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DESCRIPCION
Sistema para la expresion de componentes de traduccion ortogonales en células huésped eubacterianas
Campo de la invencion

La invencién se refiere al campo de la quimica de las proteinas, por ejemplo la bioquimica de la traduccién. La
invencion se refiere a composiciones y procedimientos para la produccion in vivo de polipéptidos que comprende
uno 0 mas aminodcidos no naturales.

Antecedentes de la invencion

El estudio de la estructura y funcién de las proteinas ha dependido histéricamente de las propiedades quimicas que
estan disponibles usando los grupos R de los aminoacidos naturales. Por desgracia, todos los organismos
conocidos, desde bacterias a seres humanos, codifica los mismos veinte aminoacidos comunes (con las raras
excepciones de la selenocisteina (véase, por ejemplo, Bock y col.,(1991), Molecular Microbiology 5:515-20) y la
pirrolisina. Esta limitada seleccién de grupos R ha restringido el estudio de la estructura y funcion de las proteinas,
en el que los estudios estan limitados por las propiedades quimicas de los aminoacidos naturales.

Se ha desarrollado una metodologia general para la incorporacién especifica de sitio in vivo de aminoacidos no
naturales quimicamente diversos con nuevas propiedades fisicoquimicas y biolégicas en proteinas de organismos
procariotas y eucariotas (Wang y col., Science 292, 498-500 (2001); Chin, y col., Science 301, 964-967 (2003);
Wang y Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. 44, 34-66 (2005)). Este procedimiento depende de un Unico par de codén-
ARNLt y la correspondiente aminoacil-ARNt sintetasa (aaRS o simplemente RS) para cada aminoacido no natural que
funciona con eficiencia en la traduccién de proteinas pero que no reacciona de forma cruzada con cualquiera de los
ARNt enddgenos, RS, aminoacidos o codones en el organismo del huésped (es decir, debe ser ortogonal). El uso de
dichos pares ARNt-RS ortogonales ha posibilitado codificar genéticamente un gran ndmero de aminoacidos de
estructura diversa que incluyen aquéllos con reactividad quimica (Wang et al., Proc. Natl. Sci. Acad. USA. 100, 56-
61 (2003)) y fotoquimica (Chin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 11020-11024 (2002); Wu et al., J. Am. Chem.
Soc., 126, 14306-14307 (2004)), asi como glicosilada (Zhang et al., Science 303, 371-373 (2004)) fluorescente
(Wang y Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. 44:34-66 (2005)), unién a metales (Wang y Schultz, Angew. Chem. Int. Ed.
44:34-66 (2005)) y aminoacidos activos en redox (Alfonta et al., J. Am. Chem. Soc. 125:14662-14663 (2003)). Un par
MRNA-Tyr(CUA)-MjTyrRS mutante concreto ha sido particularmente Gtil para codificar nuevos aminoacidos en E.
coli (Wang y Schultz, Chem. Biol. 8:883-890 (2001)).

El documento WO 2005/007870 describe composiciones de pares de leucil-ARNt y aminoacil-ARNt sintetasa y usos
de las mismas.

El documento WO 2004/094593 describe composiciones de pares de ortogonal-ARNt y aminoacil ARNt sintetasa
ortogonal y usos de los mismos para incorporar aminodcidos no naturales en una proteina de interés.

El documento US 2005/272121 describe la incorporacion especifica de sitio de aminoacidos no naturales que
contienen atomos pesados en proteinas para determinar la estructura.

Wang y Schultz, 2001, Chemistry & Biology, vol. 8, pp. 883-890, describen un abordaje general para la generacion
de ARNt ortogonales.

