natural" y varias versiones con
guién y sin guion de las mismas. La expresion “aminoacido no natural” incluye, entre otros, aminoacidos que se
producen de forma natural mediante modificacion de un aminoacido codificado de forma natural (incluidos, entre otros,
los 20 aminoacidos comunes o pirrolisina y selenocisteina) pero que no se incorporan en una cadena polipeptidica en
crecimiento mediante el complejo de traduccién. Ejemplos de aminoacidos naturales que no estan codificados de forma
natural incluyen N-acetilglucosaminil-L-serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina y O-fosfotirosina.

La expresion “acido nucleico” se refiere a desoxirribonucledtidos, desoxirribonucledsidos, ribonucledtidos o
ribonucleétidos y polimeros de los mismos en forma mono o bicatenaria. A menos que se limite especificamente, el
término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales que tienen propiedades
de unién similares como acido nucleico de referencia y que se metabolizan de un modo similar a los nucleétidos
naturales. A menos que, de otro modo, se limite especificamente, el término también se refiere a analogos
oligonucleotidicos que incluyen PNA (acido peptidonucleico) del ADN usado en la tecnologia antisentido, tal como
fosforotioatos, fosforoamidatos. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico concreta
también abarca implicitamente variantes de la misma modificadas de forma conservadora (incluidas sustituciones de
codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir generando secuencias en las que la
tercera posicion de uno o mas (o todos) codones seleccionados se sustituye con una base mixta y/o residuos de
desoxinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y
Rossolini y col., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

“Agente oxidante” como se usa en el presente documento respecto al replegamiento de proteinas se define como
cualquier compuesto o material que puede extraer un electron de un compuesto que se esta oxidando. Agentes
oxidantes adecuados incluyen glutation oxidado, cistina, cistamina, ditiotreitol oxidado, eritreitol oxidado y oxigeno. Una
amplia variedad de agentes oxidantes son adecuados para usar en los procedimientos y composiciones descritos en el
presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término “polialquilenglicol” se refiere a polietilenglicol, polipropilenglicol,
polibutilenglicol y derivados de los mismos. El término “polialquilenglicol” abarca polimeros lineales y ramificados y
pesos moleculares medios de entre 0,1 kDa y 100 kDa. Otras formas de realizacion de ejemplo se enumeran en, por
ejemplo, catalogos de suministradores, tales como el catalogo de Corporation “Polyethylene Glycol and Derivatives for
Biomedical Applications" (2001).

» o«

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para hacer
referencia a un polimero de residuos de aminoacidos. Es decir, una descripcion dirigida a un polipéptido se aplica
igualmente a una descripcion de un péptido y a una descripcidon de una proteina, y viceversa. Los términos se aplican a
polimeros de aminoacidos naturales, asi como a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de
aminoacidos es un aminoacido no natural. Como se usa en el presente documento, los términos abarcan cadenas de
aminoacidos de cualquier longitud, incluidas proteinas de longitud completa, en las que los residuos de aminoacidos
estan unidos mediante enlaces peptidicos covalentes.

La expresion “modificado postraduccionalmente” se refiere a cualquier modificaciéon de un aminoacido natural o no
natural que se produce en tal aminoacido después de que se ha incorporado en una cadena polipeptidica. El término
abarca, s6lo a modo de ejemplo, modificaciones co-traduccionales in vivo, modificaciones co-traduccionales in vitro (tal
como en un sistema de traduccidon acelular), modificaciones postraduccionales in vivo y modificaciones
postraduccionales in vitro.

Un “profarmaco” se refiere a un agente que se convierte en el farmaco parental in vivo. Los profarmacos son a menudo
utiles porque, en algunas situaciones, pueden ser mas faciles de administrar que el farmaco parental. Por ejemplo,
pueden estar biodisponibles mediante administracion oral, mientras que el parental no. El profarmaco puede también
tener mejor solubilidad en las composiciones farmacéuticas que el farmaco parental. Un profarmaco incluye una
derivado farmacoldgicamente inactivo, o de menor actividad, de un farmaco activo. Los profarmacos pueden estar
disefiados para modular la cantidad de un farmaco o molécula biolégicamente activa que alcance un sitio de accién
deseado a través de la manipulaciéon de las propiedades de un farmaco, tal como las propiedades fisicoquimicas,
biofarmacéuticas o farmacocinéticas. Los profarmacos se convierten en el farmaco activo dentro del cuerpo a través de
reacciones enzimaticas o no enzimaticas. Los profarmacos pueden proporcionar mejores propiedades fisicoquimicas,
tal como mejor solubilidad, mayores caracteristicas de liberacion, tal como estar especificamente dirigidos a una célula,
tejido, 6rgano o ligando concretos, y mejor valor terapéutico del farmaco.

En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen el polipéptido de aminoacido no natural (modificado)
podrian administrarse a un paciente susceptible o, de otro modo, en riesgo de sufrir una enfermedad, trastorno o
afeccion concreta. Dicha cantidad se define como una “cantidad profilacticamente eficaz”. En este uso, la cantidad
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precisa también depende del estado de salud del paciente, del peso y similares. Se considera bien dentro de la
experiencia en la técnica la determinacion de dichas cantidades profilacticamente eficaces mediante experimentacion
rutinaria (p. €j., un ensayo clinico de escalado de dosis).

El término protegido se refiere a la presencia de un “grupo protector” o resto que previene la reaccion del grupo
funcional quimicamente reactivo en ciertas condiciones de reaccion. EIl grupo protector variara en funcién del tipo de
grupo quimicamente reactivo que se esté protegiendo. Por ejemplo, si el grupo quimicamente reactivo es una amina o
una hidrazida, el grupo protector se puede seleccionar del grupo de terc-butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo quimicamente reactivo es un tiol, el grupo protector puede ser
ortopiridildisulfuro. Si el grupo quimicamente reactivo es un acido carboxilico, tal como acido butanoico o propionico, o
un grupo hidroxilo, el grupo protector puede ser bencilo o un grupo alquilo, tal como metilo, etilo o terc-butilo. Otros
grupos protectores conocidos en la técnica también se pueden usar en o con los procedimientos y composiciones
descritos en el presente documento, incluidos grupos fotolabiles tales como Nvoc y MeNvoc.

A modo de ejemplo, los grupos de bloqueo/protectores se pueden seleccionar de:

C\ H
P
HZC’C“‘ \ ©/ Q/ HC” ™, HaC™™
o)

alilo Bn . - ; Me
H, HsC_ CHs , : 0
c p= ~Si ;
HsG™ (HsC)sC (HsC)eC™> (HEC)sSis g
Et t-butilo TBDMS Teoo
.- . : o)
o~
et - 0 | H,C—
(CH3)30 Y /@/ (CeHs)sC— HacJ\ O.
HaCO : Q
Boc pMBn tritilo acetilo
Fmoc

Otros grupos protectores se describen en Greene y Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 Ed., John Wiley &
Sons, New York, NY, 1999.

Una “célula huésped recombinante” o “célula huésped” se refiere a una célula que incluye un polinucleétido exégeno,
con independencia del procedimiento usado para insercion, por ejemplo captacion directa, transduccion, apareamiento
f u otros procedimientos conocidos en la técnica para crear células huésped recombinantes. El polinucledtido exégeno
puede mantenerse como vector no integrado, por ejemplo, un plasmido, o, como alternativa, puede integrarse en el
genoma del huésped.

“Agente reductor” como se usa en el presente documento respecto al replegamiento de proteinas se define como
cualquier compuesto o material que mantiene grupos sulfhidrilo en estado reducido y reduce los puentes disulfuro intra
o intermoleculares. Agentes reductores adecuados incluyen, entre otros, ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol,
ditioeritritol, cisteina, cisteamina (2-aminoetanotiol) y glutation reducido. Una amplia variedad de agentes reductores
son adecuados para usar en los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento.

“Replegamiento”, como se usa en el presente documento, prescribe cualquier proceso, reaccion o procedimiento que
transforma el puente disulfuro que contiene polipéptidos desde un estado inadecuadamente plegado o no plegado a
una conformacion nativa o adecuadamente plegado con respecto a los puentes disulfuro.
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La frase hibrida de forma selectiva (o especificamente) con se refiere a la union, formacion de duplex o hibridacion de
una molécula sélo con una secuencia nucleotidica concreta en condiciones de hibridaciéon estrictas cuando dicha
secuencia esta presente en una mezcla compleja (incluidos, entre otros, ADN o ARN celular total o de biblioteca)-

La frase “condiciones estrictas de hibridacién” se refiere a la hibridacion de secuencias de ADN, ARN o PNA, otros
miméticos de acidos nucleicos, o combinaciones de los mismos en condiciones de fuerza ionica baja y temperatura alta
como se conoce en la técnica. Normalmente, en condiciones estrictas, una sonda hibridara con su subsecuencia diana
en una mezcla compleja de acido nucleico (incluidos, entre otros, ADN o ARN celular total o de biblioteca), pero no
hibrida con otras secuencias en la mezcla compleja. Las condiciones estrictas dependen de la secuencia y seran
diferentes en circunstancias diferentes. Las secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas altas. En
Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993) se puede encontrar una extensa guia de la
hibridaciéon de acidos nucleicos. Generalmente, las condiciones estrictas se seleccionan de aproximadamente 5-10°C
menos que el punto de fusion térmica (Tf) para la secuencia especifica a un pH y fuerza iénica definidos. La Tf es la
temperatura (a la fuerza i6nica, el pH y la concentracion de acido nucleico definidas) a la cual el 50% de las sondas
complementarias a la diana hibridan con la secuencia diana en el equilibrio (dado que las secuencias diana estan
presentes en exceso, a la Tf, el 50% de las sondas estan ocupadas en el equilibrio). Las condiciones estrictas pueden
ser aquéllas en las que la concentracion de sales es inferior a aproximadamente 1,0M del ion sodio, normalmente a
una concentracién de ion sodio de 0,01 a 1,0M (u otras sales) a un pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos
aproximadamente 30°C para las sondas cortas (incluidos, entre otros, de 10 a 50 nucledtidos) y al menos
aproximadamente 60°C para sondas largas (incluidos, entre otros, superior a 50 nucleétidos). También se pueden
alcanzar las condiciones estrictas con la adicion de agentes desestabilizantes, tales como formamida. Para hibridacion
selectiva o especifica, una sefial positiva puede ser al menos dos veces la inicial, opcionalmente 10 veces la
hibridacion inicial. Ejemplos de condiciones estrictas de hibridacion pueden ser los siguientes: 50% de formamida, 5X
SSC, y 1% de SDS, incubacion a 42T, o 5X SSC, 1% d e SDS, incubacién a 65T, con lavado en 0,2X SSCy 0,1% de
SDS a 65T. Tales lavados se pueden realizar durante 5, 15, 30, 60, 120, 0 mas minutos.

El término “sujeto”, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, en algunas formas de realizacion un
mamifero, y en otra forma de realizacibn un ser humano, que es el objeto de tratamiento, observacion o
experimentacion.

La expresion “sustancialmente purificado” se refiere a un polipéptido que puede ser sustancial o esencialmente libre de
componentes que normalmente acompafan o interaccionan con la proteina como se encuentra en su entorno natural,
es decir una célula nativa o célula huésped en el caso de un polipéptido producir de forma recombinante. Un
polipéptido que puede estar sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteinas que tienen
menos de aproximadamente 30%, menos de aproximadamente 25%, menos de aproximadamente 20%, menos de
aproximadamente 15%, menos de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 5%, menos de
aproximadamente 4%, menos de aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, o menos de
aproximadamente 1% (en peso seco) de proteina contaminante. Cuando el polipéptido o variante del mismo se
produce de forma recombinante en las células huésped, la proteina puede estar presente a aproximadamente 30%,
aproximadamente 25%, aproximadamente 20%, aproximadamente 15%, aproximadamente 10%, aproximadamente
5%, aproximadamente 4%, aproximadamente 3%, aproximadamente 2% o aproximadamente 1% o menos del peso
seco de las células. Cuando el polipéptido o variante del mismo se produce de forma recombinante en las células
huésped, la proteina puede estar presente en el medio de cultivo a aproximadamente 5 g/l, aproximadamente 4 g/l,
aproximadamente 3 g/l, aproximadamente 2 g/l, aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 750 mg/l, aproximadamente
500 mg/l, aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 100 mg/l, aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 10
mg/l, o aproximadamente 1 mg/l o menos del peso seco de las células. Por tanto, el polipéptido “sustancialmente
purificado”, como se ha producido mediante los procedimientos descritos en el presente documento, puede tener un
nivel de pureza de al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos aproximadamente
40%, al menos aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, especificamente, un nivel
de pureza de al menos aproximadamente 75%, 80%, 85%, y mas especificamente, un nivel de pureza de al menos
aproximadamente 90%, un nivel de pureza de al menos aproximadamente 95%, un nivel de pureza de
aproximadamente 99% o mayor, tal como se determina mediante procedimientos adecuados tales como andlisis
SDS/PAGE, RP-HPLC, SEC y electroforesis capilar.

El término “sustituyentes” incluye “sustituyentes que no interfiere”. “Sustituyentes que no interfieren” son los grupos que
dan compuestos estables. Sustituyentes o radicales que no interfieren adecuados incluyen, entre otros, halo, alquilo C-
C1o, alquenilo C2-C1o, alquinilo C2-C1g, alcoxi C4-C1g, aralquilo Cs-Cy2, cicloalquilo C3-Ci3, cicloalquenilo C4-C12, fenilo,
fenilo sustituido, toluoilo, xilenilo, bifenilo, Alcoxialquilo C2-C12, alcoxiarilo Cs-C1z, ariloxialquilo Cs-C12, oxiarilo C7-C1z,
alquilsulfinilo C4-Cs, alquilsulfonilo C4-C1o, -(CH2)™-O-(alquilo C1-C10) en el que m es de 1 a 8, arilo, arilo sustituido,
alcoxi sustituido, fluoroalquilo, radical heterociclico, radical heterociclico sustituido, nitroalquilo, -NO>, -CN, -NRC(O)-
(alquilo C4-C+p), -C(O)-(alquilo C1-C1g), alquiltioalquilo C2-C+o, -C(O)O-(alquilo C4-C1o), -OH, -SO3, =S, -COOH, -NRy,
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carbonilo, -C(O)-(alquilo C1-C10)-CF3, -C(0O)-CF3, -C(O)NR2, -(arilo C1-C10)-S-(arilo Cs-C10), -C(O)-(arilo Cs-C10), -(CH2)m-
0O-(CH2)m-O-(alquilo C4-C10) en los que cada m es de 1 a 8, -C(O)NRz, -C(S)NRz, -SO2NR3, -NRC(O)NR3, -
NRC(S)NR;, sales de los mismos y similares. Cada grupo R en la lista precedente se selecciona de forma
independiente del grupo que consiste en H, alquilo o alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido, o alcarilo. Cuando los
grupos sustituyentes estan especificados por sus formulas quimicas convencionales, escritas de izquierda a derecha,
abarcan igualmente los sustituyentes quimicamente idénticos que serian el resultado de escribir la estructura de
derecha a izquierda, por ejemplo -CH,O- es equivalente a -OCH>-.

Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (incluidos los grupos a menudo denominados alquileno,
alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo vy
heterocicloalquenilo) pueden ser uno o mas de una variedad de grupos seleccionados de, entre otros: -OR, =0, =NR,
=N-OR, -NRy, -SR, -halégeno, -SiR3, -OC (O)R, -C(O)R, -CO2R, -CONR;, -OC(O)NR2, -NRC(O)R, -NR-C(O)NR, -
NR(O)2R, -NR-C(NR2)=NR, -S(O)R, -S(O)2R, -S(O)2NR2, -NRSO:R, -CN y -NO2 en un numero que varia de cero
(2m’+1), donde m’ es el numero total de atomos de carbono en tal radical. Cada grupo R en la lista precedente se
selecciona de forma independiente del grupo que consiste en hidrégeno, heteroalquilo sustituido o insustituido, arilo
sustituido o insustituido, incluidos arilo sustituido con 1-3 haldgenos, alquilo sustituidos o insustituido, grupos alcoxi o
tioalcoxi, o grupos aralquilo. Cuando dos grupos R estan unidos al mismo atomo de nitrégeno, se pueden combinar con
el atomo de nitrégeno para formar un anillo de 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, con —NR; se quiere incluir but-
1pirrolidinilo y 4-morfolinilo. De la discusion anterior de sustituyentes, un experto habitual en la técnica entendera que
con el término “alquilo” se quiere incluir grupos que incluyen atomos de carbono unidos a grupos distintos a los grupos
de hidrégeno, tales como haloalquilo (incluidos CF3 y -CH2CF3) y acilo (incluidos C(O)CHs, -C(O)CF3 y -C(O)CHsa.

De forma similar a los sustituyentes descritos para el radical alquilo, los sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo
se varian y se seleccionan de -OR=0 =NR, =N-OR, -NRy, -SR, -halégeno, -SiRs, -OC(O)R, -C(O)R, -COzR, -CONRy, -
OC(O)NRz, -NRC(O)R, -NR-C(O)NRz, -NR(O)2R, -NR-C(NR2)=NR, -S(O)R, -S(0)2R, -S(0)2NR2, -NRSO:2R, -CN, -NO, -
R, -N3, -CH(Ph)2, fluoroalcoxi(C1-C4) y fluoroalquilo(C4-C4), en un numero que varia de cero al numero total de
valencias abiertas sobre el sistema de anillo aromatico, y en el que cada grupo R en la lista precedente se selecciona
de forma independiente de hidrogeno, alquilo, heteroalquilo, arilo y heteroarilo.

En aplicaciones terapéuticas, las composiciones que contienen el polipéptido de aminoacidos no naturales (modificado)
se administran a un paciente ya afectado por la enfermedad, afeccion o trastorno concretos, en una cantidad suficiente
para curar, o al menos detener parcialmente, los sintomas de la enfermedad, afeccién o trastorno. Dicha cantidad se
define como una “cantidad terapéuticamente eficaz” y dependera de la gravedad y evolucion de la enfermedad,
trastorno o afeccidn, la terapia previa, el estado de salud del paciente y la respuesta a los farmacos y el criterio del
médico encargado del tratamiento. Se considera bien dentro de la experiencia en la técnica la determinacién de dichas
cantidades terapéuticamente eficaces mediante experimentacién rutinaria (p. ej., un ensayo clinico de escalado de
dosis).

El término “tratar” se usa para hacer referencia a tratamientos profilacticos y/o terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, el término “polimero hidrosoluble” se refiere a cualquier polimero que es
soluble en disolventes acuosos. La union de polimeros hidrosolubles a un polipéptido puede tener como resultado
cambios, incluidos, entre otros, aumento o modulacidon de la semivida en suero, o aumento o modulacion de la
semivida terapéutica respecto a la forma no modificada, inmunogenicidad modulada, caracteristicas de asociacion
fisicas moduladas, tales como agregacioén y formaciéon de multimeros, union alterada al receptor, unién alterada a una o
mas parejas de unidn y dimerizacién o multimerizacion alterada del receptor. El polimero hidrosoluble puede o no tener
su propia actividad biolégica. Polimeros adecuados incluyen, entre otros, polietilenglicol, polietilenglicol
propionaldehido, mono alcoxi C1-C10 o derivados ariloxi del mismo (descrito en la patente de EE.UU. n°® 5.252.714,
que se incorpora por referencia en el presente documento), monometoxi-polietilenglicol, polivinilpirrolidona, alcohol
polivinilico, poliaminoacidos, anhidrido diviniléter maleico, N-(2-hidroxipropil)metacrilamida, dextrano, derivados de
dextrano, incluidos sulfato de dextrano, polipropilenglicol, copolimero de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, poliol
polioxietilado, heparina, fragmentos de heparina, polisacaridos, oligosacaridos, glicanos, celulosa y derivados de
celulosa, incluidos, entre otros, metilcelulosa y carboximetilcelulosa, almidén y derivados de almidon, polipéptidos,
polialquilenglicol y derivados del mismo, copolimeros de polialquilenglicoles y derivados de los mismos,
poliviniletiléteres y alfa-beta-poli(2-hidroxietil)-DL-aspartamida y similares, o mezclas de los mismos. Ejemplos de
dichos polimeros hidrosolubles incluyen polietilenglicol y seroalbumina. En algunas formas de realizacion, el polimero
hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). EI peso molecular del polimero puede ser de una amplia gama,
incluidos entre 100 Da y 100.000 Da o mas. El peso molecular del polimero puede estar entre 100 Da y 100.000 Da,
incluyendo100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da,
55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da,
9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da,
600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero
puede estar entre 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacién, el peso molecular del
polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362373 T3

peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas
de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.
En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero estd entre aproximadamente 10.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, la molécula de poli(etilenglicol) es un polimero
ramificado. El peso molecular del PEG de cadena ramificada puede estar entre aproximadamente 1.000 Da y
aproximadamente 100.000 Da, incluidos, entre otros, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da,
75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da,
25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da,
2.000 Da, y 1.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre
aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del
PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas
de realizaciéon, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 5.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta
entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da.

A menos que se indique lo contrario, se emplean procedimientos convencionales de espectroscopia de masas, RMN,
HPCL, quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro de la experiencia de la
técnica.

Compuestos (incluidos, entre otros, aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados)
y reactivos para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad) presentados en el presente
documento incluyen compuestos marcados isotopicamente, que son idénticos a los citados en las diversas férmulas y
estructuras presentadas en el presente documento, excepto por el hecho de que uno o mas atomos pueden sustituirse
con un atomo que tiene una masa atdmica o numero masico diferente de la masa atdmica o numero masico mas
habitual en la naturaleza. Ejemplos de isétopos que se pueden incorporar en los presentes compuestos incluyen
isdtopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fltor y cloro, tales como ?H, *H, '°C, ™C, N, 80, '"°, **s, ®F, *c,
respectivamente. Ciertos compuestos marcados isotopicamente descritos en el presente documento, por ejemplo
aquéllos en los que se incorporan isotopos radioactivos tales como °H y ¢, son dtiles en los ensayos de distribucion
tisular de farmacos y/o sustratos. Ademas, la sustitucion con isétopos mas pesados tales como deuterio, es decir, 2H,
puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas resultantes de la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo,
incremento de la semivida in vivo o reduccion de los requisitos de dosificacion.

Algunos de los compuestos del presente documento (incluidos aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad)
tienen atomos de carbono asimétricos y, por tanto, pueden existir como enantidmeros o diaesteredmeros. Las mezclas
diaestereoméricas se pueden separar en sus diaesteredmeros individuales sobre la base de sus diferencias fisico-
quimicas mediante procedimientos conocidos, tal como mediante cromatografia y/o cristalizacion fraccionada. Los
enantiomeros se pueden separar convirtiendo la mezcla enantiomérica en una mezcla diaestereomérica mediante la
reaccion con un compuesto adecuado Opticamente activo (p. ej., un alcohol), separando los diaesteredmeros y
convirtiendo (p. €j., hidrolizando) los diasteredmeros individuales en los correspondientes enantiomeros puros. Todos
estos isdbmeros, incluidos los diaesteredmeros, enantiomeros y mezclas de los mismos, se consideran parte de las
composiciones descritas en el presente documento.

En otras formas de realizacion o formas de realizacion adicionales, los compuestos descritos en el presente documento
(incluidos, entre otros, aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos
para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad) se metabolizan tras la administracion a un
organismo que lo necesite para producir un metabolito que después se usa para producir un efecto deseado, incluido
un efecto terapéutico. En otras formas de realizacion o formas de realizacion adicionales estan metabolitos activos de
aminoacidos no naturales y polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados).

Los procedimientos y formulaciones descritos en el presente documento incluyen el uso de N-6xidos, formas cristalinas
(también conocidas como polimorfos) o sales farmacéuticamente aceptables de aminoacidos no naturales y
polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados). En algunas situaciones, los aminoacidos no naturales y
polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) pueden existir en forma de tautdmeros. Todos los tautomeros
estan incluidos dentro del ambito de los aminoacidos no naturales y los polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados) presentados en el presente documento. Ademas, los aminoacidos no naturales y los polipéptidos de
aminoacidos no naturales (modificados) descritos en el presente documento pueden existir en formas no solvatadas asi
como solvatadas con disolventes farmacéuticamente aceptables, tales como agua, etanol y similares. Las formas
solvatadas de los aminoacidos no naturales y los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) presentados
en el presente documento también se consideran divulgadas en el presente documento.