No obstante, a pesar del éxito de esta técnica en la incorporacién de una matriz diversa de aminoacidos no naturales
in vivo, la eficiencia del sistema de expresién para la produccion de proteinas mutantes que contienen aminoacidos
no naturales no se ha optimizado y la eficacia de la supresion del sistema ortogonal para superar el codon selector
puede ser mala. En la técnica existe la necesidad de desarrollar reactivos para mejorar la eficiencia en la supresion
de los sistemas de traduccion. La invencion descrita en el presente documento cumple estas y otras necesidades y
sera evidente a partir de la revision de la divulgacion siguiente.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona una composicion que comprende un constructo de &cido nucleico,
comprendiendo dicho constructo: Secuencias de nucle6tidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de
prolina de Escherichia coli y una primera secuencia de nucleétidos expresable que codifica un ARNt ortogonal (O-
ARNt) de Archaea, en el que dicho O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72 y en el que dichas secuencias
del promotor y del terminador estan unidas operativamente a dicha primera secuencia de nucleé6tidos expresable y
en el que dicha primera secuencia de nucleétidos expresable es heterdloga de dichas secuencias de nucleétidos del
promotor y del terminador, y en el que dicha secuencia de nucleétidos del promotor tiene la secuencia de
nucle6tidos SEC ID N2 32 o 34 y dicha secuencia de nucleétidos del terminador tiene una secuencia de nucleétidos
de SEC ID N2 33, 35y 36.
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En ciertos casos de la composicion de la presente invencién, el constructo de acido nucleico comprende ademas
una secuencia de nucleotidos del promotor de E. coli gins que tiene una secuencia de nucleétidos de la SEC ID N®
13 y una segunda secuencia de nucleétidos expresable, en el que dicha secuencia de nucleétidos del promotor de
E. coli gins esta unida operativamente a dicha segunda secuencia de nucledtidos expresable, de modo que la
segunda secuencia de nucleétidos expresable codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila, preferentemente, dicha O-ARNt con un amino&cido no natural.

En ciertos casos de la composicion de la presente invencion, dicho O-ARNt esta codificado por una secuencia de
nucle6tidos de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que dicha secuencia de nucleotidos expresable es un
operdn policistronico que comprende una pluralidad de O-ARNt cada uno de los cuales tiene la secuencia de
nucleétidos de SEC ID N2: 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)).

En algunos casos, dicha secuencia de nucleétidos expresable comprende una pluralidad de dicho operén
policistronico.

En algunos casos, dicha O-RS es una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o (ii) dicha O-RS es
una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o (iii) dicha O-RS tiene una sustitucién de acido aspartico
en arginina en la posicién de aminoacidos 286 o en una posicion analoga a la posicion 286 respecto a la secuencia
de aminoacidos de la tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii proporcionada en la SEC ID N¢ 2 (Mf-
tRNA-Tyr RS de tipo silvestre).

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una célula huésped que comprende la composicién de la
presente invencion.

En algunos casos, dicha célula huésped es una célula huésped eubacteriana o dicha célula huésped es una célula
de E. coli.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un sistema de traduccion para la expresién de un
polipéptido de interés que comprende al menos un aminoacido no natural en una posicién especificada;
comprendiendo el sistema:

(a) un aminoécido no natural;
(b) un constructo de &cido nucleico, comprendiendo dicho constructo:

(i) las secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de
Escherichia coli y una secuencia de nucleotidos expresable , en la que dicha secuencia de nucleétidos
expresable codifica un ARNt ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en el que dicho O-ARNt de Archaea
comprende un par C1-G72 y en el que dichas secuencias del promotor y del terminador estan unidas
operativamente a dicha secuencia de nucleétidos expresable y en la que dicha secuencia de nucleétidos
expresable es heterdloga de dichas secuencias de nucle6tidos del promotor y del terminador, y en la que
dicha secuencia de nucleétidos del promotor tiene la secuencia de nucleotidos SEC ID N° 32 0 34 y dicha
secuencia de nucleottidos del terminador tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 33, 35y 36;y
(i) una secuencia de nucledtidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho amino&cido no natural; y

(c) un polinucleodtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al menos
un codon selector que es reconocido por dicho O-ARNt, en el que la posicién del codon selector en el
polinucleétido controla la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés tras la
expresion del polinucleétido para producir el polipéptido.

En algunos casos, dicho constructo de &cido nucleico comprende ademas al menos uno de:

(i) una secuencia de nucledtidos que tiene un promotor de gIinS de E. coli que tiene una secuencia de
nucledtidos de SEC ID N? 13, en la que dicha secuencia de nucleétidos de gInS de E. coli estd unida
operativamente a dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicha O-RS; y

(i) un operon policistronico que comprende una pluralidad de dichas secuencias de nucleétidos del gen de O-
ARNt, en el que al menos un gen de O-ARNt se separa de al menos un gen de O-ARNt adyacente por un
adaptador polinucleotidico heterélogo de un adaptador polinucleotidico de un operén de ARNt.

En algunos casos, dichas secuencias del promotor y del terminador del ARNt de prolina de E. coli se proporcionan
en las SEC ID N°® 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente; o en el que dicho operén policistronico
comprende una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heter6logos idénticos.

o en el que dicho operoén policistrénico comprende una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heterélogos, en
el que al menos dos de los adaptadores polinucleotidicos heterdlogos son diferentes;

O en el que dicho adaptador polinucleotidico heterélogo comprende un nucleétido de timidina en el extremo 5’ 0 un
nucleétido adenosina en el extremo 3’ 0 ambos, un nucledtido de timidina en el extremo 5’ y un nucleétido adenosina
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en el extremo 3.

o en el que dicho adaptador polinucleotidico heterélogo es el adaptador polinucleotidico localizado entre los genes
de ARNt enddgenos de Escherichia coli seleccionados de: valUy valX, ileTy alaT; serV y argV; valV y valW; glyTy
thrT; metTy leuW; ginW'y metU; hisRy leuT; ginUy ginW; leuPy leuV; gInV y ginX; alaW'y alaX; ileUy alaU; ileV'y
alaV; metUy ginV; glyWy cysT; argXy hisR;y argY'y argZ;

o en el que dicho adaptador polinucleotidico heterélogo comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 14
(adaptador valU/valX) o 15 (adaptador ileT/alaT).

En algunos casos, dicha secuencia de nucledtidos que codifica un O-ARNt es un operén policistrénico que
comprende una pluralidad de secuencias de nucle6tidos que codifican un O-ARNt.

o en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un O-ARNt comprende una secuencia de nucleétidos de
SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA));

o en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un O-ARNt es un operdn policistréonico que comprende una
secuencia de nuclettidos de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA));

o en el que dicha O-RS es una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii

o en el que dicha O-RS es una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii;

o en el que dicha O-RS tiene una sustitucion de &acido aspartico en arginina en la posicién del aminoacido 286 o en
una posicion andloga a la posicién 286 respecto a la secuencia de amino&cidos de la tirosil-ARNt sintetasa de
Methanococcus jannaschii que se proporciona en la SEC ID N2 2 (Mj-tRNATyr RS de tipo silvestre).

En algunos casos, el sistema de traduccion comprende una célula huésped que comprende (a), (b) y (c).
En algunos casos, la célula huésped es una célula huésped eubacteriana.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir, en una célula huésped,
un polipéptido de interés, que comprende un aminoacido no natural en una posicién especificada; comprendiendo el
procedimiento:

(a) proporcionar:

(i) un aminoacido no natural;
(i) un constructo de acido nucleico que comprende:

secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de
Escherichia coli y una secuencia de nucleétidos expresable, en la que dicha secuencia de
nucleétidos expresable codifica un ARNt ortogonal de Archaea (O-ARNt).

en el que dicho O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72 y en el que dichas secuencias del
promotor y del terminador esta unidos operativamente a dicha secuencia de nucleétidos expresable
y en el que dicha secuencia de nucleétidos expresable es heteréloga de dichas secuencias de
nucleétidos del promotor y del terminador, en el que dicha secuencia de nucleétidos del promotor
tiene una secuencia de nuclettidos de las SEC ID N®: 32 o 34 y dicha secuencia de nucle6tidos del
terminador tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 33, 35y 36;y

una secuencia de nucleétidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho aminoacido no natural; y

(iii) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al
menos un coddn selector que es reconocido por dicho O-ARNt y en el que la posicion del codon selector
se correlaciona con la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés.