Los expertos en la técnica reconoceran que algunos de los compuestos del presente documento (incluidos
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera
de los compuestos mencionados con anterioridad) pueden existir en varias formas tautoméricas. Todas estas formas
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tautoméricas se consideran parte de las composiciones descritas en el presente documento. Asimismo, por ejemplo,
todas las formas enol-ceto de todos los compuestos (incluidos aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad) se
consideran parte de las composiciones descritas en el presente documento.

Algunos de los compuestos del presente documento (incluidos aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad) son
acidos y pueden formar una sal con un catién farmacéuticamente aceptable. Algunos de los compuestos del presente
documento (incluidos aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos
para producir cualquiera de los compuestos mencionados con anterioridad) pueden ser basicos y, en consecuencia,
pueden formar una sal con un anién farmacéuticamente aceptable. Todas estas sales, incluidas las disales, estan
dentro del alcance de las composiciones descritas en el presente documento y se pueden preparar mediante
procedimientos convencionales. Por ejemplo, se pueden preparar sales poniendo en contacto las entidades &cidas y
basicas en un medio acuoso, no acuoso o parcialmente acuoso. Las sales se recuperan usando al menos una de las
técnicas siguientes: filtracién, precipitacion con un no disolvente seguido de filtracién, evaporacion del disolvente o, en
el caso de las soluciones acuosas, liofilizacion.

Por ejemplo, las sales incluyen: (1) sales de adicion de acido, formadas con acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfirico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o formadas con acidos
organicos tales como acido acético, acido propionico, acido hexanoico, acido ciclopentanopropionico, acido glicdlico,
acido piravico, acido lactico, acido malénico, acido succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, acido
tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinnamico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etanosulfénico, acido 2-hidroetanosulfénico, acido bencenosulfénico,
acido 2-naftalenosulfénico, acido 4-metilbiciclo-[2.2.2.]Joct-2-en-1-carboxilico, acido glucoheptonico, acido 4,4-
metilenbis-(3-hidroxi-2-en-2-carboxilico), acido 3-fenilpropidnico, acido trimetilacético, acido butilacético terciario, acido
laurilsulfurico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido mucénico y
similares; (2) sales formadas cuando un protén acido presente en el compuesto parental se reemplaza con un ion
metalico, por ejemplo un ion de metal alcalino, un ion de metal alcalinotérreo; o se coordina con una base organica.
Bases organicas aceptables incluyen etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina y
similares. Bases inorganicas aceptables incluyen hidroxido de aluminio, hidroxido de calcio, hidroxido potasico,
carbonato sédico, hidroxido sodico y similares.

Debe entenderse que una referencia a una sal incluye las formas de adicién de disolvente o formas cristalinas de las
mismas, particularmente solvatos o polimorfos. Los solvatos contienen cantidades estequiométricas o no
estequiométricas de un disolvente y a menudo se forman durante el procedimiento de cristalizacién. Se forman hidratos
cuando el disolvente es agua o se forman alcoholatos cuando el disolvente es alcohol. Los polimorfos incluyen las
diferentes disposiciones de empaquetamiento en cristal de la misma composicion elemental de un compuesto.
Normalmente, los polimorfos tienen diferentes patrones de difraccion en rayos X, espectros en infrarrojos, puntos de
ebullicion, densidad, dureza, forma del cristal, propiedades opticas y eléctricas, estabilidad y solubilidad. Varios factores
tales como el disolvente de recristalizacion, la tasa de cristalizacion y la temperatura de almacenamiento pueden
producir que una forma en cristal sencillo domine.

Breve descripcion de las figuras

Puede obtenerse una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de los presentes procedimientos y
composiciones por referencia a la siguiente descripcion detallada que expone formas de realizacion ilustrativas, en las
que se usan los principios de los procedimientos, composiciones, dispositivos y aparatos de los inventores y sus figuras
adjuntas.

La FIG. 1 presenta una representacion esquematica de la relacién de ciertos aspectos de los procedimientos,
composiciones, estrategias y técnicas descritas en el presente documento.

La FIG. 2 presenta un ejemplo no limitante de un analisis SDS-PAGE de reacciones de dimerizacién de una etapa de
scFv 108 usando un enlazador de hidroxilamina PEG homobifuncional de 2 K con diferentes proporciones molares: 1)
scFv:enlazador = 1.6:1, con hidrazida acética; 2) scFv:enlazador = 2:1, con hidrazida acética; 3) scFv:enlazador = 2.4:1,
con hidrazida acética; 4) scFv:enlazador = 2:1, sin hidrazida acética; 5) scFv:enlazador = 2:1, con hidrazida acética sin
enlazador PEG.

La FIG. 3 presenta un ejemplo no limitante de un analisis SDS-PAGE de scFv-pAcF y conjugacion de
monohidroxilamina PEG 30 K 1) el habitual de 100% scFV-pAcF de partida; 2) el habitual de 20% de scFV-pAcF de
partida; 3) el habitual de 10% de scFV-pAcF de partida; 4) scFv:PEG = 1:3 con hidrazida acética 20 mM; 5) scFv:PEG =
1:3 sin hidrazida acética ; 6) scFv:PEG = 1:5 con hidrazida acética 20 Mm; 7) scFv:PEG = 1:5 sin hidrazida acética.

La FIG. 4 presenta un ejemplo no limitante de un analisis SDS-PAGE de scFv-pAcF y conjugacion de
monohidroxilamina PEG 30 K con diferentes concentraciones de hidrazida acética. 1) scFv:enlazador = 1:2, hidrazida
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acética 5 mM; 2) scFv-pAcF:PEG = 1:2, con hidrazida acética 20 mM; 3) scFv-pAcF:PEG 1:2, hidrazida acética 80 mM;
4) scFv-pAcF:PEG = 1:5, sin hidrazida acética; 5) el habitual de 10% de scFv-pAcF; 6) el habitual de 20% de scFv-
pAcF; 7) el habitual de 100% de scFv-pAcF.

La FIG.5 presenta ejemplos no limitantes de aceleradores que se pueden usar en los procedimientos, reacciones y
sintesis descritos en el presente documento.

La FIG. 6 presenta un ejemplo no limitante de un analisis SDS-PAGE de comparacién de la formacién de oxima en
presencia de diferentes aceleradores; el niumero de calle corresponde al nimero de acelerador en la FIG. 5 y la ultima
calle es una reaccion control sin acelerador.

La FIG. 7 presenta un ejemplo no limitante de un analisis SDS-PAGE de la conjugaciéon de hGH-pAcF con
monohidroxilamina PEG 30 K con los aceleradores 7 y 20: 1) hGH-pAcF:PEG = 1:2 con el acelerador 7; 2) hGH-pAcF
PEG =1:2 con el acelerador 20; 3) hGH-pAcF:PEG =1:2 sin acelerador; 4) hGH-pAcF:PEG = 1:5 sin acelerador.

La FIG. 8 presenta un ejemplo no limitante de un analisis CLEM de hGH incubada con diferentes concentraciones del
acelerador hidrazida acética. A) trazo total de la CLEM; B) Espectro de masas de hGH sin acelerador; C) Espectro de
masas de hGH con el acelerador hidrazida acética 200 mM.

La FIG.9 presenta ejemplos no limitantes de aceleradores que se pueden usar en los procedimientos, reacciones y
sintesis descritos en el presente documento.

La FIG. 10a presenta una reaccion no limitante de una cetona modelo con una hidroxilamina modelo en presencia de
un acelerador para formar una oxima modelo; la FIG. 10b presenta ejemplos no limitantes de aceleradores que se
pueden usar en los procedimientos, reacciones y sintesis descritos en el presente documento.

La FIG. 11 presenta un conjunto no limitante de rendimientos de oxima para una reaccidon modelo en ausencia y en
presencia de varios aceleradores descritos en el presente documento.

Descripcion detallada de la invencién

I. Introduccion

Recientemente se ha notificado una tecnologia enteramente nueva en las ciencias de las proteinas, que promete
superar muchas de las limitaciones asociadas con las modificaciones especificas de sitio de las proteinas.
Especificamente, se han afiadido nuevos componentes a la maquinaria de biosintesis de proteinas de la procariota
Escherichia coli (E. coli) (p. €j., L. Wang, y col., (2001), Science 292:498-500) y la eucariota Sacchromyces cerevisiae
(S. cerevisiae) (p. €j., J. Chin y col., Science 301: 964-7 (2003)), que ha permitido la incorporacién de aminoacidos no
naturales a las proteinas in vivo. Una serie de aminoacidos nuevos con nuevas propiedades quimicas, fisicas o
bioldgicas, incluidos marcadores de fotoafinidad y aminoacidos fotoisomerizables, aminoacidos de fotoreticulacion
(véase, p. €j., Chin, JW., y col. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 11020-11024; and Chin, J.W., y col. (2002) J.
Am. Chem. Soc. 124:9026-27); cetoaminoacidos y aminoacidos glicosilados se ha incorporado con eficiencia y con alta
fidelidad en proteinas en E. coli y en levaduras en respuesta al codon dmbar, TAG, usando esta metodologia. Véase,
por ejemplo, J. W. Chin y col., (2002), Journal of the American Chemical Society 124:9026-902; J. W. Chin, & P. G.
Schultz, (2002), ChemBioChem 3(11):1135-1137; J. W. Chin, y col., (2002), PNAS United States of America 99:11020-
11024; y, L. Wang, & P. G. Schultz, (2002), Chem. Comm., 1:1-11. En estos estudios se ha demostrado que es
introducir de forma selectiva grupos quimicos funcionales que no se encuentran en las proteinas, que son
quimicamente inertes para todos los grupos funcionales que se encuentran en los 20 aminoacidos comunes
codificados genéticamente (es decir, aminoacidos “naturales”) y que pueden usarse para que reaccionen de forma
eficiente y selectiva para formar enlaces covalentes estables.

Los grupos funcionales quimicos que no se encuentran en los aminoacidos naturales incluyen grupos carbonilo, tales
como cetonas y aldehidos, y grupos hidroxilamina. Un resto de hidroxilamina reacciona con un grupo carbonilo tal
como una cetona o un aldehido para formar una oxima relativamente estable; por tanto, este apareamiento
(hidroxilamina con un grupo carbonilo) proporciona un medio para funcionalizar adicionalmente polipéptidos de
aminoacidos no naturales. Un ejemplo de dicho apareamiento se muestra a continuacion:
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Por ejemplo, cuando un resto de hidroxilamina o un grupo carbonilo se incorpora en un polipéptido de aminoacidos no
naturales y se hace reaccionar con un reactivo que contiene dicho otro miembro del par, el polipéptido de aminoacidos
no naturales se puede funcionalizar con el reactivo a través de la formacién de un grupo oxima. Aunque compatible
para reacciones de funcionalizacién de proteinas, la reaccion estandar de formaciéon de oxima se puede convertir en
mas eficiente, lo que permitiria, por ejemplo, el uso de cantidades menores de reactantes y reduciria el tiempo hasta la
finalizacion de la reaccion. Por tanto, el desarrollo de un acelerador es altamente deseable.

Il. Vision general

La figura 1 es una forma de realizacion de las composiciones, procedimientos y técnicas que se describen en el
presente documento. Se selecciona un compuesto que contiene carbonilo para la reaccién con un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima. El compuesto que contiene carbonilo incluye
aminoacidos no naturales, polipéptidos, oligonucleétidos, polimeros (incluidos, s6lo a modo de ejemplo, polietilenglicol),
reactivos, grupos enlazadores, grupos que comprenden otra funcionalidad y combinaciones de los mismos; la presente
divulgacion proporciona numerosos ejemplos de grupos que comprenden ofra funcionalidad. El compuesto que
contiene hidroxilamina incluye aminoacidos no naturales, polipéptidos, oligonucleétidos, polimeros (incluidos, a modo
de ejemplo, polietilenglicol), reactivos, grupos enlazadores, grupos que comprenden otra funcionalidad y
combinaciones de los mismos; la presente divulgacién proporciona numerosos ejemplos de grupos que comprenden
otra funcionalidad. El compuesto que contiene oxima incluye aminoacidos no naturales, polipéptidos, oligonucleotidos,
polimeros (incluidos, sélo a modo de ejemplo, polietilenglicol), reactivos, grupos enlazadores, grupos que comprenden
otra funcionalidad y combinaciones de los mismos; la presente divulgacion proporciona numerosos ejemplos de grupos
que comprenden otra funcionalidad. A la mezcla de reaccion del compuesto que contiene hidroxilamina y el compuesto
que contiene carbonilo se afiade un acelerador, en el que el acelerador tiene al menos una de las propiedades
siguientes: (a) incrementa la velocidad de la reaccién entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que el incremento de la velocidad es
respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (b) disminuye la energia de activacion de la reaccion entre un
compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene
oxima, en el que la disminucién de la energia de activacion es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (c)
incrementa el rendimiento de un compuesto que contiene oxima de la reaccion de un compuesto que contiene
carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el incremento del rendimiento es respecto a la
reaccion en ausencia del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual un compuesto que contiene carbonilo
reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la
disminucion de la temperatura es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (e) disminuye el tiempo necesario
para reaccionar un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para
formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién del tiempo es respecto a la reaccién en ausencia
del acelerador; (f) disminuye la cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto oxima en un polipéptido de
aminodcidos no naturales, en el que la disminucion de la cantidad de reactivos es respecto a la reaccion en ausencia
del acelerador; (g) disminuye los productos secundarios resultantes de la reaccion de un compuesto que contiene
carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la
disminucion de los productos secundarios es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (h) no destruye de
forma irreversible la estructura terciaria de un polipéptido sometido a una reaccién de formacion de oxima en presencia
de un acelerador (a excepcidn de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria); (i) se
puede separar de un compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la reaccién de un compuesto que contiene
carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina. En una forma de realizacién adicional, el acelerador no tiene
ninguna de las propiedades mencionadas con anterioridad. Opcionalmente se someten a ensayo varios aceleradores
descritos en el presente documento y se selecciona un acelerador en base a su posesioén de al menos una de las
propiedades mencionadas con anterioridad. Opcionalmente, las caracteristicas de reaccion (p. €j., rendimiento de
compuesto que contiene oxima) pueden optimizarse adicionalmente mediante al menos uno de los siguientes: (a)
variar la cantidad de acelerador, (b) variar la cantidad de compuesto que contiene carbonilo, (c) variar la cantidad de
compuesto que contiene hidroxilamina, (d) variar la temperatura de la reaccién, (e) variar el pH de la reaccion y (f)
variar el disolvente de la mezcla de reaccion. Opcionalmente, se someten a ensayo aceleradores adicionales en una
condicidon de reaccion optimizada o se invierten las etapas de seleccién y optimizacion o las etapas de seleccion y
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optimizacién se repiten de un modo reiterativo. El compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene
hidroxilamina se hacen reaccionar en presencia del acelerador para formar el compuesto que contiene oxima.
Opcionalmente, el progreso de la reaccion se monitoriza a través de un medio de deteccion, incluida, a modo de
ejemplo, la cromatografia. EI compuesto que contiene oxima resultante de la reacciéon de un compuesto que contiene
carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina en presencia de un acelerador puede opcionalmente aislarse,
purificarse y caracterizarse. El acelerador se puede eliminar del compuesto que contiene oxima mediante varios
procedimientos, incluidos, s6lo a modo de ejemplo, filtracion, técnicas al vacio, cromatografia, bioseparacion basada en
membrana, electroforesis, precipitacion del compuesto que contiene oxima, destilacion o una combinacién de los
mismos. Por tanto, en una forma de realizacion descrita en el presente documento, los aceleradores se pueden retirar
al vacio del material que contiene oxima; no obstante, en otras formas de realizacion descritas en el presente
documento, los aceleradores se pueden retirar usando cualquiera (o cualquier combinacion) de los procedimientos
mencionados con anterioridad. Aislamiento y purificacion significa la eliminacién de al menos algin compuesto que no
contiene oxima de los materiales en la mezcla de reaccion.

A un nivel, en el presente documento se describen las herramientas (procedimientos, composiciones, técnicas) para
crear y usar un polipéptido que comprende al menos un aminoacido no natural o un aminoacido no natural modificado
con un grupo oxima formado en presencia de un acelerador (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). Dichos aminoacidos no naturales pueden contener otra
funcionalidad, incluida una funcionalidad deseada.

También se describen en el presente documento aminoacidos no naturales que tienen o que se pueden modificar para
que contengan un resto de oxima formada en presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque
tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En este
aspecto se incluyen procedimientos para producir, purificar, caracterizar y usar dichos aminoacidos no naturales. En
otro aspecto descrito en el presente documento hay procedimientos, estrategias y técnicas para incorporar en un
polipéptido al menos uno de dichos aminoacidos non naturales. En este aspecto también se incluyen procedimientos
para producir, purificar, caracterizar y usar dichos polipéptidos que contienen al menos uno de dichos aminoacidos no
naturales. También se incluyen en este aspecto composiciones y procedimientos para producir, purificar, caracterizar y
usar A un polinucledtidos (incluidos ADN y ARNI que se pueden usar para producir, al menos en parte, un polipéptido
que contiene al menos un aminoacido no natural que puede reaccionar, en presencia de un acelerador (aunque tal
reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento) para formar un
polipéptido de aminoacidos no naturales que contienen oxima, incluido un polipéptido que se haya modificado. En este
aspecto también se incluyen composiciones y procedimientos para producir, purificar, caracterizar y usar células que
pueden expresar dichos polipéptidos que se pueden usar para producir, al menos en parte, un polipéptido que contiene
al menos un aminoacido no natural.

También se incluyen dentro del alcance de los procedimientos, composiciones, estrategias y técnicas descritos en el
presente documento aceleradores para hacer reaccionar un reactivo con un aminoacido no natural (que contiene un
grupo carbonilo o dicarbonilo, un grupo hidroxilamina o formas protegidas de los mismos) que es parte de un
polipéptido de modo que se produzcan alguna de las modificaciones postraduccionales mencionadas con anterioridad.
En general, el polipéptido de aminoacidos no naturales modificado postraduccionalmente resultante contendra al
menos un grupo oxima; el polipéptido de aminoacidos no naturales modificado que contiene oxima puede someterse a
reacciones de modificacion posteriores. En este aspecto también se incluyen procedimientos para seleccionar,
producir, optimizar, purificar, caracterizar y usar dichos aceleradores que se pueden usar con cualquier modificacion
postraduccional de dicho(s) aminoacido(s) no natural(es).

El polipéptido que contiene aminoacidos no naturales puede contener al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, o diez o mas
aminoacidos no naturales que contienen un grupo oxima (o formas protegidas o enmascaradas de los mismos), en el
que se produjo al menos un grupo oxima en presencia de los aceleradores descritos en el presente documento, v,
ademas, dicho polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene oxima puede contener, opcionalmente, al menos
un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene un grupo carbonilo o dicarbonilo, un grupo hidroxilamina o
formas protegidas de los mismos. Los aminoacidos no naturales pueden ser iguales o diferentes, por ejemplo puede
haber 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas sitios diferentes en la proteina que
comprenden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas aminoacidos no naturales
diferentes. En ciertas formas de realizacién, al menos uno, pero menos que todos, de un aminoacido concreto presente
en una version natural de la proteina esta sustituido con un aminoacido no natural.

Los procedimientos y composiciones de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento proporcionan
conjugados de sustancias que tienen una amplia variedad de grupos funcionales (siempre que al menos un conjugado
esté quimicamente unido a un aminoacido no natural a través de un grupo oxima formado en presencia de los
aceleradores descritos en el presente documento), sustituyentes o restos, con otras sustancias, incluida, entre otras,
una funcionalidad deseada.
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En otro aspecto de las composiciones, procedimientos, técnicas y estrategias descritos en el presente documento
estan los procedimientos para estudiar o usar cualquiera de los polipéptidos de aminoacidos non naturales
(modificados) mencionados con anterioridad. En este aspecto se incluyen, a modo de ejemplo, la produccién
terapéutica, diagnéstica, en base a ensayos, industrial, cosmética, de biologia vegetal, ambiental, producciéon de
energia y/o usos militares que se beneficiarian de un polipéptido que comprende un polipéptido o proteina de
aminoacidos no naturales (modificado).

lll. Modificaciones postraduccionales de componentes de aminoacidos no naturales de un polipéptido en
presencia de al menos un acelerador

Se han desarrollado composiciones, técnicas y estrategias para la incorporacion especifica de sitio de aminoacidos no
naturales durante la traduccion in vivo de proteinas. Incorporando un aminoacido no natural con una quimica de
cadena lateral que es ortogonal con la de los aminoacidos naturales, esta tecnologia posibilita la obtencion mediante
derivacion especifica de sitio de proteinas recombinantes. Como resultado, una ventaja fundamental de los
procedimientos, composiciones, técnicas y estrategias descritos en el presente documento es que las proteinas
obtenidas mediante derivacién se pueden preparar ahora como productos homogéneos definidos. No obstante, los
procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, técnicas y estrategias descritos en el presente documento que
implican un acelerador no estan limitados a polipéptidos de aminoacidos no naturales formados mediante técnicas de
traduccién in vivo de proteinas, sino que incluyen polipéptidos de aminoacidos no naturales formados mediante
cualquier técnica, incluidas, solo a modo de ejemplo, union de proteinas expresadas, sintesis quimica, técnicas
basadas en ribozimas (Véase, por ejemplo, la seccién del presente documento titulada “Expresion en sistemas
alternativos”). Por comodidad, la frase “modificacion postraduccional”, cuando esta dirigida al uso de un acelerador
para formar un enlace oxima en un polipéptido de aminoacidos no naturales, incluye polipéptidos de aminoacidos no
naturales formados mediante cualquier técnica, incluida cualquier técnica in vivo e in vitro, tales como las descritas en
el presente documento y conocidas por los expertos habituales en la técnica.

La capacidad para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas recombinantes expande ampliamente las
quimicas que pueden implementarse para derivacion. Mas especificamente, la derivaciéon de proteinas para formar un
enlace oxima en una porcion de aminoacido no natural de un polipéptido ofrece varias ventajas. En primer lugar, los
aminoacidos naturales, en general, no forman enlaces oxima y, por tanto, los reactivos disefiados para formar enlaces
oxima reaccionaran de forma especifica de sitio con el componente aminoacido no natural del polipéptido (suponiendo,
por supuesto, que el aminoacido no natural y el correspondiente reactivo se hayan disefiado para formar un enlace
oxima), por tanto, la capacidad para obtener proteinas mediante derivacion de forma selectiva de sitio proporciona un
unico producto homogéneo en oposicion a las mezclas de proteinas obtenidas por derivacién producidas usando la
tecnologia de la técnica anterior. En segundo lugar, los aductos de oxima son estables en condiciones bioldgicas, lo
que sugiere que las proteinas obtenidas por derivacion mediante intercambio de oxima son candidatos validos para
aplicaciones terapéuticas. En tercer lugar, la estabilidad del enlace oxima resultante se puede manipular en base a la
identidad (es decir, los grupos funcionales y/o la estructura) del aminoacido no natural en el que se ha formado el
enlace oxima. Por tanto, en algunas formas de realizacion, el enlace oxima del polipéptido de aminoacidos no naturales
tiene una semivida de descomposicion inferior a una hora, en otras formas de realizacién inferior a 1 dia, en otras
formas de realizacion inferior a 2 dias, en otras formas de realizacion inferior a 1 semana y en otras formas de
realizacion mas de 1 semana. En otras formas de realizacion mas, la oxima resultante es estable durante al menos dos
semanas en condiciones levemente acidas, en otras formas de realizacion la oxima resultante es estable durante al
menos 5 dias en condiciones levemente acidas. En otras formas de realizacién, el polipéptido de aminoacidos no
naturales es estable durante al menos 2 dia a un pH entre aproximadamente 2 y 8; en otras formas de realizacion, en
un pH entre aproximadamente 2 a 6; formas de realizacién, en un pH entre aproximadamente 2 a 4. En otras formas de
realizacién, usando las estrategias, procedimientos, composiciones y técnicas descritos en el presente documento, un
experto habitual en la técnica podra sintetizar un enlace oxima en un polipéptido de aminoacido no natural con una
semivida de descomposiciéon ajustada a las necesidades de dicho experto (p. €j., un uso terapéutico tal como la
liberacién sostenida, o un uso diagnéstico o un uso industrial o un uso militar).