(iv) una célula huésped que comprende (i), (ii) y (iii); y

(b) cultivar dicha célula huésped;y

(c) incorporar dicho aminoacido no natural en dicha posiciéon especificada en dicho polipéptido durante la
traduccién de dicho polipéptido en dicha célula huésped, de modo que se produce dicho polipéptido de interés
que comprende dicho aminodcido no natural en la posicion especificada.

En algunos casos, proporcionar un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un operén policistrénico
que comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos que codifican una o mas especies de O-ARNt: o en los
que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de nucleétidos que
codifican un O-ARNt que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que
dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un operon policistronico que comprende
una pluralidad de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N2: | (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que dicha provision de un
constructo de acido nucleico proporcionar una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o en el que
dicha provision de un constructo de acido nucleico proporcionar una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus
jannaschii; o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de
nucleétidos que codifica una O-RS que tiene una sustitucién de &cido aspartico en arginina en la posicién de
aminoacidos 286 o en una posicién analoga a la posicion 286 respecto a la secuencia de aminoacidos de la tirosil-
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ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii proporcionada en la SEC ID N° 2 (Mj-tRNATyrRS de tipo silvestre); o
en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar al menos uno de:

(I) secuencias del promotor y del terminador que comprende las secuencias del promotor y del terminador de
proK de E. coli proporcionadas en las SEC ID N2: 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente;

(I) una secuencia de nucleétidos del promotor que tiene un promotor de gIinS modificado de E. coli que tiene
una secuencia de nuclettidos de SEC ID N° 13, en la que dicha secuencia de nucleétidos de gInS de E. coli
esta unida operativamente a dicha secuencia de nucle6tidos que codifica dicha O-RS; y

(1) un operdn policistrénico que comprende una pluralidad de secuencias de nucle6tidos del gen de O-ARNt,
en el que al menos un gen de O-ARNt se separa de al menos un gen de O-ARNt adyacente por un adaptador
polinucleotidico heterélogo de un adaptador polinucleotidico de un operén de ARN.

En algunos casos, proporcionar un operén policistrénico de (lll) comprende proporcionar una pluralidad de
adaptadores polinucleotidicos heterélogos idénticos; o en el que dicha provision de un operdn policistronico de (l11)
comprende proporcionar una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heterélogos en los que al menos dos de los
adaptadores polinucleotidicos heterélogos son diferentes; o en el que dicha provision de un operén policistrénico de
(1) comprende proporcionar un adaptador polinucleotidico heterélogo que comprende un nucleétido timidina en el
extremo 5', un nucleétido adenosina en el extremo 3’ 0 ambos un nucleétido timidina en el extremo 5'y un nucleétido
adenosina en el extremo 3’; 0 en el que dicha provisién de un operdn policistrénico de (lll) comprende proporcionar
un adaptador polinucleotidico heterélogo del adaptador polinucleotidico localizado entre los genes de ARNt de
Escherichia coli seleccionados de: valUy valX; ileTy alaT, serVy argV; valVy valW; glyTy thrT, metTy leuW; ginW
y metU; hisRy leuT; ginUy ginW; leuPy leuV; ginV y ginX; alaW'y alaX; ileUy alaU; ileV'y alaV; metUy ginV; glyW
y cysT; argX'y hisR; y argY y argZ; o en el que dicha provision de un operén policistronico de (Ill) comprende
proporcionar un adaptador polinucleotidico heterélogo que tiene la secuencia de nucle6tidos de SEC ID N 14
(adaptador valU/valX) o 15 (adaptador ileT/alaT).