La formacién de un aminoacido no natural que contiene oxima o un polipéptido de un aminoacido no natural a partir de
la reaccion de (a) un aminoécido no natural que contiene carbonilo o un polipéptido de aminoéacidos no naturales que
contiene carbonilo y un reactivo que contiene hidroxilamina, o (b) un aminoacido no natural que contiene hidroxilamina
0 un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene hidroxilamina y un reactivo que contiene carbonilo, se
puede potenciar mediante la adicién de un acelerador a la mezcla de reaccion. Un acelerador es un compuesto tiene al
menos una de las propiedades siguientes: (a) incrementa la velocidad de la reaccion entre un compuesto que contiene
carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que el
incremento de la velocidad es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (b) disminuye la energia de activacion
de la reaccion entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un
compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién de la energia de activaciéon es respecto a la reaccion en
ausencia del acelerador; (c) incrementa el rendimiento de un compuesto que contiene oxima de la reaccion de un
compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el incremento del
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rendimiento es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual un compuesto
que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene
oxima, en el que la disminucion de la temperatura es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (e) disminuye
el tiempo necesario para reaccionar un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene
hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién del tiempo es respecto a la
reaccion en ausencia del acelerador; (f) disminuye la cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto oxima
en un polipéptido de aminoacidos no naturales, en el que la disminucién de la cantidad de reactivos es respecto a la
reaccion en ausencia del acelerador; (g) disminuye los productos secundarios resultantes de la reaccion de un
compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que
contiene oxima, en el que la disminucion de los productos secundarios es respecto a la reacciéon en ausencia del
acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura terciaria de un polipéptido sometido a una reaccion de
formacion de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es
destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la
reaccién de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de
realizacion, el acelerador tiene al menos dos de las propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las
propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las
propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las
propiedades mencionadas con anterioridad o todas las propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de
realizacién adicional, el acelerador no tiene ninguna de las propiedades mencionadas con anterioridad.

El uso de un acelerador incluye el uso de un Unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, la proporcion molar
entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1,
incluidos, unicamente a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, solo a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, el acelerador
incluye compuestos que sustancialmente se pueden eliminar al vacio del compuesto que contiene oxima resultante.
Ademas, el acelerador incluye compuestos que contienen un resto de diamina, un resto de semicarbazida, una
hidrazina o un resto de hidrazida. Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacidn mencionados con
anterioridad, el acelerador se selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de
oxoamina y compuestos que tienen las estructuras siguientes:

Ry

RXMM‘-N- Rz
H

. H H H H
H H N S .-N N H fN
_N NS HNT N HNTY HeN
HaN™ > \NH \g/ H jé/ 0 0

NH

N._NH N NH N | H N ,@
NN N2 RN jor HaN N‘n’n‘\ HNT YOS H g N -
(0] o oo o

en las que Ry, Ry y R, se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Ly-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Lx-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SOy, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

Aminas aromaticas bifuncionales:
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y en la que el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:

Derivados de oxoamina:

0 o
H H .
Me’g‘o'" me~Vo-Me  ye-No-Et Ma’n‘o’a“ Me’u‘o’ﬁ\ ME'HTU)LNHz M"'H‘OJLH/

Ademas, el acelerador incluye compuestos seleccionados del grupo que consiste en:

.31“'“1]::“! H:ri.’u-‘(!r""' -*':"'FT **:N"E'lﬁor.’I H:H'ﬁ‘s u,nj,‘a,

’

en la que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Ly-H, Lyx-alquilo, Ly-arilo, Lx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera
de los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.

Los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos con anterioridad son Utiles para, entre los que incluyen
terapéuticas, diagndsticos, enzimas catalizadoras, enzimas catalizadoras, enzimas industriales, proteinas de union
(incluidos anticuerpos y fragmentos de anticuerpo), e, incluidos, entre otros, el estudio de la estructura y la funcion de
las proteinas. Véase, por ejemplo, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure and
Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4:645-652. Otros usos para los polipéptidos de aminoacidos no
naturales descritos con anterioridad incluyen, solo a modo de ejemplo, usos basados en ensayos, cosméticos, biologia
vegetal, ambientales, produccion de energia y/o militares. No obstante, los polipéptidos de aminoacidos no naturales
descritos con anterioridad pueden sufrir otras modificaciones de modo que puedan incorporar funcionalidades nuevas o
modificadas, incluida la manipulacién de la eficacia terapéutica del polipéptido, mejorando el perfil de seguridad del
polipéptido, ajustando la farmacocinética, la farmacologia y/o la farmacodinamica del polipéptido (p. €j., incremento de
la solubilidad en agua, biodisponibilidad, incremento de la semivida en suero, incremento de la semivida terapéutica,
modulaciéon de la inmunogenicidad, modulacién de la actividad biolégica o extensiéon del tiempo de circulacion),
proporcionando la funcionalidad adicional al polipéptido, incorporando un indicador, marcador o sefial detectable en el
polipéptido, facilitando las propiedades de aislamiento del polipéptido y cualquier combinacion de las modificaciones
mencionadas con anterioridad.

Los procedimientos, composiciones, estrategias y técnicas descritas en el presente documento no se limitan a un tipo,
clase o familia concretas de polipéptidos o proteinas. De hecho, casi todos los polipéptidos pueden incluir al menos un
aminoacido no natural descrito en el presente documento. A modo de ejemplo, el polipéptido puede ser homologo a
una proteina terapéutica seleccionada del grupo que consiste en: alfa-1-antitripsina, angiostatina, factor antihemolitico,
anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, apolipoproteina, apoproteina, factor natriurético auricular, polipéptido natriurético,
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péptido atrial, quimioquina C-X-C, T39765, NAP-2, ENA-78, gro-a, gro-b, gro-c, IP-10, GCP-2, NAP-4, SDF-1, PF4,
MIG, calcitonina, ligando c-kit, citoquina, CC qumioquina, proteina 1 quimioatractiva de monocitos, proteina-2
quimioatractiva de monocitos, proteina-3 quimioatractiva de monocitos, proteina 1 alfa inflamatoria de monocitos,
proteina 1 beta inflamatoria de monocitos, RANTES, 1309, R83915, R91733, HCCI, T58847, D31065, T64262, CD40,
ligando CD40, ligando c-kit, colageno, factor estimulante de colonias (CSF), factor del complemento 5a, inhibidor del
complemento, receptor del complemento 1, citoquina, péptido 78 epitelial activador de neutrofilos, MIP-16, MCP-1,
factor de crecimiento epidérmico (EGF), péptido epitelial activador de neutrdéfilos, eritropoyetina (EPO), toxina exfoliante,
Factor IX, Factor VI, Factor VIII, Factor X, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), fibrindgeno, fibronectina,
proteina del haz de cuatro hélices, GCSF, glp-1, GM-CSF, glucocerebrosidasa, gonadotropina, factor de crecimiento,
receptor del factor de crecimiento, grf, proteina hedgehog, hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (hGF),
hirudina, hormona de crecimiento humana (hGH), seroalbimina humana, ICAM-1, receptor de ICAM-1, LFA-1, receptor
de LFA-1, insulina, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), IGF-I, IGF-Il, interferon (IFN), IFN-alfa, IFN-beta,
IFN-gamma, cualquier molécula similar al interferon o miembro de la familia de los IFN, interleucina (IL), IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), lactoferrina, factor
inhibidor de leucemia, luciferasa, neurturina, factor inhibidor de neutréfilos (NIF), oncostatina M, proteina osteogénica,
producto de oncogenes, paracitonina, hormona paratiroidea, PD-ECSF, PDGF, hormona peptidica, pleiotropina,
proteina A, proteina G, pth, exotoxina a pirogénica, exotoxina B pirogénica, exotoxina C pirogénica, pyy, relaxina,
renina, SCF, proteina biosintética pequefa, receptor | soluble del complemento, I-CAM 1 soluble, receptor soluble de
interleucina, receptor soluble de TNF, somatomedina, somatostatina, somatotropina, estreptoquinasa, superantigenos,
enterotoxina de estafilococos, enterotoxina, FLT, SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, receptor de hormonas
esteroides, superdxido dismutasa, toxina del sindrome del shock téxico, timosina alfa 1, activador del plasminégeno
tisular, factor de crecimiento tumoral (TGF), factor de necrosis tumoral, factor alfa de necrosis tumoral, factor beta de
necrosis tumoral, receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), proteina VLA-4, proteina VCAM-1, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), uroquinasa, mos, ras, raf, met, p53, tat, fos, myc, jun, myb, rel, receptor de
estrogenos, receptor de progesterona, receptor de testosterona, receptor de aldosterona, receptor de LDL y
corticosterona. El polipéptido de aminoacidos no naturales puede también ser homdélogo a cualquier polipéptido
miembro de la familia de supergenes de la hormona de crecimiento.

Dichas modificaciones incluyen la incorporacion de otra funcionalidad en el componente de aminoacido no natural del
polipéptido, incluida una funcionalidad deseada.

Por tanto, a modo de ejemplo un polipéptido de aminoacido no natural que contiene uno cualquiera de los aminoacidos
siguientes puede modificarse adicionalmente en presencia de los aceleradores descritos en el presente documento
usando los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento:

(@)

R
Rs A J
1 \B/ \R
R R,
1\N/-
H Ry
O M

en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o aralquileno sustituido.

B es opcional y, cuando esta presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno inferior,
alquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
inferior sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno sustituido), -C(S)-, C(S)-
(alquileno o alquileno sustituido), -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’) CO-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -N(R’)C(O)0O-, -S(O)xN(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-, -N(R’)C(S)N(R’)-, -N(R’) S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -
C(R’)=N-N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R)2>-N=N- y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en las que cada R’ es, de forma independiente, H,
alquilo o alquilo sustituido;
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R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido; cada R” es, de forma independiente, H, alquilo,
alquilo sustituido o un grupo protector, o cuando hay mas de un grupo R", dos R" forman, opcionalmente, un
heterocicloalquilo;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina; y

R2 es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina;

cada uno de Rz y R4 es, de forma independiente, H, halégeno, alquilo inferior,

o alquilo inferior sustituido, o Rz y R4

o dos grupos Rz forman, opcionalmente, un cicloalquilo

o un heterocicloalquilo; o los grupos A-B-J-R juntos forman un cicloalquilo biciclico o triciclico

o heterocicloalquilo que comprende al menos un grupo carbonilo, incluidos un grupo dicarbonilo, grupo carbonilo
protegido, incluido un grupo dicarbonilo protegido,

0 un grupo carbonilo enmascarado, incluir un grupo dicarbonilo enmascarado;

o el grupo —J-R juntos forma un cicloalquilo o heterocicloalquilo monociclico o biciclico que comprende al menos un
grupo carbonilo, incluidos un grupo dicarbonilo, grupo carbonilo protegido, incluido un grupo dicarbonilo protegido,

0 un grupo carbonilo enmascarado, incluir un grupo dicarbonilo enmascarado;

(b)

Iz

en la que:

R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina; y
R2 es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina; y

cada R; se selecciona, de forma independiente, del grupo que consiste en H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, -
N(R’)2, - C (O)R’ en los que k es 1, 2 0 3, -C(O)N(R')2, -OR’ y -S(O)R’, en los que cada R’ es, de forma independiente,
H, alquilo o alquilo sustituido.
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en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o aralquileno sustituido.

B es opcional y, cuando esta presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno inferior,
alquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior, heteroalquileno
inferior sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno sustituido), -C(S)-, C(S)-
(alquileno o alquileno sustituido), -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’) CO-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -N(R’)C(O)O-, -S(O)kN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -N(R)C(S)N(R’)-, -N(R’) S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -
C(R’)=N-N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R)2>-N=N- y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en las que cada R’ es, de forma independiente, H,
alquilo o alquilo sustituido;

K es -NRsR7 0 -N=CR¢Ry7;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina; y
R> es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina;

cada uno de Rz y R4 es, de forma independiente, H, halégeno, alquilo inferior o alquilo inferior sustituido, o Rz y R4 0
dos grupos R3 forman, opcionalmente, un cicloalquilo o un heterocicloalquilo;

Cada uno de R6 y R7 se selecciona, de forma independiente, del grupo que consiste en H, alquilo, alquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, 6xido de polialquileno, 6xido de polialquileno sustituido, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, alcarilo, alcarilo sustituido, aralquilo y aralquilo sustituido, -C(O)R", -
C(O)2R", -C(O)N(R")2, donde cada R” es, de forma independiente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, alcarilo, alcarilo sustituido, aralquilo,

o aralquilo sustituido, 0 Rs y Ry es L-X, en la que X es se selecciona del grupo que consiste en una funcionalidad
deseada y L es opcional y, cuando esta presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno,
alquileno sustituido, alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -S(O)«-, en la que k es 1, 2 o0 3, -S(O)x(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
N(R)CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-, -S(O)-N(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-, -N(R)C(S)N(R’)-, -
N(R’)S(OXN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-N(R’)-, -C(R’)=NN=, -C(R’)>-N=N- y -C(R’)>-N(R’)-N(R’)-, en las que
cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;

(d)

-0 0
P8
]
AN R

RN C(O)R, (000
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en la que;

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,

cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno inferior,

heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
5 heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o aralquileno sustituido.

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido;

R, es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o
10 polinucleétido;

X1 es C, S, 0 S(O); y L es alquileno, alquileno sustituido, N(R’)(alquileno) o N(R’)(alquileno sustituido), en los que cada
R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido; o

(e)

* R O
R; \( _
R, X P M\fo
T3
R
H

0 (XXXX),

15 en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o aralquileno sustituido;

20  Mes -C(Rq)-,

®) ®) ®) ®)
r T T T
sz? / g(b) E /C=C\‘——g ®) /C<—O E '??7 /c s—é ®)
@5 R R @ R @% R L@
() . (®) -
N T A S
\ e
(l: el m /c=c——§ (b) o——c——g ®) S‘—T—E ®)
Ra/ \R4 }JJ Ry ‘.n.lr\.r‘ u\L\ -
@ . @ @ @

En las que (a) indica la union al grupo A y (b) indica la unién a los respectivos grupos carbonilo, Rz y R4 se
escogen, de forma independiente, de H, haldgeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido,
25 0 R3 y R4 0 dos grupos R3 o dos grupos R4 forman, opcionalmente, un cicloalquilo o un heterocicloalquilo;
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R es H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

T3 es un enlace, C(R)(R), O, 0 S, y R es H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo
sustituido;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido; y

R es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucledtido.

En un aspecto de los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento son composiciones que
incluyen al menos una proteina con al menos uno, incluidos, entre otros, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro,
al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve o al menos diez o0 mas aminoacidos no
naturales que se han modificado postraduccionalmente. Los aminoacidos no naturales modificados
postraduccionalmente pueden ser iguales o diferentes, incluidos, entre otros, puede haber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas sitios diferentes en la proteina que comprenden 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas aminoacidos no naturales diferentes modificados postraduccionalmente. En
otro aspecto, una composicion incluye una proteina con al menos uno, pero menos que todos, de un aminoacido
concreto presente en la proteina esta sustituido con el aminoacido no natural modificado postraduccionalmente. Para
una proteina dada con mas de un aminoacido no natural modificado postraduccionalmente, los aminoacidos no
naturales modificados postraduccionalmente pueden ser idénticos o diferentes (que incluye, aunque no se limita a ello,
la proteina puede incluir dos o mas tipos diferentes de aminoacidos no naturales modificados postraduccionalmente o
puede incluir dos de los mismos aminoacidos no naturales modificados postraduccionalmente). Para una proteina dada
con mas de dos aminodacidos no naturales modificados postraduccionalmente, los aminoacidos no naturales
modificados postraduccionalmente pueden ser iguales, diferentes o una combinacién de un multiple aminoacido no
natural modificado postraduccionalmente del mismo tipo con al menos aminoacido no natural diferente modificado
postraduccionalmente.

A. Procedimientos para modificar postraduccionalmente los polipéptidos de aminoacidos no naturales en
presencia de al menos un acelerador: Reacciones de aminodcidos no naturales que contienen carbonilo con
reactivos que contienen hidroxilamina

Las cadenas laterales de los aminoacidos naturales carecen de sitios altamente electrofilos. Por tanto, la incorporacion
de un aminoacido no natural con una cadena lateral que contiene electrofilo, incluido, solo a modo de ejemplo, un
aminoacido que contiene un grupo carbonilo o dicarbonilo tal como cetona, posibilita la obtencion mediante derivacion
especifica de sitio de esta cadena lateral a través de ataque nucleofilico del grupo carbonilo o dicarbonilo. En el caso
en el que el nucledfilo atacante sea una hidroxilamina, se generara una proteina derivada de oxima. Los
procedimientos para obtener mediante derivacion y/o modificacion adicional se pueden realizar con un polipéptido que
se ha purificado antes de la etapa de derivacion o después de la etapa de derivacién. Ademas, la etapa de derivacion
se puede producir en condiciones levemente acidas o ligeramente basicas, incluidas, a modo de ejemplo, entre un pH
de aproximadamente 2-8 o entre un pH de aproximadamente 4-8.

La formacién de un aminoacido no natural que contiene oxima o un polipéptido de un aminoacido no natural a partir de
la reaccion de un aminoacido no natural que contiene carbonilo o un polipéptido de aminoacidos no naturales que
contiene carbonilo y un reactivo que contiene hidroxilamina se puede potenciar mediante la adicion de un acelerador a
la mezcla de reaccion. Un acelerador es un compuesto tiene al menos una de las propiedades siguientes: (a)
incrementa la velocidad de la reaccidon entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene
hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que el incremento de la velocidad es respecto a la
reaccion en ausencia del acelerador; (b) disminuye la energia de activacion de la reaccion entre un compuesto que
contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el
que la disminucion de la energia de activacion es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (c) incrementa el
rendimiento de un compuesto que contiene oxima de la reaccidon de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el incremento del rendimiento es respecto a la reaccién en ausencia
del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto
que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de la temperatura
es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (e) disminuye el tiempo necesario para reaccionar un compuesto
que contiene carbonilo reacciona con un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que
contiene oxima, en el que la disminucion del tiempo es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (f) disminuye
la cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto oxima en un polipéptido de aminoacidos no naturales, en
el que la disminucion de la cantidad de reactivos es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (g) disminuye
los productos secundarios resultantes de la reaccién de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién de los productos
secundarios es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura
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terciaria de un polipéptido sometido a una reaccion de formacién de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion
de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un
compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de realizacién, el acelerador tiene al menos dos de las
propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las
propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las
propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las propiedades mencionadas con anterioridad o todas las
propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de realizacion adicional, el acelerador no tiene ninguna de
las propiedades mencionadas con anterioridad.

El uso de un acelerador incluye el uso de un Unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, la proporcién molar
entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1,
incluidos, unicamente a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8.1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, solo a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, el acelerador
incluye compuestos que sustancialmente se pueden eliminar al vacio del compuesto que contiene oxima resultante.
Ademas, el acelerador incluye compuestos que contienen un resto de diamina, un resto de semicarbazida, una
hidrazina o un resto de hidrazida.

Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se
selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de oxoamina y compuestos que
tienen las estructuras siguientes:

Ry-
N R,
H
H H H H
H H N ~ N N_H N
N SN HNTYT TN HNTYT HaN
N 2 2
HaN H o H o 0 0
H H , H
N _NH; | N__NH, i H H R ;,@
HaN T HaN Y H,N" \n/ ~ HZN"N\H/O\ HZN"st\/ HoN™ S
NH O s o oo 00 >

en las que Ry, Ry y R, se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Ly-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SOy, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

Aminas aromaticas bifuncionales:

o | " l'bi!
OH SH NH, COOH N ~
@E C[ (I '
NHa NH, NH; NH; NH2 H
- ) NH3
N 1 HaN O
NH H
= > NH, N NH, J:]‘ = 2 \> HzﬂYN HzNYNI S\ ;\?
| P | = L N. = N \ f; N--: HzN
N~ “NH, NT NH, NH; NH, , H N

y en la forma de realizacion adicional, el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:

Derivados de oxoamina:
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T B U S e
_N< Ny ~
Me’N‘O'H I!.nte'N“(,‘l’Me I'HF-"M'O'El l'the’N“O'Brl Me’N‘OJl\ Me”™ “0” "NH, Me” O F{
Ademas, el acelerador incluye compuestos seleccionados del grupo que consiste en:
H H ] H H Ry
t“ “ ’N H ? ,H ‘.“ H
Han N O D T T L PR T
NH 0 0 0

en las que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera
de los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademéas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.

Un procedimiento de obtencién de proteina mediante derivacion basado en la reacciéon de una proteina que contiene
carbonilo o dicarbonilo con una molécula sustituida con hidroxilamina tiene distintas ventajas. En primer lugar, las
hidroxilaminas sufren condensacidon con compuestos que contienen carbonilo o dicarbonilo en un pH entre
aproximadamente 2 y 8 (y, en otras formas de realizaciéon, en un pH entre aproximadamente 4 y 8) para generar
aductos de oxima. En estas condiciones, las cadenas laterales de los aminoacidos naturales no son reactivas. En
segundo lugar, dicha quimica selectiva hace posible la obtencién mediante derivacion especifica de sitio de proteinas
recombinantes: las proteinas derivadas pueden prepararse ahora como productos homogéneos definidos. En tercer
lugar, las condiciones leves necesarias para efectuar la reaccion de las hidroxilaminas descritas en el presente
documento con los polipéptidos que contienen carbonilo o dicarbonilo descritos en el presente documento, en general,
no destruyen de forma irreversible la estructura terciaria del polipéptido (a excepcion de, por supuesto, cuando el
proposito de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria). Por ultimo, aunque el amino con el grupo hidroxilamina
parece estar metabolizado por E. coli, la condensacion de las hidroxilaminas con moléculas que contienen carbonilo o
dicarbonilo genera aductos de oxima que son estables en condiciones bioldgicas.

A modo de ejemplo, los siguientes aminoacidos no naturales son el tipo de aminoacidos que contienen carbonilo o
dicarbonilo que son reactivos con los reactivos que contienen hidroxilamina descritos en el presente documento para
formar un aminoacido no natural que contiene oxima o un polipéptido en presencia de un acelerador descrito en el
presente documento (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento):

0 @

en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno
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inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno,
arileno sustituido, heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o
aralquileno sustituido.

B es opcional y, cuando esta presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno
inferior, alquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno
sustituido), -C(S)-, C(S)-(alquileno o alquileno sustituido), -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
N(R’) CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-, -S(O)kN(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-, -N(R")C(S)N(R’)-, -
N(R’) S(O)N(R’)-, -N(R)-N=, -C(R’)=N-, -C(R")=N-N(R’)-, -C(R’)=N-N=, -C(R’)>-N=N- y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en
las que cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;

Jes
R" R" R"
o 2 s L & or SR |
s SN 12% N
, o , A r‘:f’ ; M _r"r’ i “L"L, O ’
o, R
W

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

cada R” es, de forma independiente, H, alquilo, alquilo sustituido, o un grupo protector, o cuando hay mas de un
grupo R", dos R" forman, opcionalmente, un heterocicloalquilo;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina; y
R: es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina;

cada uno de Rz y R4 es, de forma independiente, H, halégeno, alquilo inferior o alquilo inferior sustituido, 0 Rs y
R4 o dos grupos Rs3 forman, opcionalmente, un cicloalquilo o un heterocicloalquilo;

o los grupos A-B-J-R juntos forman un cicloalquilo o heterocicloalquilo biciclico o triciclico que comprende al
menos un grupo carbonilo, incluidos un grupo dicarbonilo, un grupo carbonilo protegido, incluido un grupo
dicarbonilo protegido, o un grupo carbonilo enmascarado, incluido un grupo dicarbonilo enmascarado;

o el grupo —J-R juntos forma un cicloalquilo o heterocicloalquilo monociclico o biciclico que comprende al menos
un grupo carbonilo, incluidos un grupo dicarbonilo, grupo carbonilo protegido, incluido un grupo dicarbonilo
protegido, o un grupo carbonilo enmascarado, incluido un grupo dicarbonilo enmascarado.