En algunos casos, proporcionar una célula huésped comprende proporcionar una célula huésped eubacteriana o
una célula huésped de Escherichia coli.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir, en una célula huésped,
un polipéptido de interés, que comprende un aminoacido no natural en una posicién especificada; comprendiendo el
procedimiento:

(a) proporcionar:

(i) un aminoacido no natural;

(i) un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un ARNt
ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en el que el O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72.

(iii) un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-
ARNt con dicho aminoacido no natural;

(iv) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al
menos un codon selector que es reconocido por dicho O-ARNt y en el que la posicion del codon selector
se correlaciona con la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés; y

(v) una célula huésped que comprende (i), (ii), (iii) y (iv);

en el que dicho constructo de acido nucleico de (ii) comprende secuencias de nucleétidos del promotor y del
terminador de un gen de ARNt de prolina de Escherichia coli, en el que dichas secuencias de nucleétidos del
promotor y del terminador estan unidas operativamente a dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho
O-ARNt, y en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho O-ARNt es heteréloga de dichas
secuencias del promotor y del terminador, en el que dicha secuencia de nucleétidos del promotor tiene una
secuencia de nucledtidos de SEC ID N® 32 o 34 y dicha secuencia de nucle6tidos del terminador tiene una
secuencia de nuclettidos de SEC ID N° 33, 35 y 36;

(b) cultivar dicha célula huésped; y

(c) incorporar dicho aminoacido no natural en dicha posiciéon especificada en dicho polipéptido durante la
traduccién de dicho polipéptido en dicha célula huésped, de modo que se produce dicho polipéptido de interés
que comprende dicho aminodcido no natural en la posicién especificada.

En algunos casos, proporcionar un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un operén policistrénico
que comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos que codifican una o mas especies de O-ARNt: o en los
que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de nucleétidos que
codifican un O-ARNt que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que
dicha provisién de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un operén policistronico que comprende
una pluralidad de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N2: 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que dicha provision de un
constructo de acido nucleico comprende proporcionar una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii o
en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una tirosil-ARNt sintetasa de
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Methanococcus jannaschir,

o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de
nucleétidos que codifica una O-RS que tiene una sustitucién de acido aspartico en arginina en la posiciéon del
aminoacido 286 o en una posicién analoga a la posicion 286 respecto a la secuencia de aminodacidos de la tirosil-
ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii que se proporciona en la SEC ID N2 2 (M-tRNATyrRS de tipo
silvestre); o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico de (I) comprende secuencias del promotor
y del terminador que comprenden las secuencias del promotor y del terminador de proK de E. coli proporcionadas en
las SEC ID N° 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente; o en el que dicha provisién de una célula huésped
comprende proporcionar una célula huésped eubacteriana; o en el que dicha provisién de una célula huésped
comprende proporcionar una célula huésped de Escherichia coli.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir un sistema de traduccion
para la expresion de un polipéptido de interés que comprende al menos un aminoacido no natural en una posicién
especificada, comprendiendo el procedimiento proporcionar:

(a) un aminoécido no natural;
(b) un constructo de &cido nucleico, comprendiendo dicho constructo:

(i) las secuencias de nucleétidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de
Escherichia coli y una secuencia de nuclettidos expresable , en la que dicha secuencia de nucleétidos
expresable codifica un ARNt ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en el que dicho O-ARNt de Archaea
comprende un par C1-G72 y en el que dichas secuencias del promotor y del terminador estan unidas
operativamente a dicha secuencia de nucledtidos expresable y en la que dicha secuencia de nucleétidos
expresable es heterdloga de dichas secuencias de nucle6tidos del promotor y del terminador, y en la que
dicha secuencia de nucleétidos del promotor tiene la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 32 0 34; y en el
que dicha secuencia de nucleétidos del terminador tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de
SEC IDN?33,35y 36;y

(i) una secuencia de nucledtidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho amino&cido no natural; y

(c) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al menos
un codoén selector que es reconocido por dicho O-ARNt, en el que la posicién del codon selector en el
polinucleétido controla la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés tras la
expresion del polinucleétido para producir el polipéptido.

En algunos casos, (a), (b) y (c) se proporcionan en una célula huésped.

En otras realizaciones del procedimiento, el constructo de acido nucleico de (ll) usa una pluralidad de adaptadores
polinucleotidicos heterdlogos idénticos. Opcionalmente, al menos dos de los adaptadores polinucleotidicos
heterdlogos son diferentes.

Opcionalmente, el operén policistrénico de (lll) en estos procedimientos usa un adaptador polinucleotidico
heterélogo que comprende un nucleétido de timidina en el extremo 5’, un nucleétido adenosina en el extremo 3’ o
ambos, un nucleétido de timidina en el extremo 5 y un nucleétido adenosina en el extremo 3’. El adaptador
polinucleotidico heterélogo usado en el presente documento puede derivar de un adaptador polinucleotidico natural
localizado entre los genes de ARNt enddgenos de Escherichia coli seleccionados de: valUy valX; ileTy alaT; serV'y
argV; valVy valW; glyTy thrT; metTy leuW; ginW'y metU; hisRy leuT; ginUy ginW; leuPy leuV; ginV y ginX; alaW y
alaX; ileUy alaU; ileV'y alaV; metUy ginV; glyW y cysT; argX'y hisR; y argY'y argZ. Por ejemplo, el adaptador
polinucleotidico heterélogo puede derivar de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N?: 14 (adaptador valU/valX) o
15 (adaptador ileT/alaT). Opcionalmente, estos procedimientos se realizan en una célula huésped eubacteriana tal
como Escherichia coli.

En otros aspectos, la invencién también proporciona sistemas de traduccién para la expresién de un polipéptido de
interés que tiene al menos un aminoacido no natural en una posicién especificada. Esencialmente, estos sistemas
incluyen:

(a) un aminoécido no natural;

(b) un constructo de acido nucleico, comprendiendo el constructo una secuencia de nucleétidos que codifica
un ARNt ortogonal (O-ARNt) y una secuencia de nucleétidos que codifica un aminoacil-ARNt sintetasa
ortogonal (O-RS), en la que la O-RS aminoacila preferentemente el O-ARNt con el aminoacido no natural; y

(c) un polinucleétido que codifica el polipéptido de interés, comprendiendo el polinucleétido al menos un
codon selector que es reconocido por el O-ARNt, en el que la posicién del coddn selector en el polinucleétido
controla la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés tras la expresién del
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polinucleétido para producir el polipéptido.
Opcionalmente, estos componentes del sistema se integran en una célula huésped.
Definiciones

Antes de describir con detalle la invencién debe entenderse que la presente invencion no se limita a sistemas
biolégicos concretos que, por supuesto, pueden variar. Se entenderd también que la terminologia usada en el
presente documento es para el propdsito de describir solo realizaciones particulares y no se desea que sea limitante.
Como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “una” y
“el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por
ejemplo, la referencia a "una célula” incluye combinaciones de dos o mas células; la referencia a un “polinucleétido”

incluye, como materia practica, muchas copias de dicho polinucleétido.

A menos que se defina otra cosa en el presente documento y mas adelante en el resumen de la memoria
descriptiva, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado
que un experto en la técnica a la que la presente divulgacion pertenece entiende habitualmente. Al describir y
reivindicar la presente invencion se usara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones expuestas a
continuacion.