A modo de ejemplo para los fines mencionados con anterioridad, los compuestos de Férmula (1) incluyen compuestos
que tienen la estructura:
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en la que:
R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina; y
R2 es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina; y
cada Ra se selecciona, de forma independiente, del grupo que consiste en H, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, -N(R’)2, - C (O)kR’ en los que k es 1, 2 0 3, -C(O)N(R’)2, -OR’ y -S(O)R’, en los que cada R’ es, de

forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido.

A modo de ejemplo para los fines mencionados con anterioridad, los compuestos de Férmula (1) incluyen compuestos
que tienen la estructura:

RyHN C(0)R, 0009

en la que;

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno
inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno,
arileno sustituido, heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o
aralquileno sustituido.

R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional y, cuando esté presente, es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido;

R2 es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido;

Xi1es C, S, 0 S(0); y L es un enlace, alquileno, alquileno sustituido, N(R’)(alquileno) o N(R’)(alquileno sustituido),
en los que cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido.

A modo de ejemplo para los fines mencionados con anterioridad, los compuestos de Férmula (1) incluyen compuestos
que tienen la estructura de Férmula (XXXX):
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0 (XXXX),

en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno
inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno,
arileno sustituido, heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o
aralquileno sustituido.

M es -C(R3)-,

®) (b) ®) ®)

e wnr P

TP | ' l |
7 Ci__ C\_g ® / C=C\__ é ®) /,C\——wo-—% ©) A S_é ®)
, (ﬂ)‘% , (a}’ze Ry

(2) Re Ry Ry @ Ry ’
®) ®)
e TR U U
A - o—d—5 @) s—d—$ ®
SuvlLal 5 g
@ @ @ @

En las que (a) indica la union al grupo A y (b) indica la unién a los respectivos grupos carbonilo, Rz y R4 se
escogen, de forma independiente, de H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido,
0 R3 y R4 0 dos grupos R3 o dos grupos R4 forman, opcionalmente, un cicloalquilo o un heterocicloalquilo;

R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

T3 es un enlace, C(R)(R), O, 0 S, y R es H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo
sustituido;

R1 es opcional y, cuando esté presente, es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido;

y

R2 es opcional y, cuando esta presente, es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido.

Los tipos de polipéptidos que comprenden dichos aminoacidos no naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo son
practicamente ilimitados siempre que el aminoacido no natural que contiene carbonilo o dicarbonilo se localice en el
polipéptido, de modo que el reactivo de hidroxilamina pueda reaccionar con el grupo carbonilo o dicarbonilo y no cree
un aminoacido no natural modificado resultante que destruya la estructura terciaria del polipéptido (excepto si, por
supuesto, dicha reaccion es el fin de la reaccion).

A modo de ejemplo, los siguientes reactivos que contienen hidroxilamina son el tipo de reactivos que contienen
hidroxilamina que son reactivos con los aminoacidos no naturales que contienen carbonilo o dicarbonilo descritos en el
presente documento para formar un aminoacido no natural que contiene oxima en presencia de un acelerador descrito
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en el presente documento (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento):

X——L— L——W
il XIX)

en la que:

cada X es, de forma independiente, H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,
alquinilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, alquilalcoxi, alquilalcoxi sustituido, éxido de polialquileno, éxido de
polialquileno sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, alcarilo, alcarilo sustituido,
aralquilo, aralquilo sustituido, -(alquileno o alquileno sustituido)-ON(R")2, -(alquileno o alquileno sustituido)-
C(O)sR", -(alquileno o alquileno sustituido)-SS-(arilo o arilo sustituido), -C(O)R", -C(O)2R", o0 -C(O)N(R")2, donde
cada R" es, de forma independiente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alcoxi,
alcoxi sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, alcarilo, alcarilo sustituido, aralquilo o aralquilo sustituido;

o cada X se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en una funcionalidad deseada;

cada L se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en alquileno, alquileno sustituido,
alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -S(O)«- en el que k es 1, 2 o0 3, -S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -(alquileno o alquileno
sustituido)NR’C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido)-, -O-CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-
, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-,-
N(R)C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), -S(O)xN(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -N(R)C(S)N(R’)-, -N(R")S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-N(R’)-, -C(R")=N-N=, -
C(R)2-N=N-, y -C(R)2-N(R’)-N(R’)-;

L1 es opcional y, cuando esta presente es -C(R’),-NR’-C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), en la que p es 0,
102, cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;

W es N(Rs)2, en la que cada Rg es, de forma independiente, H o un grupo protector de amino; ynes de 1 a 3;
siempre que L-L4-W juntos proporcionen al menos un grupo de hidroxilamina capaz de reaccionar con un grupo
carbonilo (incluido un dicarbonilo) en un aminoacido no natural o un polipéptido de aminoacido no natural
(modificado).

En una forma de realizacion ilustrativa, a una solucion tamponada (pH 2-8) de un polipéptido de aminoacidos no
naturales que contienen carbonilo y un acelerador se afiade un reactivo obtenido mediante derivacion de hidroxilamina.
El polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene oxima resultante se purifica mediante HPLC, FPLC o
cromatografia de exclusién por tamafio.

En otra forma de realizacién o una forma de realizacion ilustrativa alternativa, la proporcion molar de un compuesto de
Férmula (1) y un compuesto de Formula (XIX) es de aproximadamente 1:2; 1:1; 1,5:1; 1,5:2; 2:1; 1:1,5; 2:1,5;0de 1,5 a
2.

En una forma de realizacion, multiples quimicas de enlazadores pueden reaccionar de forma especifica de sitio con un
polipéptido de aminoacidos no naturales sustituido con carbonilo o dicarbonilo para formar un enlace oxima en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En una forma de realizacion, los procedimientos de
enlazador descritos en el presente documento usan enlazadores que contienen la funcionalidad hidroxilamina en al
menos un extremo del enlazador (mono, bi o multifuncional). La condensacién de un enlazador derivado de
hidroxilamina con una proteina sustituida con ceto genera un enlace oxima estable. Enlazadores bi y/o multifuncionales
(p. €j., hidroxilamina con una o mas quimicas de enlace distintas) permiten la conexion especifica de sitio de diferentes
moléculas (p. €j., otras proteinas, polimeros o moléculas pequefias) con el polipéptido de aminoacidos no naturales,
mientras que los enlazadores monofuncionales (sustituidos con hidroxilamina en todos los extremos) facilitan la
dimerizacion u oligomerizacién especifica de sitio del polipéptido de aminoacidos no naturales. Combinando esta
estrategia de enlace con la tecnologia de traduccion in vivo descrita en el presente documento, se hace posible
especificar las estructuras tridimensionales de las proteinas elaboradas quimicamente.

B. Procedimientos para modificar postraduccionalmente los polipéptidos de aminoacidos no naturales en presencia de
al menos un acelerador: Reacciones de aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina con reactivos que
contienen carbonilo
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Las técnicas y composiciones de modificacion postraduccional descritas anteriormente también se pueden usar con
aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina que reaccionan con los reactivos que contienen carbonilo o
dicarbonilo para producir polipéptidos de aminoacidos no naturales que contienen oxima en presencia de un acelerador
descrito en el presente documento (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador
descrito en el presente documento).

La formacién de un aminoacido no natural que contiene oxima o un polipéptido de un aminoacido no natural a partir de
la reaccion de un aminoacido no natural que contiene hidroxilamina o un polipéptido de aminoacidos no naturales que
contiene hidroxilamina y un reactivo que contiene carbonilo se puede potenciar mediante la adicién de un acelerador a
la mezcla de reaccion. Un acelerador es un compuesto tiene al menos una de las propiedades siguientes: (a)
incrementa la velocidad de la reaccion entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene
hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que el incremento de la velocidad es respecto a la
reaccion en ausencia del acelerador; (b) disminuye la energia de activacion de la reaccién entre un compuesto que
contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el
que la disminucion de la energia de activacion es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (c) incrementa el
rendimiento de un compuesto que contiene oxima de la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el incremento del rendimiento es respecto a la reaccién en ausencia
del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto
que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién de la temperatura
es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (e) disminuye el tiempo necesario para reaccionar un compuesto
que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene
oxima, en el que la disminucion del tiempo es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (f) disminuye la
cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto oxima en un polipéptido de aminoacidos no naturales, en el
que la disminucion de la cantidad de reactivos es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (g) disminuye los
productos secundarios resultantes de la reaccién de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de los productos
secundarios es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura
terciaria de un polipéptido sometido a una reaccién de formacion de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion
de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un
compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de realizacion, el acelerador tiene al menos dos de las
propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las
propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las
propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las propiedades mencionadas con anterioridad o todas las
propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de realizacion adicional, el acelerador no tiene ninguna de
las propiedades mencionadas con anterioridad.

El uso de un acelerador incluye el uso de un unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, la proporcion molar
entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1,
incluidos, unicamente a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8.1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, solo a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, el acelerador
incluye compuestos que sustancialmente se pueden eliminar al vacio del compuesto que contiene oxima resultante.
Ademas, el acelerador incluye compuestos que contienen un resto de diamina, un resto de semicarbazida, una
hidrazina o un resto de hidrazida.

Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador se
selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de oxoamina y compuestos que
tienen las estructuras siguientes:
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en las que Ry, Ry y Rz se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Lyx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SO, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

Aminas aromaticas bifuncionales:

H H
/.
©: C: uu, NH, NH; +
NH,
NH NH H vl HN
P! m;*».x ' “*Q;I»»«zuﬁ"x"\y X2
NZ N i Z SNH, un, ﬁj HNT

y en las que el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:
Derivados de oxoamina:

. H w9 Q
2. Ll NV IR N QIR N S N

Ademas, el acelerador incluye compuestos seleccionados del grupo que consiste en:

n,n’ﬂm“"' H,H’H‘g’“? .H;H’H‘t;l/‘. H,H‘B\n’" H:H’n"R. H,uj"n,-

en las que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera
de los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.
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Un procedimiento de obtencién de proteina mediante derivacion basado en la reaccién de una proteina que contiene
hidroxilamina con una molécula sustituida con carbonilo o dicarbonilo tiene distintas ventajas. En primer lugar, las
hidroxilaminas sufren condensacion con compuestos que contienen carbonilo o dicarbonilo en un pH entre
aproximadamente 2 y 8 (y, en otras formas de realizacion, en un pH entre aproximadamente 4 y 8) para generar
aductos de oxima. En estas condiciones, las cadenas laterales de los aminoacidos naturales no son reactivas. En
segundo lugar, dicha quimica selectiva hace posible la obtencién mediante derivacion especifica de sitio de proteinas
recombinantes: las proteinas derivadas pueden prepararse ahora como productos homogéneos definidos. En tercer
lugar, las condiciones leves necesarias para efectuar la reaccion de los reactivos que contienen carbonilo o dicarbonilo
descritos en el presente documento con los polipéptidos que contienen hidroxilamina descritos en el presente
documento, en general, no destruyen de forma irreversible la estructura terciaria del polipéptido (a excepcién de, por
supuesto, cuando el propésito de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria). Por ultimo, aunque el amino con el
grupo hidroxilamina parece estar metabolizado por E. coli, la condensacion de los reactivos que contienen carbonilo o
dicarbonilo con aminoacidos que contienen hidroxilamina genera aductos de oxima que son estables en condiciones
biolégicas.

A modo de ejemplo, los siguientes aminoacidos no naturales son el tipo de aminoacidos que contienen hidroxilamina
que son reactivos con los reactivos que contienen carbonilo o dicarbonilo descritos en el presente documento para
formar un aminoacido no natural que contiene oxima o un polipéptido en presencia de un acelerador descrito en el
presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento):

en la que:

A es opcional y, cuando esta presente, es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior,
cicloalquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno, heteroalquileno
inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno,
arileno sustituido, heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido, aralquileno o
aralquileno sustituido.

B es opcional y, cuando estd presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno
inferior, alquileno inferior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno
sustituido), -C(S)-, C(S)-(alquileno o alquileno sustituido), -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
N(R’) CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-, -S(O)kN(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-, -N(R")C(S)N(R’)-, -
N(R’) S(O)N(R’)-, -N(R)-N=, -C(R’)=N-, -C(R")=N-N(R’)-, -C(R’)=N-N=, -C(R’)>-N=N- y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en
las que cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;

K es NHy;

R1 es opcional y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucleétido;

y

R es opcional y, cuando esta presente, es OH, un éster, un grupo protector, resina, aminoacido, polipéptido o
polinucledtido; cada uno de Rs y R4 es, de forma independiente, H, halégeno, alquilo inferior o alquilo inferior
sustituido, o Rz y R4 0 dos grupos R3 forman, opcionalmente, un cicloalquilo o un heterocicloalquilo;

Los tipos de polipéptidos que comprenden dichos aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina son
practicamente ilimitados siempre que el aminoacido no natural que contiene hidroxilamina se localice en el polipéptido,
de modo que el reactivo que contiene carbonilo o dicarbonilo pueda reaccionar con el grupo hidroxilamina y no cree un
aminoacido no natural modificado resultante que destruya la estructura terciaria del polipéptido (excepto si, por
supuesto, dicha reaccion es el fin de la reaccion).

A modo de ejemplo, los siguientes reactivos que contienen carbonilo o dicarbonilo son el tipo de reactivos que
contienen carbonilo o dicarbonilo que son reactivos con los aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina
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descritos en el presente documento para formar un aminoacido no natural que contiene oxima o polipéptido en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos €eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento):

X——Lf—— L——W
n (XIX)

en la que:

cada X es, de forma independiente, H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,
alquinilo sustituido, alcoxi, alcoxi sustituido, alquilalcoxi, alquilalcoxi sustituido, éxido de polialquileno, éxido de
polialquileno sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, alcarilo, alcarilo sustituido,
aralquilo, aralquilo sustituido, -(alquileno o alquileno sustituido)-ON(R")2, -(alquileno o alquileno sustituido)-
C(0)sR", -(alquileno o alquileno sustituido)-SS-(arilo o arilo sustituido), -C(O)R", -C(O)2R", o0 -C(O)N(R")2, donde
cada R" es, de forma independiente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alcoxi,
alcoxi sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, alcarilo, alcarilo sustituido, aralquilo o aralquilo sustituido;

o cada X se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en una funcionalidad deseada;

cada L se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en alquileno, alquileno sustituido,
alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -S(O)«- en el que k es 1, 2 0 3, -S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno
sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -(alquileno o alquileno
sustituido)NR’C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido)-, -O-CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-
, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-,-
N(R’)C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), -S(O)xN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -N(R")C(S)N(R’)-, -N(R)S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-N(R’)-, -C(R’)=N-N=, -
C(R’)2-N=N-, y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-;

L1 es opcional y, cuando esta presente es -C(R’),-NR’-C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), en la que p es 0,
102;

cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;

W es -J-R, cuando

Jes
R" R"_ Rn
LA Lo I L A
N
QSH, [ = ,m*f%\g%/ \o/,
Ve

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido; cada R” es, de forma independiente, H,
alquilo, alquilo sustituido o un grupo protector, o cuando hay mas de un grupo R", dos R" forman,
opcionalmente, un heterocicloalquilo;

ynesde1a3;

a condicion de que L-L1-W juntos proporcionen al menos un grupo carbonilo (incluido un grupo dicarbonilo)
capaz de reaccionar con un grupo hidroxilamina en un aminoacido no natural o un polipéptido de aminoacido no
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natural (modificado).

En una forma de realizacion ilustrativa, a una soluciéon tamponada (pH 2-8) de un polipéptido de aminoacidos no
naturales que contiene hidroxilamina un acelerador se afiade un reactivo obtenido mediante derivacion de carbonilo. El
polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene oxima resultante se purifica mediante HPLC, FPLC o
cromatografia de exclusion por tamafio.

En otra forma de realizacion o una forma de realizacion ilustrativa alternativa, la proporcion molar de un compuesto de
Férmula (XIV) y un compuesto de Férmula (XIX) es de aproximadamente 1:2; 1:1; 1,5:1; 1,5:2; 2:1; 1:1,5; 2:1,5; o de
1,5a2.

En una forma de realizacion, multiples quimicas de enlace pueden reaccionar de forma especifica de sitio con un
polipéptido de aminoacidos no naturales sustituidos con hidroxilamina. En una forma de realizacion, los procedimientos
de enlazador descritos en el presente documento usan enlazadores que contienen la funcionalidad carbonilo o
dicarbonilo en al menos un extremo del enlazador (mono, bi o multifuncional). La condensacion de un enlazador
derivado de carbonilo o dicarbonilo con una proteina sustituida con ceto genera un enlace oxima estable. Enlazadores
bi y/o multifuncionales (p. €j., carbonilo o dicarbonilo con una o mas quimicas de enlace distintas) permiten la conexion
especifica de sitio de diferentes moléculas (p. €j., otras proteinas, polimeros o moléculas pequefas) con el polipéptido
de aminoacidos no naturales, mientras que los enlazadores monofuncionales (sustituidos con carbonilo o dicarbonilo
en todos los extremos) facilitan la dimerizacion u oligomerizacion especifica de sitio del polipéptido de aminoacidos no
naturales. Combinando esta estrategia de enlace con la tecnologia de traducciéon in vivo descrita en el presente
documento, se hace posible especificar las estructuras tridimensionales de las proteinas elaboradas quimicamente.

C. Ejemplo de la adicion de una funcionalidad en presencia de al menos un acelerador: Polimeros macromoleculares
acoplados a polipéptidos de aminoacidos no naturales

Se pueden efectuar varias modificaciones en los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en el presente
documento usando las composiciones, procedimientos, técnicas y estrategias descritas en el presente documento.
Estas modificaciones incluyen la incorporacion de una funcionalidad adicional en el componente de aminoacido no
natural del polipéptido mediante un enlace oxima formado en presencia de un acelerador descrito en el presente
documento (aunque tal reaccidon puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente
documento), incluida, entre otras, una funcionalidad deseada. Como ilustracion, ejemplo de las composiciones,
procedimientos, técnicas y estrategias descritas en el presente documento, la siguiente descripcion se centrara en la
adiciéon de polimeros macromoleculares al polipéptido de aminoacidos no naturales con la comprensiéon de que la
composiciones, procedimientos, técnicas y estrategias descritas también son aplicables (con modificaciones
adecuadas, en caso necesario, y las que un experto en la técnica podria efectuar con las divulgaciones del presente
documento) a la adicién de otras funcionalidades, incluidas las enumeradas con anterioridad.

La formacion de un polimero macromolecular acoplado a través de un enlace oxima a un polipéptido de un aminoacido
no natural a partir de (a) la reaccién de un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene hidroxilamina y un
reactivo que contiene carbonilo o (b) la reaccion de un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene carbonilo
y un reactivo que contiene hidroxilamina se puede potenciar mediante la adicién de un acelerador a la mezcla de
reaccion. Dicho acelerador es un compuesto tiene al menos una de las propiedades siguientes: (a) incrementa la
velocidad de la reaccién entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para
formar un compuesto que contiene oxima, en el que el incremento de la velocidad es respecto a la reaccion en
ausencia del acelerador; (b) disminuye la energia de activacién de la reaccion entre un compuesto que contiene
carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la
disminucion de la energia de activacion es respecto a la reaccién en ausencia del acelerador; (c) incrementa el
rendimiento de un compuesto que contiene oxima de la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el incremento del rendimiento es respecto a la reaccidén en ausencia
del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto
que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucién de la temperatura
es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (e) disminuye el tiempo necesario para reaccionar un compuesto
que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene
oxima, en el que la disminucién del tiempo es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (f) disminuye la
cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto oxima en un polipéptido de aminoacidos no naturales, en el
que la disminucion de la cantidad de reactivos es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (g) disminuye los
productos secundarios resultantes de la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminuciéon de los productos
secundarios es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura
terciaria de un polipéptido sometido a una reaccion de formacién de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion
de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un
compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un
compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de realizacién, el acelerador tiene al menos dos de las
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propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las
propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las
propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las propiedades mencionadas con anterioridad o todas las
propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de realizacion adicional, el acelerador no tiene ninguna de
las propiedades mencionadas con anterioridad.

El uso de un acelerador incluye el uso de un Unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, la proporcién molar
entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1,
incluidos, unicamente a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, solo a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, el acelerador
incluye compuestos que sustancialmente se pueden eliminar al vacio del compuesto que contiene oxima resultante.
Ademas, el acelerador incluye compuestos que contienen un resto de diamina, un resto de semicarbazida, una
hidrazina o un resto de hidrazida.

Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador se
selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de oxoamina y compuestos que
tienen las estructuras siguientes:

H - g HN’YH HoN"
~, AN H.N N 2 2
ﬁ\ ¢ \[c( H 70( 0 o

N
HNT Y

H
H H H H H H ij
N NH AN NHz N No -
0o 0 00 ,

H o

en las que Ry, Ry y R> se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Ly-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SOy, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

Aminas aromaticas bifuncionales:

H
sallcalicadoaionlioe
NHy NH, NH, “NH; NH, H/

L S st e Y T "X
g H N, Hz
.N’ NH, (N:[HH (;["H h't';( : N ‘"\{ p "{u \ﬁ"
: 2 LN W, "

y en las que el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:

Derivados de oxoamina:
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Ademas, el acelerador incluye compuestos seleccionados del grupo que consiste en:

R

H;N’H\E;"H' H:"’“\([,r”’ H,H’ur a,u*“ur H,H""H‘R, H;N’ﬁr‘ﬂ.

en las que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Lx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera
de los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademéas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.

Una amplia variedad de polimeros macromoleculares y otras moléculas se pueden acoplar a los polipéptidos de
aminoacidos no naturales descritos en el presente documento para modular propiedades biologicas del polipéptido de
aminoacidos no naturales (o el correspondiente polipéptido de aminoacidos naturales) y/o proporcionar nuevas
propiedades bioldgicas al polipéptido de aminoacidos no naturales (o el correspondiente polipéptido de aminoacidos
naturales). Estos polimeros macromoleculares se pueden acoplar al polipéptido de aminoacidos no naturales a través
de un enlace oxima en el aminoacido no natural.

Polimeros hidrosolubles se pueden acoplar a los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en el presente
documento. El polimeros hidrosoluble puede acoplarse al aminoacido no natural a través de un enlace oxima. En
algunos casos, los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento comprenden uno o
mas aminoacidos no naturales unidos a polimeros hidrosolubles y uno o mas aminoacidos naturales unidos a
polimeros hidrosolubles. La union covalente de polimeros hidréfilos a una molécula biolégicamente activa representa
un enfoque a la mayor solubilidad en agua (tal como en un ambiente fisioldgico), biodisponibilidad, incremento de
semivida en suero, incremento de la semivida terapéutica, modulacion de la inmunogenicidad, modulacion de la
actividad bioldgica o extension del tiempo de circulacion de la molécula biolégicamente activa, incluidas proteinas,
péptidos y moléculas particularmente hidrofobas. Otras caracteristicas importantes de dichos polimeros hidrofilos
incluyen biocompatibilidad, falta de toxicidad y falta de inmunogenicidad. Preferentemente, para el uso terapéutico de la
preparacion final, el polimero sera farmacéuticamente aceptable.

Ejemplos de polimeros hidréfilos adecuados incluyen: Polialquiléteres y analogos de los mismos con alcoxi terminales
(p. ej., polioxietilenglicol, polioxietilen/propilenglicol, y analogos de los mismos con metoxi o etoxi terminales,
especialmente polioxietilenglicol, este ultimo también se conoce como polietilenglicol o PEG); polivinilpirrolidonas;
polivinilalquiléteres; polioxazolinas, polialquiloxazolinas y polihidroxialquiloxazolinas; poliacrilamidas,
polialquilacrilamidas, y polihidroxialquilacrilamidas (p.ej., polihidroxipropilmetacrilamida y derivados de las mismas);
polihidroxialquilacrilatos; acidos polisialicos y analogos de los mismos; secuencias peptidicas hidrofilas; polisacaridos y
sus derivados, incluidos dextrano y derivados de dextrano, por ejemplo carboximetildextrano, sulfatos de dextrano,
aminodextrano; celulosa y sus derivados, por ejemplo carboximetlicelulosa, hidroxialquilcelulosas; quitina y sus
derivados, por ejemplo quitosano, succinil quitosano, carboximetilquitina, carboximetilquitosano; acido hialurénico y sus
derivados; almidones; alginatos; condroitinsulfato; albumina; pululano y carboximetilpululano; poliaminoacidos y
derivados de los mismos, por ejemplo acidos poliglutdmicos, polilisinas, acidos poliasparticos, poliaspartamidas;
copolimeros de anhidrido maleico tales como: Copolimero de anhidrido estireno maleico, copolimero de diviniletiléter
anhidrido maleico; polivinilalcoholes; copolimeros de los mismos, terpolimeros de los mismos; mezclas de los mismos;
y derivados de los anteriores. El polimero hidrosoluble puede ser cualquier forma estructural, incluidas, entre otras,
bifurcadas o ramificadas. En algunas formas de realizacion, son particularmente utiles las estructuras poliméricas que
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son hidrosolubles con de 2 a aproximadamente 300 extremos. Derivados poliméricos multifuncionales incluyen, entre
otros, polimeros lineales que tienen dos extremos, estando cada extremo unido a un grupo funcional que puede ser
igual o diferente. En algunas formas de realizacion, el polimero hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). El
peso molecular del polimero puede ser de una amplia gama, incluidos, entre otros, entre aproximadamente 100 Da y
aproximadamente 100,000 Da o mas. El peso molecular del polimero puede estar entre aproximadamente 100 Da y
aproximadamente 100.000 Da, incluyendo100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da,
70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da,
20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da,
1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas formas de
realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En
algunas formas de realizacioén, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente
40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 1.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre
aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del
polimero esta entre aproximadamente 10.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, la
molécula de poli(etilenglicol) es un polimero ramificado. El peso molecular del PEG de cadena ramificada puede estar
entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 100.000 Da, incluidos, entre otros, 100.000 Da, 95.000 Da,
90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da,
40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000
Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, y 1.000 Da. En algunas formas de realizacién, el peso molecular del PEG
de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de
realizacién, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta
entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular
del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da. Los expertos en
la técnica reconoceran que la lista anterior de estructuras sustancialmente hidrosolubles no es, de ningun modo,
exhaustiva y es simplemente ilustrativa, y que todos los materiales poliméricos que tienen las calidades descritas con
anterioridad se contemplan como adecuadas para usar en procedimientos y composiciones descritos en el presente
documento.

Como se ha descrito anteriormente, un ejemplo de un polimero hidrofilo es poli(etilenglicol), abreviado PEG, que se ha
usado ampliamente en productos farmacéuticos, en implantes artificiales y en otras aplicaciones en las que la
biodisponibilidad, la falta de toxicidad y la falta de inmunogenicidad son de importancia. Las formas de realizacién de
polimero:polipéptido descritas en el presente documento usardan PEG como polimero hidréfilo de ejemplo con la
comprension de que otros polimeros hidréfilos pueden usarse de forma similar en dichas formas de realizacion.

El PEG es un polimero hidrosoluble bien conocido que esta disponible comercialmente o que se puede preparar
mediante polimerizacién con abertura de anillo del etilenglicol de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la
técnica (Sandler y Karo, Polymer Synthesis, Academic Press, New York, Vol. 3, paginas 138-161). Normalmente, el
PEG es transparente, incoloro, inodoro, hidrosoluble, termoestable, inerte respecto a muchos agentes quimicos, no se
hidroliza ni deteriora y es, en general, no téxico. El poli(etilenglicol) se considera biocompatible, lo que significa que el
PEG es capaz de coexistir con tejidos u organismos vivos sin causar dafios. Mas especificamente, el PEG es
sustancialmente no inmunoégeno, lo que significa que el PEG no tiende a producir una respuesta inmunitaria en el
cuerpo. Cuando se fija a una molécula que tiene alguna funcién deseable en el cuerpo, dicho agente biol6gicamente
activo, el PEG tiende a enmascarar el agente y puede reducir o eliminar cualquier respuesta inmunitaria de modo que
un organismo pueda tolerar la presencia del agente. Los conjugados de PEG tienden a no producir una respuesta
inmunitaria sustancial ni causar coagulacion u otros efectos no deseados.

El término “PEG” se usa ampliamente para abarcar cualquier molécula de polietilenglicol sin tener en cuenta el tamafio
o la modificaciéon en un extremo de PEG y se puede representar como unido a un polipéptido de aminoacidos no
naturales mediante la férmula:

XO-(CH2CH20),-CH2CH2-Y

en la que n es de 2 a 10.000 y X es H o una modificacién terminal, incluidos, entre otros, un alquilo C4.4, un grupo
protector o un grupo funcional terminal. El término PEG incluye, entre otros, poli(etilenglicol) en cualquiera de sus
formas, incluidos PEG bifuncional, PEG de multiples ramas, PEG derivado, PEG bifurcado, PEG ramificado (teniendo
cada cadena un peso molecular de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 100 kDa, de aproximadamente 1 kDa
a aproximadamente 50 kDa o de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 20 kDa), PEG pendiente (es decir, PEG
o polimeros relacionados que tienen uno o mas grupos funcionales colgados de la estructura polimérica) o PEG con
enlaces degradables en su interior. En una forma de realizacion, PEG en el que n es de aproximadamente 20 a
aproximadamente 2000 es adecuado para usar en los procedimientos y composiciones descritos en el presente
documento. En algunas formas de realizacion, el polimero hidrosoluble comprende un resto de poli(etilenglicol). El peso
molecular del polimero puede ser de una amplia gama, incluidos, entre otros, entre aproximadamente 100 Da y
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aproximadamente 100,000 Da o més. El peso molecular del polimero puede estar entre 100 Da y 100.000 Da,
incluyendo100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da,
55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da,
9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da,
600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas formas de realizacién, el peso molecular del polimero
puede estar entre 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del
polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el
peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas
de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.
En algunas formas de realizaciéon, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 10.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, la molécula de poli(etilenglicol) es un polimero
ramificado. El peso molecular del PEG de cadena ramificada puede estar entre aproximadamente 1.000 Da y
aproximadamente 100.000 Da, incluidos, entre otros, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da,
75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da,
25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da,
2.000 Da, y 1.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre
aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del
PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas
de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 5.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta
entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da. Un amplio abanico de moléculas de PEG se
describen en, entre otros, el catalogo de Shearwater Polymers, Inc., el catédlogo de Nektar Therapeutics.

Ejemplos especificos de grupos funcionales terminales en la literatura incluyen carbonato de N-succinimidilo (véase,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.281.698, 5.468.478), amina (véase, p. €j., Buckmann y col. Makromol. Chem.
182:1379 (1981), Zalipsky y col. Eur. Polym. J. 19:1177 (1983)), hidrazida (véase, p. ej., Andresz y col. Makromol.
Chem. 179:301 (1978)), propionato de succinimidilo y butanoato de succinimidilo (véase, p. €j., Olson y col. en
Poly(ethylene glycol) Chemistry & Biological Applications, pp 170-181, Harris & Zalipsky Eds., ACS, Washington, D.C.,
1997; véase también la patente de EE.UU. 5.672.662), succinato de succinimidilo (véase, p. €j., Abuchowski y col.
Cancer Biochem. Biophys. 7:175 (1984) y Joppich y col. Makromol. Chem. 180:1381 (1979), éster de de succinimidilo
(véase, p. €]., la patente de EE.UU. n° 4.670.417), carbonato de benzotriazol (véase, p. €j., la patente de EE.UU. n°
5.650.234), glicidiléter (véase, p. €j., Pitha y col. Eur. J Biochem. 94:11 (1979), Elling y col., Biotech. Appl. Biochem.
13:354 (1991), oxicarbonilimidazol (véase, p. €j., Beauchamp, y col., Anal. Biochem. 131:25 (1983), Tondelli y col. J.
Controlled Release 1:251 (1985)), carbonato de p-nitrofenilo (véase, p. ej., Veronese, y col., Appl. Biochem. Biotech.,
11: 141 (1985); y Sartore y col., Appl. Biochem. Biotech., 27:45 (1991)), aldehido (véase, p. €j., Harris y col. J. Polym.
Sci. Chem. Ed. 22:341 (1984), la patente de EE.UU. n°® 5.824.784, la patente de EE.UU. n° 5.252.714), maleimida
(véase, p. €j., Goodson y col. Bio/Technology 8:343 (1990), Romani y col. en Chemistry of Peptides and Proteins 2:29
(1984)), y Kogan, Synthetic Comm. 22:2417 (1992)), ortopiridil-disulfuro (véase, p. €j., Woghiren, y col. Bioconj. Chem.
4:314(1993)), acrilol (véase, p. €j., Sawhney y col., Macromolecules, 26:581 (1993)), vinilsulfona (véase, p. €j., la
patente de EE.UU. n°® 5.900.461).

En algunos casos, un PEG termina en un extremo con hidroxi o metoxi, es decir X es H o CH3 ("metoxi-PEG"). Como
alternativa, el PEG puede terminar con un grupo reactivo, formando de este modo un polimero bifuncional. Grupos
reactivos tipicos pueden incluir los grupos reactivos que normalmente se usan para reaccionar con los grupos
funcionales encontrados en los 20 aminoacidos comunes (incluidos grupos maleimida, carbonatos activados (incluidos,
entre otros, p-nitrofeniléster), ésteres activados (incluidos N-hidroxisuccinimida, p-nitrofeniléster) y aldehidos), asi como
grupos que son inertes con respecto a los 20 aminoacidos comunes pero que reaccionan de forma especifica con
grupos funcionales complementarios presentes en los aminoacidos no naturales para formar un grupo oxima en
presencia de un acelerador descrito en el presente documento (aunque dicha reaccion puede ser menos eficiente en
ausencia de un acelerador descrito en el presente documento), ejemplos de esto ultimo incluyen grupos de carbonilo o
dicarbonilo y de hidroxilamina.

Se ha observado que el otro extremo del PEG, que se muestra en la formula anterior mediante Y, se unira directa o
indirectamente a un polipéptido a través de un aminoacido no natural. Cuando Y es un grupo hidroxilamina, el reactivo
PEG que contiene hidroxilamina puede reaccionar con un aminoacido no natural que contiene carbonilo o dicarbonilo
en un polipéptido para formar un grupo PEG acoplado al polipéptido a través de un enlace oxima en presencia de un
acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento). Cuando Y es un grupo carbonilo o dicarbonilo, el reactivo PEG que
contiene carbonilo o dicarbonilo puede reaccionar con un aminoacido no natural que contiene hidroxilamina en un
polipéptido para formar un grupo PEG acoplado al polipéptido a través de un enlace oxima en presencia de un
acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento).
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Derivados heterobifuncionales son también particularmente utiles cuando se desea unir diferentes moléculas a cada
extremo del polimero. Por ejemplo, el omega-N-amino-N-azido PEG permitiria la unién de una molécula que tiene un
grupo electrofilo activado, tal como un aldehido, cetona, éster activado, carbonato activado y asi sucesivamente, a un
extremo del PEG y una molécula que tiene un grupo acetileno al otro extremo del PEG.

En algunas formas de realizacién, un nucledfilo fuerte (que incluye hidroxilamina) puede reaccionar con un grupo
carbonilo, incluido un grupo cetona presente en un aminoacido no natural para formar una oxima en presencia de un
acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento), el posterior grupo oxima, en algunos casos, se puede reducir
adicionalmente mediante tratamiento con un agente reductor adecuado. Como alternativa, el nucledfilo fuerte se puede
incorporar en el polipéptido a través de un aminoacido no natural y usarse para reaccionar, preferentemente, con un
grupo carbonilo, incluido un grupo cetona presente en el polimero hidrosoluble, para formar una oxima en presencia de
un acelerador descrito en el presente documento (aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un
acelerador descrito en el presente documento). En general, al menos un extremo de la molécula de PEG esta
disponible para la reaccién con el aminoacido no natural.

La estructura polimérica puede ser lineal o ramificada. En general, las estructuras poliméricas ramificadas son
conocidas en la técnica. Normalmente, un polimero ramificado tiene un resto central en rama central y una pluralidad
de cadenas poliméricas lineales unidas al nucleo de rama central. EI PEG se usa en formas ramificadas que se pueden
preparar mediante la adicion de oOxido de etileno a varios polioles, tales como glicerol, oligbmeros de glicerol,
pentaeritritol y sorbitol. El resto de la rama central también puede derivar de varios aminoacidos, tal como lisina. El
poli(etilenglicol) ramificado se puede representar en forma general como R(-PEG-OH)n, en la que R deriva de un resto
central, tal como glicerol, oligdmeros de glicerol o pentaeritritol, y m representa el nimero de ramas. Las moléculas de
PEG de multiples ramas, tales como las descritas en las patentes de EE.UU. n° 5.932.462 5.643.575; 5.229.490;
4.289.872; la solicitud de patente de EE.UU. 2003/0143596; el documento WO 96/21469; y el documento WO
93/21259, también se pueden usar como la estructura polimérica.

El PEG ramificado también puede estar en forma de un PEG bifurcado representado por PEG(-YCHZy),, en el que Y es
un grupo de enlace, n es 100-1.000 (es decir, el peso molecular medio esta entre aproximadamente 5 kDa a
aproximadamente 40 kDa) y Z es un grupo terminal activado unido a CH por una cadena de atomos de longitud
definida. Otra forma ramificada mas, el PEG pendiente, tiene grupos reactivos, tales como carboxilo, a lo largo de la
estructura de PEG en lugar de al final de las cadenas de PEG.

Con el fin de maximizar las propiedades deseadas de PEG, el peso molecular total y el estado de hidratacion del
polimero o polimeros de PEG unidos a la molécula biolégicamente activa deben ser lo suficientemente altas como para
impartir caracteristicas ventajosas asociadas normalmente con la unién del polimero PEG, tal como mayor
hidrosolubilidad y semivida en circulacién, mientras que no afecta de forma adversa a la bioactividad de la molécula
parental.

Los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento se pueden usar para producir preparaciones
sustancialmente homogéneas de conjugados polimero:proteina. “Sustancialmente homogéneo”, como se usa en el
presente documento, significa que se han observado que las moléculas de conjugado polimero:proteina son mayores
que la mitad de la proteina total. El conjugado polimero:proteina tiene actividad bioldgica y las presentes preparaciones
de polipéptido PEGilado “sustancialmente homogéneo” proporcionadas en el presente documento son aquéllas que
son lo bastante homogéneas como para exhibir las ventajas de una preparacion homogénea, por ejemplo facilidad en
la aplicacion clinica en la predecibilidad de la farmacocinética de un lote a otro.

Como se usa en el presente documento, y cuando se contemplan conjugados polimero:polipéptido/proteina hidrdfilos,
la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad que proporciona beneficios a un paciente. La
cantidad variara de un individuo a otro y dependera de una serie de factores, incluidos el estado fisico global del
paciente y la causa subyacente de la enfermedad o afeccion. Un experto en la técnica puede determinar faciimente una
cantidad terapéuticamente eficaz de las presentes composiciones usando materiales y procedimientos disponibles para
el publico. Solo a modo de ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una cantidad que proporcione un
incremento del hematocrito para pacientes con anemia; puede ser una cantidad que disminuya el tamafio del tumor en
pacientes de cancer; puede ser una cantidad que incremente los niveles de insulina en pacientes diabéticos; o puede
ser una cantidad que disminuya el dolor en pacientes que sufren dolor crénico.

El nimero de polimeros hidrosolubles unidos a un polipéptido de aminoacidos no naturales (modificado) (es decir, la
extension de la PEGilacion o la glicosilacion) descrito en el presente documento se puede ajustar para proporcionar
caracteristicas alteradas (que incluye incrementos o disminuciones) farmacoldgicas, farmacocinéticas o
farmacodinamicas, tales como la semivida in vivo. En algunas formas de realizacion, la semivida del polipéptido
aumenta al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 por ciento, dos veces, cinco veces, 10 veces, 50
veces 0, al menos aproximadamente 100 veces, por encima de un polipéptido no modificado.
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En una forma de realizacién, un polipéptido que comprende un aminoacido no natural que contiene carbonilo o
dicarbonilo se modifica en presencia de un acelerador, con un derivado de PEG que contiene un resto de hidroxilamina
terminal que esta unido directamente a la estructura de PEG, de modo que forma un enlace oxima (aunque tal reaccion
puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento). En algunas formas de
realizacion, el derivado de PEG con hidroxilamina terminal tendra la estructura:

RO-(CH2CH20),-0-(CH2)m-O-NH2

en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo etc.), m es 2-10 y n es 100-1.000 (es decir, el peso molecular
medio esta entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 40 kDa). El peso molecular del polimero puede ser de
una amplia gama, incluidos, entre otros, entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100,000 Da o mas. El
peso molecular del polimero puede estar entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100.000 Da,
incluyendo100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da,
55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da,
9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da,
600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero
esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso
molecular del polimero esta entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de
realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En
algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero esta entre aproximadamente 5.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del polimero estd entre
aproximadamente 10.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.

En otra forma de realizacion, un polipéptido que comprende un aminoacido no natural que contiene carbonilo o
dicarbonilo se modifica en presencia de un acelerador, con un derivado de PEG que contiene un resto de hidroxilamina
terminal que esta acoplado a la estructura de PEG por medio de un enlace amida, de modo que forma un enlace oxima
(aunque tal reaccién puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el presente documento),
acoplado ademas a la estructura de PEG por medio de un enlace amida. En algunas formas de realizacion, los
derivados de PEG con hidroxilamina terminal tienen la estructura:

RO-(CH2CH20)y-O-(CHz)2-NH-C(O)(CH2)m-O-NH

en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo etc.), m es 2-10 y n es 100-1.000 (es decir, el peso molecular
medio esta entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 40 kDa).

En otra forma de realizacién, un polipéptido que comprende un aminoacido no natural que contiene carbonilo o
dicarbonilo se modifica con un derivado de PEG ramificado que contiene un resto de hidroxilamina terminal de modo
que forma un enlace oxima (aunque tal reaccion puede ser menos eficiente en ausencia de un acelerador descrito en el
presente documento), teniendo cada cadena del PEG ramificado un peso molecular medio que varia de
aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 40 kDa y, en otras formas de realizacion, de aproximadamente 5 kDa a
aproximadamente 20 kDa. En algunas formas de realizacion, los derivados de PEG que contienen un grupo de
hidroxilamina terminal tendran la estructura:

[RO~(CH2CH20)5-0~(CH2)2-C(0)-NH-CHz-CH2l,CH-X~(CH2)m-O-NH

En la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo etc.), X es, opcionalmente, NH, O, S, C(O) o no esta presente, m
es 2-10 y n es 100-1.000. El peso molecular del PEG de cadena ramificada puede estar entre aproximadamente 1.000
Da y aproximadamente 100.000 Da, incluidos, entre otros, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da,
75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da,
25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da,
2.000 Da, y 1.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre
aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del
PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas
de realizaciéon, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta entre aproximadamente 5.000 Da y
aproximadamente 40.000 Da. En algunas formas de realizacion, el peso molecular del PEG de cadena ramificada esta
entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da.

Se dispone de varias revisiones y monografias sobre la funcionalizacion y conjugacién de PEG. Véase por ejemplo,
Harris, Macromol. Chem. Phys. C25: 325-373 (1985); Scouten, Methods in Enzymology 135: 30-65 (1987); Wong y col.,
Enzyme Microb. Technol. 14: 866-874 (1992); Delgado y col., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9:
249-304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6: 150-165 (1995). Procedimientos de activacion de polimeros también
se pueden encontrar en el documento WO 94/17039, la patente de EE.UU. n° 5.324.844, los documentos WO
94/18247, WO 94/04193, la patente de EE.UU. n° 5.219.564, la patente de EE.UU. n° 5.122.614, el documento WO
90/13540, la patente de EE.UU. n° 5.281.698, y mas en el documento WO 93/15189, y, para la conjugacion entre
polimeros y enzimas activados, incluidos, entre otros, el factor de coagulaciéon VIII (documento WO 94/15625),
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hemoglobina (documento WO 94/09027), la molécula transportadora de oxigeno (patente de EE.UU. n° 4.412.989),
ribonucleasa y superdxido dismutasa (Veronese y col., App. Biochem. Biotech. 11: 141-52 (1985)).

En caso necesario, los polipéptidos de aminoacidos no naturales PEGilados descritos en el presente documento
obtenidos en la cromatografia hidrofébica se puede purificar ademas mediante uno o mas procedimientos conocidos
para los expertos habituales en la técnica, incluidos, entre otros, cromatografia de afinidad, cromatografia de
intercambio de aniones o cationes (usando, incluidos, entre otros, DEAE SEFAROSA); cromatografia en silice; HPLC
de fase inversa; filtracion en gel (usando, incluidos, entre otros, SEPAHDEX G-75); cromatografia de interaccion
hidrofébica; cromatografia de exclusion por tamafio; cromatografia con metalquelato; ultrafiltracion/diafiltracion;
precipitacion en etanol; precipitacion en sulfato amoénico; cromatoenfoque; cromatografia por desplazamiento;
procedimientos electroforéticos (incluidos, entre otros, enfoque isoeléctrico preparativo), solubilidad diferencial
(incluidos, entre otros, precipitacion en sulfato amonico) o extraccion. El peso molecular aparente se puede estimar
mediante GPC por comparacion con patrones de proteinas globulares (Preneta AZ, PROTEIN PURIFICATION
METHODS, A PRACTICAL APPROACH (Harris & Angal, Eds.) IRL Press 1989, 293-306). La pureza del conjugado
polipéptido de aminoacido no natural:PEG se puede evaluar mediante degradacion proteolitica (incluidos, entre otros,
escision con tripsina), seguido de analisis por espectrometria de masas. Pepinsky RB, y col., J. Pharmacol. & Exp.
Ther. 297(3):1059-66 (2001).

D. Uso de grupos enlazadores y aplicaciones, incluidos dimeros y multimeros polipeptidicos

Ademas de afadir una funcionalidad deseada directamente al polipéptido de aminoacidos no naturales, la porciéon de
aminoacido no natural del polipéptido puede modificarse primero con una molécula enlazadora multifuncional (p. €j., bi,
tri, tetra) que posteriormente se modifica adicionalmente. Es decir, al menos un extremo de la molécula enlazadora
multifuncional reacciona con al menos un aminoacido no natural en un polipéptido y al menos otro extremo del
enlazador multifuncional esta disponible para la posterior funcionalizacién.

Si todos los extremos del enlazador multifuncional son idénticos, se pueden formar homomultimeros del polipéptido de
aminoacidos no naturales (dependiendo de las condiciones estequiométricas). Si los extremos del enlazador
multifuncional tienen distintas reactividades quimicas, al menos un extremo del enlazador multifuncional puede
reaccionar de modo que se una al polipéptido de aminoacidos no naturales y el otro extremo puede reaccionar después
con una funcionalidad diferente, incluida, a modo de ejemplo solo, una funcionalidad deseada.