Ortogonal: Como se usa en el presente documento, el término “ortogonal” hace referencia a una molécula (p. €j., un
ARNt ortogonal (O-ARNt) y/o una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RSA)) que funciona con componentes
enddgenos de una célula con menor eficiencia en comparacién con una correspondiente molécula que es endégena
a la célula o sistema de traduccién o que no funciona con los componentes endégenos de la célula. En el contexto
de los ARNt y las aminoacil-ARNt sintetasas, ortogonal se refiere a una incapacidad o eficiencia reducida, por
ejemplo una eficiencia menor del 20 %, una eficiencia menor del 10 %, una eficiencia menor del 5 % o una eficiencia
menor del 1 %, de un ARNt ortogonal para funcionar como una ARNt sintetasa endégena en comparacién con un
ARNt enddgeno para funcionar como la ARNt sintetasa endégena, o de una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal para
funcionar con un ARNt endégeno en comparacion con una ARNt sintetasa enddgena para funciona con el ARNt
enddgeno. La molécula ortogonal carece de una molécula complementaria endégena funcionalmente normal en la
célula. Por ejemplo, un ARNt ortogonal en una célula se aminoacila por la accién de cualquier RS enddgena de la
célula con una eficiencia reducida, o incluso de cero, en comparacion con la aminoacilacién de un ARNt endégeno
mediante la RS enddégena. En otro ejemplo, una RS ortogonal aminoacila cualquier ARNt endégeno en una célula de
interés con una eficiencia reducida, o incluso de cero, en comparacion con la aminoacilacion del ARNt endogeno
mediante una RS endégena. Una segunda molécula ortogonal se puede introducir en la célula que funciona con la
primera molécula ortogonal. Por ejemplo, un par ARN#RS ortogonal incluye componentes complementarios
introducidos que funcionan juntos en la célula con una eficiencia (p. €j., una eficiencia del 45 %, una eficiencia del 50
%. una eficiencia del 60 %, una eficiencia del 70 %, una eficiencia del 75 %, una eficiencia del 80 %, una eficiencia
del 90 %, una eficiencia del 95 % o una eficiencia del 99 % o mayor) en comparacién con la de un control, por
ejemplo un par ARNt/RS ortogonal endégeno correspondiente o un par ortogonal activo (p. ej., un par tirosil
ARN{/RS ortogonal).

Tirosil-ARNt ortogonal: Como se usa en el presente documento, un tirosil-ARNt ortogonal (tirosil-O-ARNt) es un
ARNt que es ortogonal a un sistema de traduccién de interés, en el que el ARNt es: (1) idéntico o sustancialmente
similar a un tirosil-ARNt de origen natural, (2) procedente de un tirosil-ARNt de origen natural mediante mutagénesis
natural o artificial, (3) procedente de cualquier proceso que tiene en cuenta una secuencia de un tirosil-ARNt de tipo
silvestre o mutante de (1) o (2), (4) homdlogo a un tirosil-ARNt de tipo silvestre o mutante; (5) homdlogo a cualquier
ARN! ilustrativo que se ha disefiado como sustrato para una tirosil-ARNt sintetasa, por ejemplo sintetasas de las
SEC ID N%: 2, 4, 6, 8 0 10, (6) una variante conservadora de cualquier ARNt ilustrativo que se ha disefiado como
sustrato de la tirosil-ARNt sintetasa en, por ejemplo, el O-ARNt de la SEC ID N¢: 1. El tirosil-ARNt puede existir
cargado con un aminoacido o en un estado sin carga. También se entiende que un “tirosil-O-ARNt” opcionalmente
esta cargado (aminoacilado) mediante una sintetasa conocida con un aminodacido que no es tirosina ni leucina,
respectivamente, por ejemplo con un aminoacido no natural. De hecho, se apreciarda que un tirosil-O-ARNt de la
invencion se usa de forma ventajosa para insertar esencialmente cualquier aminoacido, sea natural o artificial, en un
polipéptido en crecimiento, durante la traduccion, en respuesta a un codon selector.