El grupo enlazador multifuncional tiene la estructura general:

X—L{— L——W

n (XIX)

en la que:

cada X es, de forma independiente, NH», -C(=O)Rg, -SR’ 0 -J-R, en la que Rg es H u OR’, cuando

Jes
0 N R
o) S o o0 OR SR™ |
- N,
LLA“:’.LZY\, %)kf’bzgﬁ‘%&’:’ﬁ{&]’h/ \O/ ,
o R
W

et

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido; cada R” es, de forma independiente, H, alquilo,
alquilo sustituido o un grupo protector, o cuando hay mas de un grupo R", dos R" forman, opcionalmente, un
heterocicloalquilo;

H]

cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo sustituido;
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cada L se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en alquileno, alquileno sustituido, alquenileno,
alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o alquileno sustituido)-, -S(O)x- en el
que k es 1, 2 0 3, -S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-
(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -(alquileno o alquileno sustituido)NR'C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido)-, -O-CON(R’)-
(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-,-N(R’)C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), -S(O)xN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -
N(R)C(O)N(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(S)N(R’)-, -N(R’)S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-
N(R’)-, -C(R’)=N-N=, -C(R)2-N=N-, y -C(R")>-N(R’)-N(R’)-;

L1 es opcional y, cuando est4 presente es -C(R’),-NR’-C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), en laque pes 0, 1 0 2;
W es NHp, -C(=0O)Ry, -SR'0-J-R;ynesde1a3

con la condiciéon de que X y L-L1-W juntos, cada uno, de forma independiente, proporcionen al menos uno de los
siguientes (a) un grupo hidroxilamina capaz de reaccionar con un grupo carbonilo (incluido un dicarbonilo) en un
aminoacido no natural o un polipéptido de aminoacidos no naturales (modificado); (b) un grupo carbonilo (incluido un
grupo dicarbonilo) capaz de reaccionar con un grupo hidroxilamina en un aminoacido no natural o un polipéptido de
aminoacidos no naturales (modificado); o (c) un grupo carbonilo (incluido un grupo dicarbonilo) capaz de sufrir una
reaccion de intercambio con un grupo oxima en un aminoacido no natural o un polipéptido de aminoacidos no naturales
(modificado).

En otra forma de realizacién o una forma de realizacion ilustrativa alternativa, la proporcion molar de un compuesto de
Formula (l) o de Férmula (XIV) y del enlazador multifuncional de Formula (XIX) es de aproximadamente 1:2; 1:1; 1,5:1;
1,5:2; 2:1; 1:1,5; 221,5;0de 1,5 a 2.

Un homoenlazador bifuncional en el que el enlazador tiene dos extremos idénticos, es decir grupos de hidroxilamina, se
pueden usar para formar para formar polipéptidos acoplados a través de la formacion de enlaces oxima, en los que la
formacion de dichos polipéptidos acoplados se realiza en presencia de al menos un acelerador (aunque el enlace
oxima también se puede producir a una velocidad de reaccion mas lenta en ausencia del acelerador). Cabe esperar
que el uso de un acelerador descrito en el presente documento en la formacion de dimeros y multimeros polipeptidicos
y proporcione un beneficio significativo porque dicha proporcion estequiométrica del enlazador y el primer polipéptido o
la proporcion del enlazador (primer polipéptido)-complejo y el segundo polipéptido seran mas cercanas a la proporcion
estequiométrica en presencia del acelerador que en ausencia del acelerador (0, ademas, a medida que la proporcion
molar del acelerador aumenta, las proporciones de los reactantes mencionados anteriormente seran mas préximas a la
proporcion estequiométrica). La proporcion estequiométrica (o proporcion molar) es un factor importante en la
modificacién de los polipéptidos por el gasto de reactivos (incluido el polipéptido y las moléculas para conjugacién) y la
dificultad en la purificacion. Por tanto, el uso de los aceleradores proporcionados en el presente documento se puede
usar para reducir los costes y los gastos resultantes de la modificacion de los polipéptidos de aminoacidos no
naturales, incluida la formaciéon de dimeros o multimeros polipeptidicos, o la unién de cualquier grupo o funcionalidad
deseados a un polipéptido.

Tal enlazador puede usarse para formar un homodimero de un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene
carbonilo o dicarbonilo para formar dos enlaces oxima, uno o ambos de los cuales se forman en presencia de al menos
un acelerador (aunque el enlace oxima también se puede producir a una velocidad de reaccion mas lenta en ausencia
del acelerador. Como alternativa, si un extremo de dicho enlazador esta protegido, tal enlazador parcialmente protegido
se puede usar para unir el extremo de hidroxilamina no protegido a un polipéptido de aminoacidos no naturales que
contiene carbonilo o dicarbonilo a través de un enlace oxima, dejando el otro extremo protegidos para reacciones de
unién adicionales tras la desproteccién. Como alternativa, la manipulacién cuidadosa de la estequiometria de los
reactivos puede proporcionar un resultado similar (un heterodimero), aunque sera un resultado en el que el
heterodimero deseado estara probablemente contaminado con algun homodimero.

Dicho enlazador también puede usarse para formar un homodimero de un polipéptido de aminoacidos no naturales que
contiene hidroxilamina para formar dos enlaces oxima, uno o ambos de los cuales se forman en presencia de al
menos un acelerador (aunque el enlace oxima también se puede producir a una velocidad de reaccion mas lenta en
ausencia del acelerador. Como alternativa, si un extremo de dicho enlazador esta protegido, tal enlazador parcialmente
protegido se puede usar para unir el extremo de carbonilo no protegido a un polipéptido de aminoacidos no naturales
que contiene hidroxilamina a través de un enlace oxima, dejando el otro extremo protegidos para reacciones de unién
adicionales tras la desproteccion. Como alternativa, la manipulaciéon cuidadosa de la estequiometria de los reactivos
puede proporcionar un resultado similar (un heterodimero), aunque sera un resultado en el que el heterodimero
deseado estara probablemente contaminado con algun homodimero.

Se pueden usar heteroenlazadores multifuncionales en los que cada enlazador tiene mas de un tipo de grupo reactivo
terminal, es decir grupos hidroxilamina, oxima y tioéster, se pueden usar para formar polipéptidos acoplados mediante

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362373 T3

la formacion de al menos un enlace oxima, en el que la formacion del enlace oxima se realiza en presencia de al
menos un acelerador. Dicho enlazador se puede usar para formar un heterodimero de un polipéptido de aminoacidos
no naturales usando la quimica basada en oxima estimulada con un acelerador tratada a lo largo de la presente
memoria descriptiva.

Los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento también proporcionan combinaciones de
polipéptidos, tales como homodimeros, heterodimeros, homomultimeros o heteromultimeros (es decir, trimeros,
tetrameros, etc.). Solo a modo de ejemplo, la siguiente descripcion se centra en los miembros de la familia de
supergenes GH, no obstante, los procedimientos, técnicas y composiciones descritos en esta seccién se pueden
aplicar a casi cualquier otro polipéptido que puede proporcionar beneficios en forma de dimeros y multimeros, incluidos
solo a modo de ejemplo: alfa-1-antitripsina, angiostatina, factor antihemolitico, anticuerpo, fragmentos de anticuerpo,
apolipoproteina, apoproteina, factor natriurético auricular, polipéptido natriurético, péptido atrial, quimioquina C-X-C,
T39765, NAP-2, ENA-78, gro-a, gro-b, gro-c, IP-10, GCP-2, NAP-4, SDF-1, PF4, MIG, calcitonina, ligando c-kit,
citoquina, CC qumioquina, proteina 1 quimioatractiva de monocitos, proteina-2 quimioatractiva de monocitos, proteina-
3 quimioatractiva de monocitos, proteina 1 alfa inflamatoria de monocitos, proteina 1 beta inflamatoria de monocitos,
RANTES, 1309, R83915, R91733, HCCI, T58847, D31065, T64262, CD40, ligando CD40, ligando c-kit, colageno, factor
estimulante de colonias (CSF), factor del complemento 5a, inhibidor del complemento, receptor del complemento 1,
citoquina, péptido 78 epitelial activador de neutrofilos, MIP-16, MCP-1, factor de crecimiento epidérmico (EGF), péptido
epitelial activador de neutrofilos, eritropoyetina (EPO), toxina exfoliante, Factor IX, Factor VII, Factor VI, Factor X,
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), fibrinbgeno, fibronectina, proteina del haz de cuatro hélices, GCSF, glp-1,
GM-CSF, glucocerebrosidasa, gonadotropina, factor de crecimiento, receptor del factor de crecimiento, grf, proteina
hedgehog, hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (hGF), hirudina, hormona de crecimiento humana (hGH),
seroalbumina humana, ICAM-1, receptor de ICAM-1, LFA-1, receptor de LFA-1, insulina, factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), IGF-I, IGF-II, interferon (IFN), IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, cualquier molécula similar al interferén o
miembro de la familia de los IFN, interleucina (IL), IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12,
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), lactoferrina, factor inhibidor de leucemia, luciferasa, neurturina, factor
inhibidor de neutrofilos (NIF), oncostatina M, proteina osteogénica, producto de oncogenes, paracitonina, hormona
paratiroidea, PD-ECSF, PDGF, hormona peptidica, pleiotropina, proteina A, proteina G, pth, exotoxina a pirogénica,
exotoxina B pirogéniza, exotoxina C pirogénica, pyy, relaxina, renina, SCF, proteina biosintética pequefia, receptor |
soluble del complemento, I-CAM 1 soluble, receptor soluble de interleucina, receptor soluble de TNF, somatomedina,
somatostatina, somatotropina, estreptoquinasa, superantigenos, enterotoxina de estafilococos, enterotoxina, FLT, SEA,
SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, receptor de hormonas esteroides, superoxido dismutasa, toxina del sindrome del
shock toxico, timosina alfa 1, activador del plasmindgeno tisular, factor de crecimiento tumoral (TGF), factor de necrosis
tumoral, factor alfa de necrosis tumoral, factor beta de necrosis tumoral, receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR),
proteina VLA-4, proteina VCAM-1, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), uroquinasa, mos, ras, raf, met,
p53, tat, fos, myc, jun, myb, rel, receptor de estrégenos, receptor de progesterona, receptor de testosterona, receptor
de aldosterona, receptor de LDL y corticosterona. El polipéptido de aminoacidos no naturales puede también ser
homologo a cualquier polipéptido miembro de la familia de supergenes de la hormona de crecimiento.

Por tanto, dentro de los procedimientos, técnicas y composiciones descritos en el presente documento se encuentra un
polipéptido miembro de la familia de supergenes GH que contiene uno 0 mas aminoacidos no naturales unido a otro
miembro de la familia de supergenes GH, o una variante del mismo o a cualquier otro polipéptido que no sea un
miembro de la familia de supergenes GH o a una variante del mismo, bien directamente a la estructura del polipéptido o
bien a través de un enlazador. Debido a su mayor peso molecular en comparacion con los monémeros, los conjugados
diméricos o multiméricos del miembro de la familia de supergenes GH pueden exhibir nuevas propiedades o
propiedades deseables, incluidas, entre otras, diferentes propiedades farmacoldgicas, farmacocinéticas,
farmacodinamicas, semivida terapéutica modulada o semivida en plasma modulada con respecto al miembro de la
familia de supergenes GH. En otras formas de realizacion, los dimeros del miembro de la familia de supergenes GH
descritos en el presente documento modularan la dimerizacion del receptor del miembro de la familia de supergenes
GH. En otras formas de realizacion, los dimeros o multimeros del miembro de la familia de supergenes GH descritos en
el presente documento actuaran como antagonista, agonista o0 modulador del receptor del miembro de la familia de
supergenes GH.

En algunas formas de realizacion, los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento
proporcionaran multimeros que comprenden uno o mas miembros de la familia de supergenes GH formados mediante
reacciones con polimeros hidrosolubles activados que tienen la estructura:

R-(CH2CH20)y-0-(CHz)m-X

en la que n es de aproximadamente 5 a 3.000, m es 2-10, X puede ser un resto que contiene hidroxilamina o carbonilo
o dicarbonilo, y R es un grupo de sellado, un grupo funcional o un grupo saliente que puede ser igual o diferente de X. r
puede ser, por ejemplo, un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en hidroxilo, hidroxilo protegido,
alcoxilo, N-hidroxisuccinimidiléster, 1-benzotriazoliléster, carbonato de N-hidroxisuccinimidilo, carbonato de 1-
benzotriazolilo, acetal, aldehido, hidratos de aldehido, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona activa,
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gamina, aminooxi, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida, tiol protegido, acido carboxilico, acido carboxilico
protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epoxico, glioxales,
dionas, mesilatos, tosilatos y tresilato, alqueno y cetona.

Usando la quimica detallada a lo largo de la presente memoria descriptiva, un experto habitual en la técnica podria
disefar un ligador en el que al menos un grupo funcional puede formar un grupo oxima, en presencia del acelerador
divulgado en el presente documento, con un polipéptido de aminoacidos no naturales; los otros grupos funcionales en
el enlazador podrian usar otra quimica conocida, incluida la quimica basada en nucledfilo/electréfilo bien conocida en la
técnica de la quimica organica.

La formacién de un dimero o multimero polipeptidico unidos a través de un grupo oxima de (a) la reaccién de un
polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene hidroxilamina y un reactivo que contiene carbonilo, o (b) la
reaccion de un polipéptido de aminoacidos no naturales que contiene carbonilo y un reactivo que contiene
hidroxilamina se puede potenciar mediante la adicion de un acelerador a la mezcla de reaccion. Dicho acelerador es un
compuesto tiene al menos una de las propiedades siguientes: (a) incrementa la velocidad de la reaccion entre un
compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene
oxima, en el que el incremento de la velocidad es respecto a la reaccién en ausencia del acelerador; (b) disminuye la
energia de activacion de la reaccién entre un compuesto que contiene carbonilo y un compuesto que contiene
hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion de la energia de activacion es
respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (¢) incrementa el rendimiento de un compuesto que contiene oxima
de la reaccién de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina, en el que el
incremento del rendimiento es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador; (d) disminuye la temperatura a la cual
un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto
que contiene oxima, en el que la disminucion de la temperatura es respecto a la reaccion en ausencia del acelerador;
(e) disminuye el tiempo necesario para reaccionar un compuesto que contiene carbonilo reacciona con compuesto que
contiene hidroxilamina para formar un compuesto que contiene oxima, en el que la disminucion del tiempo es respecto
a la reaccion en ausencia del acelerador; (f) disminuye la cantidad de reactivos necesaria para formar un compuesto
oxima en un polipéptido de aminoacidos no naturales, en el que la disminucién de la cantidad de reactivos es respecto
a la reaccién en ausencia del acelerador; (g) disminuye los productos secundarios resultantes de la reaccién de un
compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina para formar un compuesto que
contiene oxima, en el que la disminuciéon de los productos secundarios es respecto a la reacciéon en ausencia del
acelerador; (h) no destruye de forma irreversible la estructura terciaria de un polipéptido sometido a una reaccién de
formaciéon de oxima en presencia de un acelerador (a excepcion de, por supuesto, cuando el fin de la reaccion es
destruir dicha estructura terciaria); (i) se puede separar de un compuesto que contiene oxima al vacio; y (j) modula la
reaccion de un compuesto que contiene carbonilo con un compuesto que contiene hidroxilamina. En otras formas de
realizacion, el acelerador tiene al menos dos de las propiedades mencionadas con anterioridad, tres de las
propiedades mencionadas con anterioridad, cuatro de las propiedades mencionadas con anterioridad, cinco de las
propiedades mencionadas con anterioridad, seis de las propiedades mencionadas con anterioridad, siete de las
propiedades mencionadas con anterioridad, ocho de las propiedades mencionadas con anterioridad, nueve de las
propiedades mencionadas con anterioridad o todas las propiedades mencionadas con anterioridad. En una forma de
realizacion adicional, el acelerador no tiene ninguna de las propiedades mencionadas con anterioridad.

El uso de un acelerador incluye el uso de un unico acelerador o multiples aceleradores. Ademas, la proporcion molar
entre el acelerador y el compuesto que contiene carbonilo incluye valores entre aproximadamente 0,5:1 a 5000:1,
incluidos, unicamente a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8.1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, la proporcion
molar entre el acelerador y el compuesto que contiene hidroxilamina incluye valores entre aproximadamente 0.5:1 a
5000:1, incluidos, solo a modo de ejemplo, 4000:1, 3000:1, 2000:1, 1000:1, 500:1, 400:1, 300:1, 200:1, 100:1, 50:1,
40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,7:1, 0,6:1, y 0,5:1. Ademas, el acelerador
incluye compuestos que sustancialmente se pueden eliminar al vacio del compuesto que contiene oxima resultante.
Ademas, el acelerador incluye compuestos que contienen un resto de diamina, un resto de semicarbazida, una
hidrazina o un resto de hidrazida. Ademas, en cualquiera de los aspectos o formas de realizacién mencionados con
anterioridad, el acelerador se selecciona del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de
oxoamina y compuestos que tienen las estructuras siguientes:
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en las que Ry, Ry y R, se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Ly-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, Ly-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH y SO, SOy, en los que la
amina aromatica se selecciona del grupo:

Aminas aromaticas bifuncionales:

o O O O X C(,,
(j\. (I C[N Q: u,u \u’ ":".\}_

y en las que el derivado de oxoamina se selecciona del grupo:

Derivados de oxoamina:

H
H H H H N.
me” Vot MQ,N.,O,P:'Ie me” Vo~ Et Me ,N.. _Bn N OJ'I\ Me NH Me” QJLH/
Ademas, el acelerador incluye compuestos seleccionados del grupo que consiste en:
H H H R
N 7]/" K, N TN N, N N i 'y
N Hz" Hz” Y HoN T HIN \Rl HZN’N\R
N H 0 ] 0 - i

en las que Ry, Ry y R; se seleccionan del grupo que consiste en: Lx-H, Lx-alquilo, Lx-arilo, Ly-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
alquinilo, n-alcoxi y n-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH) y C(=NH)-NH. Ademas, en cualquiera de
los aspectos y formas de realizacién mencionados con anterioridad, el acelerador se selecciona de los compuestos
presentados en las FIG. 5, FIG. 9 o FIG. 10, incluidos, a modo de ejemplo, cualquiera de los compuestos 6, 8, 10, 7 y
20 de la Figura 5. En cualquiera de los aspectos y formas de realizacion mencionados con anterioridad, el acelerador
incluye un agente que puede formar una hidrazona tras la reaccion con un grupo que contiene carbonilo. Ademas, en
cualquiera de los aspectos mencionados con anterioridad, la actividad del acelerador depende de la velocidad de la
reaccion con el resto de cetona y la estabilidad del intermedio resultante. Ademas, en cualquiera de los aspectos y
formas de realizacion mencionados con anterioridad, el pH de la mezcla de reaccién que comprende el acelerador, el
compuesto que contiene carbonilo y el compuesto que contiene hidroxilamina esta entre aproximadamente 2,0 y 10;
entre aproximadamente 2,0 y 9,0; entre aproximadamente 2,0 y 8,0; entre aproximadamente 3,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,0; entre 3,0 y 10,0; entre aproximadamente 4,0 y 10,0; entre aproximadamente 3,0 y 9,0;
entre aproximadamente 3,0 y 8,0; entre aproximadamente 2,0 y 7,0; entre aproximadamente 3,0 y 6,0; entre
aproximadamente 4,0 y 9,0; entre aproximadamente 4,0 y 8,0; entre aproximadamente 4,0 y 7,0; entre
aproximadamente 4,0 y 6,5; entre aproximadamente 4,5 y 6,5; aproximadamente 4,0; aproximadamente 4,5;
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,5; aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,5; y aproximadamente 7,0.

Expresion en sistemas alternativos

Se han empleado varias estrategias para introducir aminoacidos no naturales en proteinas en células huésped no
recombinantes, células huésped mutagenizadas o en sistemas acelulares. Estos sistemas también son adecuados
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para usar en la preparacion de los polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento. La
obtenciéon mediante derivacion de aminoacidos con cadenas laterales reactivas, tales como Lys, Cys y Tyr, dio como
resultado la conversion de lisina en Np-acetil-lisina. La sintesis quimica también proporciona un procedimiento directo
para incorporar aminoacidos no naturales. Con el reciente desarrollo de la unién enzimatica y la unién quimica nativa
de fragmentos peptidicos, es posible fabricar proteinas mas grandes. Véase, por ejemplo, P. E. Dawson y S. B. H.
Kent, Annu. Rev. Biochem, 69:923 (2000). La unién quimica de péptidos y la unién quimica nativa se describen en la
patente de EE.UU. n°® 6.184.344, la publicacion de patente de EE.UU. 2004/0138412, la publicacion de patente de
EE.UU. 2003/0208046, el documento WO 02/098902 y el documento WO 03/042235, que se incorporan en el presente
documento por referencia. Se ha usado un procedimiento biosintético general in vitro en el que un ARNt supresor
quimicamente acilado con el aminoacido no natural deseado se afiade a un extracto in vitro capaz de soportar la
biosintesis de proteinas, para incorporar de un modo especifico de sitio en 100 aminoacidos no naturales en una
diversidad de proteinas de practicamente cualquier tamafio. Véase, por ejemplo, V. W. Cornish, D. Mendel y P. G.
Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34:621 (1995); C.J. Noren, S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz,
A general method for site-specific incorporation of non-natural amino acids into proteins, Science 244:182-188 (1989);
y, J.D. Bain, C.G. Glabe, TA. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic site-specific incorporation of a non-natural
amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem. Soc. 111:8013-8014 (1989). Un amplio abanico de grupos funcionales se
ha introducido en proteinas para estudios de estabilidad proteica, plegamiento de proteinas, mecanismos enzimaticos y
transduccion de sefal.

Un procedimiento in vivo, denominado incorporacion a presion selectiva, se desarrollé para explotar la promiscuidad de
las sintetasas silvestres. Véase, por gjemplo, N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder, W. Wenger, F. M. Dong, L. Moroder y
R. Huber, FASEB J., 13:41 (1999). Una cepa auxétrofa en la que se apaga la via metabdlica relevante que suministra la
célula con un aminoacido natural concreto se cultiva en medio minimo que contiene concentraciones limitadas del
aminoacido natural, mientras que se suprime la transcripcion del gen diana. Al principio de una fase de crecimiento
estacionaria, el aminoacido natural se depleciona y se sustituye con el analogo aminoacido no natural. La induccién de
la expresion de proteinas recombinantes tiene como resultado la acumulaciéon de una proteina que contiene el analogo
no natural. Por ejemplo, usando esta estrategia se han incorporado o, m y p-fluorofenilalaninas en las proteinas y
exhiben dos hombros caracteristicos en el espectro UV que se pueden identificar faciimente, véase, por ejemplo, C.
Minks, R. Huber, L. Moroder y N. Budisa, Anal. Biochem. 284:29 (2000); se ha usado triflurometionina para reemplazar
la metionina en la lisozima del bacteriéfago T4 para estudiar su interaccion con los ligandos de chitooligosacarido
mediante RMN de 19F, véase, por ejemplo, H. Duewel, E. Daub, V. Robinson y J. F. Honek, Biochemistry, 36:3404
(1997); y se ha incorporado trifluoroleucina en lugar de leucina, teniendo como resultado un incremento de la
estabilidad térmica y quimica de una proteina de tipo cremallera de leucina. Véase, por ejemplo, Y. Tang, G.
Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado and D. A. Tirrell, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40:1494 (2001).
Ademas, se incorporan selenometionina y telurometonina en varias proteinas recombinantes para facilitar la solucion
de fases en cristalografia de rayos X. Véase, por ejemplo, W. A. Hendrickson, J. R. Horton y D. M. Lemaster, EMBO J.
9:1665 (1990); J. O. Boles, K. Lewinski, M. Rankle, J. D. Odom, B. Dunlap, L. Lebioda y M. Hatada, Nat. Struct. Biol.,
1:283 (1994); N. Budisa, B. Steipe, P. Demange, C. Eckerskorn, J. Kellermann y R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788
(1995); y, N. Budisa, W. Kambrock, S. Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L. Moroder and R. Huber, J. Mol.
Biol., 270:616 (1997). También se han incorporado con eficacia analogos de metionina con funcionalidades de alqueno
o alquino, permitiendo la modificacion adicional de proteinas por medios quimicos. Véase, por ejemplo, J. C. van Hest y
D. A. Tirrell, FEBS Lett., 428:68 (1998); J. C. van Hest, K. L. Kiick y D. A. Tirrell, J. Am. Chem. Soc., 122:1282 (2000); v,
K. L. Kick y D. A. Tirrell, Tetrahedron, 56:9487 (2000); la patente de EE.UU. n° 6.586.207; la publicacién de patente de
EE.UU. 2002/0042097.

El éxito de este procedimiento depende del reconocimiento de los analogos de aminoacidos no naturales por las
aminoacil-ARNt-sintetasas, que, en general, requieren una elevada selectividad para asegurar la fidelidad de la
traduccioén de proteinas. Un modo de expandir el alcance de este procedimiento es relajar la especificidad del sustrato
de las aminoacil-ARNt-sintetasas, lo que se ha conseguido en un numero limitado de casos. Por ejemplo, la sustitucion
de Ala®* por Gly en la fenilalanil-ARNt-sintetasa (PheRS) de Escherichia coli aumenta el tamaio de la ranura de unién
al sustrato y tiene como resultado la acilacion de ARNtPhe por p-Cl-fenilalanina (p-CI-Phe). Véase, M. Ibba, P. Kast and
H. Hennecke, Biochemistry, 33:7107 (1994). Una cepa de Escherichia coli que aloja este PheRS mutante permite la
incorporacion de p-Cl-fenilalanina o p-Br-fenilalanina en lugar de fenilalanina. Véase, por ejemplo, M. lbba and H.
Hennecke, FEBS Lett., 364:272 (1995); y N. Sharma, R. Furter, P. Kast and D. A. Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000). De
forma similar, se ha mostrado que una mutacion puntual Phe130Ser cerca del sitio de union del aminoacido de la
tirosil-ARNt-sintetasa de Escherichia coli permite la incorporacion de azatirosina con mas eficiencia que tirosina. Véase,
F. Hamano-Takaku, T. lIwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll y S. Nishimura, J. Biol.
Chem., 275:40324 (2000).

Otra estrategia para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas in vivo es modificar las sintetasas que tienen
mecanismos de comprobacién de lectura. Estas sintetasas no pueden discriminar y, por tanto activan aminoacidos que
son estructuralmente similares a los aminoacidos naturales conocidos. Este error se corrige en un sitio distinto, que
desacila el aminoacido del ARNt cargado por error para mantener la fidelidad de la traduccion proteica. Si la actividad
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de comprobacion de lectura de la sintetasa se desactiva, los analogos estructurales activados por error pueden
escapar a la funcion de edicion y ser incorporados. Este enfoque se ha demostrado recientemente con la valil-ARNt-
sintetasa (ValRS). Véase, V. Doring, H. D: Mootz, L. A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel y
P. Marliere, Science, 292:501 (2001). La ValRS puede aminoacilar por error ARNtVal con Cys, Thr o aminobutirato
(Abu); estos aminoacidos no conocidos se hidrolizan después mediante el dominio de edicion. Después de la
mutagénesis aleatoria del cromosoma de Escherichia coli se seleccion6 una cepa de Escherichia coli que tiene una
mutacion en el sitio de edicion de ValRS. Esta ValRS defectiva en la edicion carga de forma incorrecta ARNtVal con
Cys. Dado que Abu se asemeja estéricamente a la Cys (el grupo —SH de la Cys esta reemplazado con —CH3 en Abu),
la ValRS mutante también incorpora Abu en las proteinas cuando esta cepa mutante de Escherichia coli se cultiva en
presencia de Abu. El andlisis de espectrometria de masas muestra que aproximadamente el 24% de las valinas esta
sustituido por Abu en cada posicién de valina en la proteina nativa.

La sintesis en fase sodlida y los procedimientos semisintéticos también han permitido la sintesis de una serie de
proteinas que contienen aminoacidos no naturales. Por ejemplo, véanse las publicaciones y referencias siguientes
citadas, que son las siguientes: Crick, F.H.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of the genetic code
for proteins. Nature, 192:1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of
pyrazole-imidazole replacements on the S-protein activating potency of an S-peptide fragment, J. Am Chem,
88(24):5914-5919 (1966); Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active peptides and proteins including
enyzmes, Acc Chem Res, 22:47-54 (1989); Nakatsuka, T., Sasaki, T., Kaiser, E.T. Peptide segment coupling catalyzed
by the semisynthetic enzyme thiosubtilisin, J Am Chem Soc, 109:3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H.
Constructing proteins by dovetailing unprotected synthetic peptides: backbone-engineered HIV protease, Science,
256(5054):221-225 (1992); Chaiken, I.M. Semisynthetic peptides and proteins, CRC Crit Rev Biochem, 11(3):255-301
(1981); Offord, R.E. Protein engineering by chemical means? Protein Eng., 1(3):151-157 (1987); and, Jackson, D.Y.,
Burnier, J., Quan, C., Stanley, M., Tom, J., Wells, J.A. A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of Ribonuclease A
with Non-natural Catalytic Residues, Science, 266(5183):243 (1994).

Se ha usado modificacion quimica para introducir diversas cadenas laterales no naturales, incluidos cofactores,
marcadores de espin y oligonucledtidos en proteinas in vitro. Véase, por ejemplo, Corey, D.R., Schultz, P.G. Generation
of a hybrid sequence-specific single-stranded deoxyribonuclease, Science, 238(4832):1401-1403 (1987); Kaiser, E.T.,
Lawrence D.S., Rokita, S.E. The Chemical modification of enzymatic specificity, Annu Rev Biochem, 54:565-595 (1985);
Kaiser, E.T., Lawrence, D.S. Chemical mutation of enyzme active sites, Science, 226(4674):505-511 (1984); Neet, K.E.,
Nanci A, Koshland, D.E. Properties of thiol-subtilisin, J Biol. Chem, 243(24):6392-6401 (1968); Polgar, L. et M.L.
Bender. A new enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin. J. Am Chem Soc, 88:3153-3154
(1966); y, Pollack, S.J., Nakayama, G. Schultz, P.G. Introduction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody
combining sites, Science, 242(4881):1038-1040 (1988).

Como alternativa, se han usado procedimientos biosintéticos que emplean aminoacil-ARNt quimicamente modificados
para incorporar varias sondas biofisicas en proteinas sintetizadas in vitro. Véanse las siguientes publicaciones y
referencias citadas en: Brunner, J. New Photolabeling and crosslinking methods, Annu. Rev Biochem, 62:483-514
(1993); vy, Krieg, U.C., Walter, P., Hohnson, A.E. Photocrosslinking of the signal sequence of nascent preprolactin of the
54 kilodalton polypeptide of the signal recognition particle, Proc. Natl. Acad. Sci, 83(22):8604-8608(1986).

Anteriormente se ha demostrado que los aminoacidos no naturales pueden incorporarse de forma especifica de sitio en
proteinas in vitro mediante la adicion de ARNt supresores quimicamente aminoacilados a reacciones de sintesis de
proteinas programadas con un gen que contiene una mutacion ambar sin sentido deseada. Usando estos enfoques, se
puede sustituid una serie de los veinte aminoacidos comunes con homologos de estructura similar, por ejemplo
fluorofenilalanina por fenilalanina, usando cepas auxotréficas para un aminoacido concreto. Véase, por ejemplo, Noren,
C.J., Anthony-Cahill, Griffith, M.C., Schultz, P.G. A general method for site-specific incorporation of non-natural amino
acids into proteins, Science, 244: 182-188 (1989); M.W. Nowak, y col., Science 268:439-42 (1995); Bain, J.D., Glabe,
C.G,, Dix, T.A., Chamberlin, A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation of a non-natural amino acid into a
polypeptide, J. Am Chem Soc, 111:8013-8014 (1989); N. Budisa y col., FASEB J. 13:41-51 (1999); Ellman, J.A.,
Mendel, D., Anthony-Cahill, S., Noren, C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing non-natural amino acids
site-specifically into proteins, Methods in Enz., vol. 202, 301-336 (1992); y, Mendel, D., Cornish, V.W. & Schultz, P.G.
Site-Directed Mutagenesis with an Expanded Genetic Code, Annu Rev Biophys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995).

Las patentes siguientes se citan para procedimientos in vivo para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas y
otros polipéptidos y para procedimientos para producir sintetasas/ARNt adecuadas: Las patentes de EE.UU. numeros
7.045.337 y 7.083.970.

Por ejemplo, se preparé un ARNt supresor que reconocia el codon de terminacion UAG y se aminoacilé quimicamente
con un aminoacido no natural. Se usé mutagénesis dirigida a sitio convencional para introducir el codén de terminacion
TAG en el sitio de interés en el gen de la proteina. Véase, por ejemplo, Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5-3’
Exonucleases in phosphorothioate-based olignoucleotide-directed mutagensis, Nucleic Acids Res, 16(3):791-802
(1988). Cuando el ARNt supresor acilado y el gen mutante se combinaron en un sistema de transcripcion/traduccion in
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vitro, se incorpord el aminoacido no natural en respuesta al codon UAG, que dio una proteina que contenia dicho
aminoacido en la posicion especificada. Experimentos usando [3H]-Phe y experimentos con a-hidroxiacidos
demostraron que so6lo el aminoacido deseado se incorpora en la posicion especificada por el codon UAG y que este
aminoacido no se incorpora en ningun otro sitio en la proteina. Véase, por ejemplo, Noren, y col, supra; Kobayashi et y
col.,, (2003) Nature Structural Biology 10(6):425-432; and, Ellman, J.A., Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific
incorporation of novel backbone structures into proteins, Science, 255(5041):197-200 (1992).

Un ARNt se puede aminoacilar con un aminoacido deseado mediante cualquier procedimiento o técnica, incluidas,
entre otras, aminoacilacion quimica o enzimatica.

La aminoacilacion se puede conseguir mediante aminoacil ARNt sintetasas o mediante otras moléculas enzimaticas,
incluidas, entre otras, ribozimas. El término “ribozima” es intercambiable con “ARN catalitico". Cech y col. (Cech, 1987,
Science, 236:1532-1539; McCorkle y col., 1987, Concepts Biochem. 64:221-226) demostraron la presencia de ARN
naturales que pueden actuar como catalizadores (ribozimas). No obstante, aunque se ha demostrado estos
catalizadores de ARN naturales solo actuan sobre sustratos de acido ribonucleico para escision y corte y empalme, el
reciente desarrollo de la evolucién artificial de ribozimas ha ampliado la potencial catélisis a varias reacciones quimicas.
En estudios se han identificado moléculas de ARN que pueden catalizar enlaces aminoacil-ARN en sus propios
extremos (2')3’ (lllangakekare y col., 1995 Science 267: 643-647), y una molécula de ARN que puede transferir un
aminoacido desde una molécula de ARN a otra (Lohse y col., 1996, Nature 381:442-444).

La publicacion de solicitud de patente de EE.UU. 2003/0228593, que se incorpora en el presente documento por
referencia, describe procedimientos para construir ribozimas y su uso en la aminoacilacion de ARNt con aminoacidos
codificados de forma natural y no naturales. Las formas inmovilizadas en sustrato de moléculas enzimaticas que puede
aminoacilar ARNt, entre las que se incluyen las ribozimas, pueden permitir una eficiente purificacién por afinidad de los
productos aminoacilados. Ejemplos de sustratos adecuados incluyen agarosa, sefarosa y perlas magnéticas. La
produccion y uso de una forma de ribozima inmovilizada en sustrato para aminoacilaciéon se describe en Chemistry and
Biology 2003, 10:1077-1084 y la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. 2003/0228593

Los procedimientos de aminoacilacion quimica incluyen los introducidos por Hecht y col. (Hecht, S. M. Acc. Chem. Res.
1992, 25, 545; Heckler, T. G.; Roesser, J. R.; Xu, C.; Chang, P.; Hecht, S. M. Biochemistry 1988, 27, 7254; Hecht, S.
M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol. Chem 1978, 253, 4517) and by Schultz, Chamberlin, Dougherty y otros
(Cornish, V. W.; Mendel, D.; Schultz, P. G. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S. A.; Ellman, J. A;;
Schultz, P. G. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2722; Noren, C. J., Anthony Cahill, S. J.; Griffith, M. C.; Schultz, P. G.
Science 1989, 244, 182; Bain, J. D.; Glabe, C. G.; Dix, T. A.; Chamberlin, A. R. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8013;
Bain, J. D. y col. Nature 1992, 356, 537; Gallivan, J. P.; Lester, H. A.; Dougherty, D. A. Chem. Biol. 1997, 4, 740;
Turcatti, y col. J. Biol. Chem. 1996, 271, 19991; Nowak, M. W. y col. Science, 1995, 268, 439; Saks, M. E. y col. J. Biol.
Chem. 1996, 271, 23169; Hohsaka, T. y col. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 34), para evitar el uso de sintetasas en la
aminoacilacion. Dichos procedimientos y otros procedimientos de aminoacilacion quimica se pueden usar para
aminoacilar moléculas de ARNt descritas en el presente documento.

Los procedimientos para generar ARN catalitico pueden implicar generar grupos distintos de secuencias de ribozimas
aleatorizadas, realizando evolucion dirigida en los grupos, deteccidon selectiva en los grupos segun la actividad de
aminoacilacion deseable y seleccionando secuencias de las ribozimas que exhiba la actividad de aminoacilacion
deseada.

Las ribozimas pueden comprender motivos y/o regiones que facilitan la actividad de acilacion, tal como un motivo GGU
u una region rica en U. Por ejemplo, se ha comunicado que las regiones ricas en U pueden facilitar el reconocimiento
de un sustrato aminoacido y un motivo GGU puede formar pares de bases con el extremo 3' de un ARNt. En
combinacion, el motivo GGU y la region rica en U facilitan el reconocimiento simultaneo del aminoacido y el ARNt
simultaneamente y, de este modo, facilitan la aminoacilacion del extremo 3' del ARNt.

Las ribozimas se pueden generar mediante seleccion in vitro usando un r24mini parcialmente aleatorizado conjugado
con ARNt"ccce, seguido de ingenieria sistematica de una secuencia consenso encontrada en los clones activos. Una
ribozima ejemplo obtenida mediante este procedimiento se denomina "ribozima Fx3" y se describe en la solicitud de
publicacion de EE.UU. n°® 2003/0228593, actua como catalizador versatil para la sintesis de varios aminoacil-ARNt
cargados con aminoacidos no naturales conocidos.

Las ribozimas de ARNt aminoacilados se pueden inmovilizar sobre un sustrato para permitir de este modo una
purificacion por afinidad eficiente de los ARNt aminoacilados. Ejemplos de sustratos adecuados incluyen, entre otros,
agarosa, sefarosa y perlas magnéticas. La ribozimas pueden inmovilizarse sobre resinas aprovechando la estructura
quimica del ARN, de modo que el 3'-cis-diol sobre la ribosa del ARN se pueda oxidar con peryodato pata dar el
correspondiente dialdehido para facilitar la inmovilizacion del ARN sobre la resina. Se pueden usar varios tipos de
resinas, incluidas las baratas resinas de hidrazida en las que la aminacion reductora hace de la interaccion entre la
resina y la ribozima un enlace irreversible. La sintesis de aminoacil-ARNt se puede facilitar significativamente mediante
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esta técnica de aminoacilacion en columna. Kourouklis y col. Methods 2005; 36:239-4 describen un sistema de
aminoacilacion basado en columna.

El aislamiento de los ARNt aminoacilados se puede conseguir de diferentes formas. Un procedimiento adecuado es
eluir los ARNt aminoacilados de una columna con un tampén, tal como solucion de acetato sédico con EDTA 10 mM,
un tampodn que contiene N-(2-hiroxil)piperazin-N’-(3-acido propanosulfénico) 50 mM, KCI 12,5 mM, a pH 7,0, EDTA 10
mM, o simplemente agua tamponada con EDTA (pH 7,0)

Los ARNt aminoacilados se pueden afnadir a reacciones de traduccion con el fin de incorporar el aminoacido con el que
se aminoacilé el ARNT en una posicion de eleccion en un polipéptido construido mediante la reaccion de traduccion.
Ejemplos de sistemas de traduccién en los que se pueden usar los ARNt aminoacilados descritos en el presente
documento incluyen, entre otros, lisados celulares. Los lisados celulares proporcionan los componentes de la reaccion
necesarios para la traduccion in vitro de un polipéptido a partir de un ARNm. Ejemplos de dichos componentes de la
reaccion incluyen, entre otros, proteinas ribosémicas, ARNr, aminoacidos, ARNt, GTP, ATP, factores de iniciacion y
elongacién de la traduccion y factores adicionales asociados con la traduccion. De forma adicional, los sistemas de
traduccion pueden ser traducciones discontinuas o traduccion compartimentalizada. Los sistemas de traduccion
discontinua combinan los componentes de la reaccién en un Unico compartimento, mientras que los sistemas de
traduccion compartimentalizada separan los componentes de la reaccion de traduccion de los productos de la reaccion
que pueden inhibir la eficiencia de la traduccién. Dichos sistemas de traduccion estan disponibles comercialmente.

Ademas, se puede usar in sistema de acoplamiento de transcripcion/traduccion. Los sistemas de acoplamiento de
transcripcion/traduccion permiten la transcripcion de un ADN entrante en un correspondiente ARNm, que, a su vez, es
traducido por los componentes de la reaccion. Un ejemplo de una transcripcién/traduccién acoplados comercialmente
disponible es el Sistema de Traduccion Rapida (RTS, Roche Inc.). El sistema incluye una mezcla que contiene lisado
de E. coli para proporcionar los componentes de la traduccién, tales como ribosomas y factores de traduccion. De
forma adicional, se incluye una ARN polimerasa para la transcripcion del ADN entrante en un molde de ARNm para
usar en la traduccién. ElI RTS puede usar compartimentalizacién de los componentes de la reaccién mediante una
membrana interpuesta entre los compartimentos de la reaccién, incluyendo un compartimento de
suministro/residuos y un compartimento de transcripcién/traduccion.

Otros agentes pueden realizar la aminoacilacion de los ARNt, incluidos, entre otros, transferasas, polimerasas,
anticuerpos cataliticos, proteinas multifuncionales y similares.

Stephan en Scientist 2005 Oct 10; paginas 30-33 describe procedimientos adicionales para incorporar aminoacidos no
naturales en proteinas. Lu y col. en Mol Cell. 2001 Oct;8(4):759-69 describen un procedimiento en el que una proteina
se une quimicamente a un péptido sintético que contiene aminoacidos no naturales (union de la proteina expresada ).

También se han usado técnicas de microinyeccion para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas. Véase, por
ejemplo, M. W. Nowak, P. C. Kearney, J. R. Sampson, M. E. Saks, C. G. Labarca, S. K. Silverman, W. G. Zhong, J.
Thorson, J. N. Abelson, N. Davidson, P. G. Schultz, D. A. Dougherty y H. A. Lester, Science, 268:439 (1995); y, D. A.
Dougherty, Curr. Opin. Chem. Biol., 4:645 (2000). En un oocito de Xenopus se co-inyectaron dos especies de ARN
construidas in vitro: Un ARNm que codificaba la proteina diana con un codon de terminacion UAG en la posicion del
aminoacido de interés y un ARNt supresor ambar aminoacilado con el aminoacido no natural deseado. La maquinaria
de la traduccién del oocito inserta después el aminoacido no natural en la posicion especificada por UAG. Este
procedimiento ha permitido estudios de estructura-funcion in vivo de proteinas integrales de membrana, que, en
general, no son susceptibles a los sistemas de expresion in vitro. Ejemplos incluyen la incorporacion de un aminoacido
fluorescente en el receptor de taquinina neuroquinina-2 para medir las distancias mediante transferencia de energia de
resonancia fluorescente, véase, por ejemplo, G. Turcatti, K. Nemeth, M. D. Edgerton, U. Meseth, F. Talabot, M. Peitsch,
J. Knowles, H. Vogel and A. Chollet, J. Biol. Chem., 271:19991 (1996); la incorporacién de aminoacidos biotinilados
para identificar residuos expuetos en la superficie en canales ionicos, véase, por ejemplo, J. P. Gallivan, H. A. Lester
and D. A. Dougherty, Chem. Biol., 4:739 (1997); el uso de analogos de tirosina enjaulada para monitorizar los cambios
conformacionales en un canal idnico en tiempo real, véase, por ejemplo, J. C. Miller, S. K. Silverman, P. M. England, D.
A. Dougherty and H. A. Lester, Neuron, 20:619 (1998); y el uso de alga hidroxiaminoacidos para cambiar las
estructuras de los canales i6nicos para sondar sus mecanismos de apertura. Véase, por ejemplo, P. M. England, Y.
Zhang, D. A. Dougherty and H. A. Lester, Cell, 96:89 (1999); y, T. Lu, A. Y. Ting, J. Mainland, L. Y. Jan, P. G. Schultzy
J. Yang, Nat. Neurosci., 4:239 (2001).

La capacidad para incorporar aminoacidos no naturales directamente en proteinas in vivo ofrece una amplia variedad
de ventajas, que incluyen, solo a modo de ejemplo, rendimientos altos de proteinas mutantes, facilidad técnica,
potencial para estudiar la proteina mutante en células o, posiblemente, en organismos vivos, y el uso de estas
proteinas mutantes en tratamientos terapéuticos y usos diagndsticos. La capacidad de incluir en las proteinas
aminoacidos no naturales con varios tamanos, acideces, nucleofilicidades, hidrofobicidades y otras proteinas pueden
expandir mucho nuestra capacidad para manipular racional y sistematicamente las estructuras de las proteinas, para
sondar la funcién proteica y crear nuevas proteinas u organismos con propiedades nuevas.
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En un intento de incorporar de forma especifica de sitio para-F-Phe, se us6 un par de ARNtPheCUA supresor
ambar/fenilalanil-ARNt sintetasa en una cepa de Escherichia coli resistente a p-F-Phe auxotréfica para Phe. Véase, por
ejemplo, R. Furter, Protein Sci., 7:419 (1998).

También puede ser posible obtener la expresion de un polipéptido de aminoacidos no naturales descrito en el presente
documento usando un sistema de traduccién acelular (in vitro) Los sistemas de traduccion pueden ser celulares o
acelulares, y pueden ser procariotas o eucariotas. Los sistemas de traduccidén celular incluyen, entre otros,
preparaciones de células enteras tales como células permeabilizadas o cultivos celulares en los que una secuencia de
acido nucleico deseada se puede transcribir a ARNm y traducir este ARNm. Los sistemas de traduccion acelulares
estan disponibles comercialmente y se conocen bien diferentes tipos y sistemas. Ejemplos de sistemas acelulares
incluyen, entre otros, lisados procaridticos tales como lisados de Escherichia coli, y lisados eucariéticos, tales como
extractos de germen de trigo, lisados de células de insectos, lisados de reticulocitos de conejo, lisados de oocitos de
conejo y lisados de células humanas. Se pueden preferir extractos o lisados eucariéticos cuando la proteina resultante
esta glicosilada, fosforilada o, de otro modo, modificada porque muchas de estas modificaciones sélo son posibles en
sistemas eucariéticos. Algunos de estos extractos y lisados estan disponibles comercialmente (Promega; Madison,
Wis.; Stratagene; La Jolla, Calif; Amersham; Arlington Heights, Ill.; GIBCO/BRL; Grand Island, N.Y.). Extractos
membranosos, tales como extractos de pancreas de perro que contienen membranas microsomales, también estan
disponibles y utiles para traducir proteinas secretoras. En estos sistemas, que pueden incluir ARNm como molde
(traduccion in vitro) o ADN como molde (combinacién de transcripcion y traduccion in vitro), la sintesis in vitro esta
dirigida por los ribosomas. Se ha aplicado un esfuerzo considerable al desarrollo de sistemas de expresion de
proteinas acelulares. Véase, por ejemplo, Kim, D.M. y J.R. Swaitz, Biotechnology and Bioengineering, 74:309-316
(2001); Kim, D.M. y J.R. Swartz, Biotechnology Letters, 22, 1537-1542, (2000); Kim, D.M., y J.R Swartz, Biotechnology
Progress, 16, 385-390, (2000); Kim, D.M., y J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 66, 180-188, (1999); y
Patnaik. R. y J.R. Swartz, Biotechniques 24, 862-868, (1998); la patente de EE.UU. n°® 6.337.191; la publicacion de la
patente de EE.UU. n° 2002/0081660; el documento WO 00/55353; el documento WO 90/05785. Otro enfoque que se
puede aplicar a la expresion de polipéptidos de aminoacidos no naturales incluye la técnica de fusion ARNm-péptido.
Véase, por ejemplo, . Roberts and J. Szostak, Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 94:12297-12302 (1997); A. Frankel, y col.,
Chemistry & Biology 10:1043 1050 (2003). En este abordaje, un molde de ARNm unido a puromicina se traduce en el
péptido en el ribosoma. Si se han modificado una o mas moléculas de ARNt, también se pueden incorporar en el
péptido aminoacidos no naturales. Una vez que se ha leido el ultimo codon de ARNm, la puromicina captura el extremo
C del péptido. Si en un ensayo in vitro se encuentra que el conjugado ARNm-péptido resultante tiene propiedades
interesantes, se puede revelar su identidad con facilidad a partir de la secuencia de ARNm. De este modo, se puede
realizar la deteccién selectiva de bibliotecas de polipéptidos de aminoacidos no naturales que comprenden uno o mas
aminoacidos no naturales para identificar polipéptidos que tiene propiedades deseadas. Mas recientemente se han
notificado traducciones en ribosomas in vitro con componentes purificados, que permiten la sintesis de péptidos
sustituidos con aminoacidos no naturales. Véase, por ejemplo, Forster y col., Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 100:6353
(2003).

También se pueden usar sistemas de traduccion reconstituidos. También se han usado con éxito mezclas de factores
de traduccion purificados para traducir ARNm en proteinas, asi como combinaciones de lisados o lisados
suplementados con factores de traduccion purificados tales como el factor de iniciacion 1 (IF-1), IF-2, IF-3 (a o B), factor
de elongacion T (EF-Tu) o factores de terminaciéon. Los sistemas acelulares también pueden ser sistemas de
transcripcion/traduccion acoplados en los que el ADN se introduce en el sistema, se transcribe en ARNm y el ARNm se
traduce como se ha descrito en Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel y col. editors, Wiley Interscience,
1993).

El ARN transcrito en un sistema de transcripcion eucariética puede estar en forma de ARN heteronuclear (ARNhn) o
topes en el extremo 5’ (7-metilguanosina) y ARNm maduro con cola de poliA en 3', que puede ser una ventaja en
ciertos sistemas de traduccién. Por ejemplo, los ARNm sellados se traducen con una eficiencia elevada en el sistema
de lisado de reticulocitos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Mejor formacién de oxima en presencia de acelerador

En el Esquema 12 se muestra un compuesto que contiene carbonilo (polipéptido de aminoacidos no naturales). El
grupo ceto del aminoacido para-acetilfenilalanina incorporado en la proteina reacciona con un compuesto que contiene
hidroxilamina para formar una oxima relativamente estable. Esta reaccion es altamente especifica. Se observo una
reaccion mas rapida en presencia de un acelerador (Esquema 1B).
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Ejemplo 2: Deteccion selectiva de posibles aceleradores usando conjugacion de hGH-PAcF 30 K

Se usé la hormona de crecimiento humano (hGH) con para-acetilfenilalanina sustituida por tirosina en la posicién 35
para realizar deteccion selectiva de un panel de 20 compuestos (FIG. 5). La hGH se intercambié en tampo6n en un
tampodn de reaccion de hGH (NaOAc 20 mM, 20 mg/ml de glicina, 5 mg/ml de manitol, EDTA 1 mM, pH 4,0) usando
una columna PD10 y se concentrd hasta 10 mg/ml usando un concentrador Centrocon (10 k MWCO). La hGH (10 pl)
se mezco con 3,6 ul de monohidroxilamina 30 K PEG (2,5 Mm), 3 ul de potencial solucion del acelerador (200 mM en
tampoén de reaccion de hGH) y tampdn para dar un volumen final de 30 pl. La proporcion molar de hGH:PEG fue 1:2.
Las mezclas de reaccion se incubaron a 28°C durante 16 horas y 36 horas y se analizé mediante SDS-PAGE (FIG. 6).
Cada calle de los geles que se muestran en la Figura 6 estd marcada con el compuesto sometido a ensayo como se
muestra en la Figura 5. La ultima calle de cada gel era una reaccion control (sin acelerador). Los compuestos 6, 7, 8,
10 y 20 eran aceleradores. Dos compuestos del panel, los compuestos 7 y 29 (hidrazida acética) (imagen en la Figura
5) eran aceleradores y se evaluaron adicionalmente en condiciones de reaccion similares con una concentracion de la
proteina hGH mas alta (8 mg/ml). Las mezclas de reaccion se incubaron a 28°C durante 16 horas y los resultados del
analisis SDS-PAGE se muestran en la FIG. 7. La calle 1 era una mezcla de reacciéon con una proporcién molar de
hGH:PEG de 1:2 y 50 mM del compuesto acelerador 7. La calle 2 era una mezcla de reacciéon con una proporcion
molar de hGH:PEG de 1:2 y 50 mM del compuesto acelerador 20. La calle 2 era una mezcla de reacciéon con una
proporcion molar de hGH:PEG de 1:2 sin acelerador. La calle 4 era una mezcla de reaccién con una proporcién molar
de hGH:PEG de 1:2 sin acelerador. Después de 16 horas, se mostré que ambos compuestos catalizaban la reaccion.

Ejemplo 3: Analisis CLEM de hGH tras incubacidn con el acelerador

En tampon de reaccion de hGH, la hGH silvestre (5,8 mg/ml) se incubd con varias concentraciones del acelerador
hidrazida acética (mezcla de 200 mM, 100 mM, 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, 6,25 mM y 0 a 28 T durante 48 hor as. El
acelerador se elimind mediante dialisis (10 k MWCO). Las soluciones proteicas resultantes se analizaron mediante
CLEM (FIG. 8).] La Figura 10A muestra el trazado total de la CLEM. La Figura 8B muestra el espectro de masas de la
hGH sin acelerador. La Figura 8C muestra el espectro de masas con el acelerador hidrazida acética 200 mM.

Preferentemente, un acelerador para la conjugacion de proteinas no ejerce ningun efecto de deterioro sobre las
proteinas, tales como fragmentacion, precipitacion y modificacion covalente no deseada. No se observé fragmentacion
alguna al usar los aceleradores 7 y 20 (mostrados en la Figura 5) en base al analisis SDS-PAGE vy la precipitacion de
proteinas en todas las condiciones usadas con scFv y hGH. Por ejemplo, no se pudo detectar ninguna modificacion
covalente con CLEM tras 48 horas de incubacién de hGH silvestre con hasta 200 mM del acelerador 20 (hidrazida
aceética). Los pesos moleculares medidos de hGH en todas las condiciones son iguales y coinciden con el valor teérico
22256.

Ejemplos 4: Dimerizacion de una etapa de scFv-pAcF

Se uso la proteina 108 Fv de una cadena (scFv) con el para-acetilfenilalanina sustituida en la posicion 259 (scFv 108
259-pAcF) en el siguiente experimento de conjugacion scFv 108 259-pAcF en tampon de almacenamiento, se
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intercambié en tampon con tampén de reaccion (NaCl 150 mM, NaOAc 20 mM, EDTA 5 mM, pH 4,0) usando una
columna PD10. La solucién proteica se concentré hasta 0,5 mM, se mezcld con enlazador de hidroxilamina
homobifuncional 2K PEG, solucién madre 2,5 mM y se suplementd con hidrazida acética como acelerador. La mezcla
de reaccion fina consistio en enlazador homobifuncional 2K PEG 147 uM, la concentracion correspondiente de scFV
sustituid con pAcF e hidrazida acética 47 mM. Las mezclas de reaccidon se incubaron a 28°C y se analizaron a
diferentes puntos de tiempo (6 horas, 20 horas, 44 horas) mediante SDS-PAGE (FIG. 2).

Para hacer la reaccion de una etapa mas eficiente y mas practica con el enlazador homobifuncional 2K PEF, se usaron
aceleradores para facilitar el proceso de dimerizacion. Sin acelerador se pudo detectar muy poco producto dimérico
tras 20 horas mediante SDS-PAGE. La calle 4 de los geles de 6 horas. 20 horas y 44 horas muestran mezclas de
reaccion con una proporcion molar ente scFV:PEG de 2,0:1 sin el acelerador hidrazida acética. Por otro lado, en
presencia de hidrazida acética 47 Mm, el producto dimérico aparecio tras 6 horas. Como se muestra en la Figura 2, se
analizaron diferentes proporciones molares entre la proteina y el enlazador 1,6:1, 2,0:1 y 2,4:1 para determinar las
mejores condiciones de conjugacion. La calle 1 de los geles de 6 horas. 20 horas y 44 horas muestran mezclas de
reaccion con una proporcion molar ente scFV:PEG de 1,6:1 con hidrazida acética. La calle 2 de los geles de 6 horas.
20 horas y 44 horas muestran mezclas de reaccion con una proporcion molar ente scFV:enlazador de 2,0:1 con
hidrazida acética. La calle 3 de los geles de 6 horas. 20 horas y 44 horas muestran mezclas de reacciéon con una
proporcion molar ente scFV:enlazador de 2,4:1 con hidrazida acética. Como control, el scFv 108 se incubd con
hidrazida acética 47 mM en ausencia del enlazador homobifuncional PEG durante 44 horas. No se observé formacion
de dimero. La calle 5 de los geles de 6 horas. 20 horas y 44 horas muestra mezclas de scFv y acelerador hidrazida
acética sin el enlazador PEG. Este resultado indica que el acelerador, la hidrazida acética, no facilita la formacién de
puentes disulfuro intermoleculares entre scFv. En presencia del enlazador homobifuncional PEG, el dimero se produce
a través de la formacién de oxima entre el enlazador PEG vy la proteina.

Ejemplo 5: Conjugacion de monohidroxilamina 30 K PEG y scFv-pAcF

La solucién madre de scFv 108 259-pAcF 0,5 mM en el tampdn de reaccion mencionado con anterioridad (10 pl) se
mezcla con varias cantidades de la solucién madre de monohidroxilamina 30 K PEG 2,5 Mm, 2,2 ul de solucion madre
de hidrazida acética 200 mM y tampdn de reaccién. Las mezclas de reaccidon con un volumen de reaccion final de 22 pl
tienen diferentes proporciones molares de scFv:PEG (1:3 o 1:5). El efecto acelerador de la hidrazida acética tras la
conjugacién de monohidroxilamina 30 K PEG y scFv se evalu6 a una proporcion molar entre la proteina y PEG de 1:3 y
1:5 con y sin acelerador. Las mezclas de reaccion se incubaron a 28°C y se analizaron a diferentes puntos de tiempo
(20 horas, 44 horas) mediante SDS-PAGE (FIG. 3). Las calles 1, 2 y 3 muestran 100%, 20% y 10% del scFv-pAcF de
partida, respectivamente. La calle 4 de los geles de 20 horas y 44 horas muestran mezclas de reaccion con una
proporcion molar entre scFV:PEG de 1:3 con hidrazida acética 20 mM. La calle 5 de los geles de 20 horas y 44 horas
muestran mezclas de reaccion con una proporcion molar entre scFV:PEG de 1:3 sin acelerador. La calle 6 de los geles
de 20 horas y 44 horas muestran mezclas de reaccion con una proporcion molar entre scFV:PEG de 1:5 con hidrazida
acética 20 mM. La calle 7 de los geles de 20 horas y 44 horas muestran mezclas de reaccion con una proporcién molar
entre scFV:PEG de 1:5 sin acelerador. Los resultados de conjugacion demostraron que la hidrazida acética acelera la
reaccion de conjugacion. La reaccion a una proporcion molar de 1:3 de proteina:PEG con acelerador progresé mas
rapido que la reaccion a una proporcion de 1:5 de proteina:PEG sin acelerador.

De forma similar, se evalud | a eficiencia de la conjugacion relativa de diferentes concentraciones del acelerador
hidrazida acética (5 mM, 20 mM, 80 mM) con una proporcion molar de scFv;30 K PEG monohidroxilamina de 1:2 (FIG.
4). Las mezclas de reaccion se incubaron a 28°C. La calle 1 muestra la mezcla de reaccion con hidrazida acética 5 mM
(proporcion molar ScFv:30 KPEG monohidroxilamina de 1:2). La calle 2 muestra la mezcla de reaccion con hidrazida
acética 20 mM (proporcién molar ScFv:30 K PEG monohidroxilamina de 1:2). La calle 3 muestra la mezcla de reaccién
con hidrazida acética 80 mM (proporcion molar ScFv:30 K PEG monohidroxilamina de 1:2). La calle 4 muestra la
mezcla de reaccion sin hidrazida acética (proporcion molar ScFv:30 K PEG monohidroxilamina de 1:5). Las calles 5, 6 y
7 muestran 10%, 20% y 100% del scFv-pAcF de partida, respectivamente. El analisis SDS-PAGE mostré que cuanto
mayor es la concentracion del acelerador, mas rapida es la conjugaciéon. La conjugacién a una proporcion molar
ScFV:PEG de 1:2 en presencia del acelerador 80 mM es mas rapida que la conjugaciéon a una proporcién molar
ScFV:PEG de 1:5 sin el acelerador.

Ejemplo 6: Estudios con moléculas pequeinas de la formacion de oxima acelerada

Se hizo reaccionar acetofenona (0,5 mM) con etilhidroxilamina (1 mM) en solucién acuosa tamponada hasta un pH de
aproximadamente 4,0; a esta mezcla de reaccion se afadié una serie de aceleradores (20 mM) para determinar el
efecto de la identidad del acelerador sobre la velocidad y el rendimiento de la formacién de oxima (véase la FIG. 10(a)).
Los aceleradores sometidos a ensato en este modelo de reaccion se presentan en la FIG. 10(b). Se tomaron alicuotas
de la mezcla de reaccion y se analizaron mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento tras 2 horas, 5 horas,
9 horas y 24 horas. Ademas, para cada una de estas muestras, se comparo la absorbancia del pico de centona con la
absorbancia del pico de oxima a 260 nm usando espectroscopia UV/Vis. La FIG. 11 presenta los resultados tras 2
horas y 9 horas de reaccion. Como se puede ver, todos los aceleradores incrementan la velocidad de formacion de
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oxima; no obstante, los aceleradores 1y 7 (que se muestran en la Figura 10(b)) proporcionan el rendimiento mas alto,
proporcionando el acelerador 2 el mayor rendimiento tras tiempos de reaccién mas prolongados. Sin desear quedar

ligado a teoria alguna, la actividad del acelerador parece depender de la velocidad de la reaccion con la centona y de la
estabilidad de la hidrazona intermedia.
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REIVINDICACIONES

1.- Una mezcla de reaccién que comprende un compuesto que comprende un resto de cetona aromatica, un
compuesto que comprende un resto de hidroxilamina y un acelerador seleccionado del grupo que consiste en aminas
5 aromaticas bifuncionales, derivados de oxoamina y compuestos que tienen las estructuras siguientes:

H H H H
H H N ~. N N _H N
N SN HNT N HNT Y™ HoN
H,N N Y H jc])/ 0 0
1 )
HZN’ 7{5\\
o0

en las que Ry, Ry y R, se seleccionan del grupo que consiste en Ly-H, Lx-alquilo, Ly-arilo, Lx-heteroarilo, Lx-alquenilo, Ly-
10 alquinilo, Ly-alcoxi y Lx-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH), C(=NH)-NH, SO y SO; y en las que la
amina aromatica bifuncional se selecciona del grupo que consiste en:

H
HZN,N\H,NHZ

CUt SN S

Aminas aromaticas bifuncionales:
H H
O PO OO
NH, NH, NH, NH, NH, H’
NH,
N DR
Z 1Y
N™ “NH, NZSNH, Z NH, N~ H, MM H m N—/? H;N
. z -

3
15 y en las que la oxoamina se selecciona del grupo que consiste en:
Derivados de oxoamina:

0 n 9
H H H H H j\ n ,IIL N. )‘L -
Mo meNo™ MeM o MeMorBt merMol N MeT 07 TNH, MeT 0T TN

2.- La mezcla de reaccion de la reivindicacion 1, en la que el compuesto que comprende un resto de cetona aroméatica
20 es un aminoacido o un polipéptido.

3.- La mezcla de reaccion de la reivindicacion 1, en la que el compuesto que comprende un resto de cetona aromatica
tiene la estructura:

25
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R1‘-.. R2

Iz

(I11)

en el que:
R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
R1 es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y

R2 es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido, en el que cada R, esta
seleccionado, de forma independiente, del grupo que consiste en H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R’)2,
-C(O)xR enlos que kes 1,2 0 3, -C(O)N(R’)2, -OR’ y -S(O)R’,

4.- La mezcla de reaccion de la reivindicacion 1, en la que el compuesto que comprende un resto de hidroxilamina
comprende ademas un resto polimérico:

5.- La mezcla de reaccién de la reivindicacion 1, en la que el compuesto que comprende un resto de hidroxilamina tiene
la estructura:

PEG L —0 —NH,

(XXVII)

en el que:

cada L es un enlazador seleccionado de forma independiente del grupo que consiste en alquileno, alquileno
sustituido, alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -S(O)«- en el que k es 1, 2 0 3, -S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-
(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -(alquileno o alquileno
sustituido)NR’C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido)-, -O-CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-
, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-,-
N(R’)C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), -S(O)xN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -N(R)C(O)N(R’)-(alquileno o
alquileno sustituido)-, -N(R")C(S)N(R’)-, -N(R)S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-N(R’)-, -C(R’)=N-N=, -
C(R)2-N=N-, y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en los que cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o alquilo
sustituido.

6.- La mezcla de reaccion de la reivindicacion 1, en la que el acelerador es una amina aromatica bifuncional.
7. La mezcla de reacciodn de la reivindicacion 1, en la que el acelerador es un derivado de oxoamina.

8. Un procedimiento para obtener mediante derivacion un aminoacido de Férmula (Ill), comprendiendo el procedimiento
poner en contacto el aminoacido con un reactivo de Formula (XXVII) en presencia de un acelerador, en el que la
Férmula (lll) corresponde a:
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en el que:
R es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
R1 es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y
R2 es OH, un grupo protector de éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

en la que cada R, se selecciona, de forma independiente, del grupo que consiste en H, haldgeno, alquilo, alquilo
sustituido, -N(R’)2, - C (O)xR’ en los que k es 1, 2 0 3, -C(O)N(R’)2, -OR’ y -S(O)R’,

en la que la Formula (XXVII) corresponde a:

PEG L 0 NH,

(XXVII)

en la que:

cada L es un enlazador seleccionado de forma independiente del grupo que consiste en alquileno, alquileno sustituido,
alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
S(O)-en el que kes 1, 2 0 3, -S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -
C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-
(alquileno o alquileno sustituido)-, -(alquileno o alquileno sustituido)NR'C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido)-, -O-
CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno
o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(0)O-,-N(R’)C(O)O-(alquileno o alquileno sustituido), -S(O)xN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -
N(R’)C(O)N(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(S)N(R’)-, -N(R’)S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -C(R’)=N-, -C(R’)=N-
N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R’)2-N=N-, y -C(R’)2-N(R’)-N(R’)-, en los que cada R’ es, de forma independiente, H, alquilo o
alquilo sustituido; y

en el que el acelerador esta seleccionado del grupo que consiste en aminas aromaticas bifuncionales, derivados de
oxoamina y compuestos que tienen las estructuras siguientes:

o H o o} o]
H H H H H H H
_N_ _NH, _N.__NH, I oo N _N.
H,N H,N - ~ - ~ Nigr HNT TS
SR TR B S Sl S

en las que Ry, Ry y R; estan seleccionados del grupo que consiste en: Ly-H, Ly-alquilo, Ly-arilo, Lx-heteroarilo, Ly
alquenilo, Ly-alquinilo, Lx-alcoxi y Ly-alquilamina, en los que Ly es un enlace, C(=0), C(=NH), C(=NH)-NH y SO, SO..

y en el que la amina aromatica bifuncional esta seleccionado del grupo que consiste en:
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Aminas aromaticas bifuncionales:

H H
O OO O CCT O O
-

‘ NH, NH, NH, NH, NH; a

NH,

NH; NH; NH; N H N n HaN
L., GO OO o Q0 gy ™ W
(N)\NH, (NINH, L NH, Nz MM, T H> AJ \ﬁj AN~ N

. 2 .

y en las que la oxoamina esta seleccionada del grupo que consiste en:
Derivados de oxoamina:

/u\

H

H H H H N‘o)L N -~
ﬂ.. H N. .Me N.__Bn Mee"‘uj\ Me” NH, Me o NH -

Me” O Me” Q7 M("vEl Me” Q7

9.- El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que R es alquilo.
10.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que R es CHs.

11.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el acelerador tiene la estructura: HoN-NH-C(O)-Ry, en la que Ry
es alquilo, alquilo sustituido, NH-NHZ, H y alcoxi.

12.- El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que Ry es alquilo o alcoxi.

13.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el acelerador esta seleccionado del grupo que consiste en los
compuestos identificados como 6, 7, 8, 10 y 20 de la Figura 5.

14.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el acelerador es una amina aromatica bifuncional.
15.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el acelerador es un derivado de oxoamina.

16.- El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que el peso molecular del grupo PEG esta entre aproximadamente
1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.

17.- El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que el aminoacido se pone en contacto con el reactivo de Férmula
(XXVII) en solucion acuosa a aproximadamente la temperatura ambiente.

18.- El procedimiento de la reivindicaciéon 8, en el que el aminoacido se pone en contacto con el reactivo de Formula
(XXVII) en solucion acuosa a un pH entre aproximadamente 4 y aproximadamente 10.

19.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que la proporcién molar del aminoacido y el reactivo de Férmula
(XXVII) esta seleccionado del grupo de aproximadamente 1:2; 1:1; 1,5:1; 1,5:2; 2:1; 1:1,5; 21,5y 1.5a 2.

20.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que aminoacido de Férmula (lll) ha sido incorporado de forma
especifica de sitio durante la traduccién in vivo de un polipéptido.

21.- El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que aminoacido derivado comprende al menos un aminoacido que
contiene oxima que tiene la estructura de Formula (XI-A):
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en la que:
R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es H, un grupo protector de amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y R, es OH, un grupo protector
de éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

en la que cada R, esta seleccionada, de forma independiente, del grupo que consiste en H, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, -N(R’)2, - C (O)R’ en los que k es 1, 2 0 3, -C(O)N(R’)2, -OR’ y -S(O)R,

Rs es L-X, en el que
XesunPEG;y

L es opcional y, cuando esta presente, es un enlazador seleccionado del grupo que consiste en alquileno, alquileno
sustituido, alquenileno, alquenileno sustituido, -O-, -O-(alquileno o alquileno sustituido), -S-, -S-(alquileno o alquileno
sustituido), -S(O)x- donde k es 1, 2, o 3, - S(O)«(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquileno o alquileno
sustituido)-, C(S)-, -C(S)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-(alquileno o alquileno sustituido)-, -C(O)N(R’)-,
-CON(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquileno o alquileno sustituido)-, -N(R’)CO-(alquileno
o alquileno sustituido)-, -N(R’)C(O)O-, -S(O)kN(R’)-, -N(R’)C(O)N(R’)-, -N(R)C(S)N(R’)-, -N(R’)S(O)xN(R’)-, -N(R’)-N=, -
C(R)=N-, -C(R)=N-N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R)>-N=N- y -C(R)2-N(R’)-N(R’)-, en los que cada R’ es, de forma
independiente, H, alquilo o alquilo sustituido.
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