Tirosil aminoécido sintetasa ortogonal: Como se usa en el presente documento, una tirosil aminoacido sintetasa
ortogonal (tirosil-O-RS) es una enzima que aminoacila, preferentemente, la tirosil-O-ARNt con un amino&cido en un
sistema de traduccién de interés. El aminoacido en el la tirosil-O-RS se carga sobre el tirosil-O-ARNt puede ser
cualquier aminoé&cido, natural, no natural o artificial, y no esta limitado en el presente documento. La sintetasa es
opcionalmente la misma u homodloga a una tirosil aminoacido sintetasa natural o la misma u homodloga de una
sintetasa disefiada como una O-RS en, por ejemplo, las SEC ID N2 4, 6, 8 o 10. Por ejemplo, la O-RS puede ser
una variante conservadora de una tirosil-O-R de, por ejemplo, las SEC ID N2 4, 6, 8 o 10, y/o puede tener una
identidad de secuencia de al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o mayor con una O-RS de,
por ejemplo, las SEC ID N°: 4, 6, 8 0 10.
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Afin: El término “afin” se refiere a componentes que funcionan juntos, por ejemplo un ARNt ortogonal y una
aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal. Los componentes también se pueden denominar complementarios.

Aminoacila de forma preferente: Como se usa en el presente documento en referencia a los sistemas de traduccién
ortogonal, una O-RS “aminoacila de forma preferente” un O-ARNt afin cuando la O-RS carga el O-ARNt con un
aminoacido de un modo mas eficiente que carga cualquier ARNt endégeno en un sistema de expresion. Es decir,
cuando la O-ARNt y cualquier ARNt endégeno estan presentes en un sistema de traduccion a proporciones molares
aproximadamente iguales, la O-RS cargard el O-ARNt con mas frecuencia que cargara el ARNt enddgeno.
Preferentemente, la proporcion relativa entre el O-ARNt cargado por la O-RS y el ARNt end6geno cargado por la O-
RS es elevada y, preferentemente, tiene como resultado la carga por la O-RS del O-ARNt exclusivamente, o casi
exclusivamente, cuando el O-ARNt y el ARNt enddgeno estan presentes en concentraciones molares iguales en el
sistema de traduccion. La proporcion relativa entre el O-ARNt y el ARNt enddgeno cargado por la O-RS cuando el
O-ARNt y la O-RS estan presentes en concentraciones molares iguales, es superior a 1:1, preferentemente de al
menos aproximadamente 2:1, mas preferentemente de 5:1, todavia mas preferentemente de 10:1, todavia mas
preferentemente 20:1, todavia mas preferentemente 50:1, todavia mas preferentemente 75:1, todavia mas
preferentemente 95:1, 98:1, 99:1, 100:1, 500:1, 1,000:1, 5,000:1 o superior.

La O-RS “aminoacila de forma preferente un O-ARNt con un aminoacido no natural” cuando (a) la O-RS aminoacila
de forma preferente el O-ARNt en comparacion con un ARNt enddgeno, y (b) cuando la aminoacilacion es especifica
del aminoacido no natural en comparacion con la aminoacilacién del O-ARNt mediante la O-RSA con un aminoéacido
natural. Es decir, cuando los aminoacidos no naturales y naturales es la estan presentes en cantidades molares
iguales en un sistema de traduccion que comprende la O-RS y el O-ARNt, la O-RS cargara el O-ARNt con el
aminodcido no natural con més frecuencia que con el aminoacido natural. Preferentemente, la proporcién relativa
entre el O-ARNt cargado con el aminoacido no natural y el O-ARNt cargado con el aminoacido natural es alta. Mas
preferentemente, la O-RS carga el O-ARNt exclusivamente, o casi exclusivamente, con el aminoacido no natural. La
proporcion relativa entre la carga del O-ARNt con el aminoacido no natural y la carga del O-ARNt con el aminoéacido
natural, cuando los aminodcidos natural y no natural estdn presentes en el sistema de traduccién en
concentraciones molares iguales, es superior a 1:1, preferentemente de al menos aproximadamente 2:1, mas
preferentemente de 5:1, todavia mas preferentemente de 10:1, todavia mas preferentemente 20:1, todavia mas
preferentemente 50:1, todavia mas preferentemente 75:1, todavia mas preferentemente 95:1, 98:1, 99:1, 100:1,
500:1, 1.000:1, 5.000:1 o superior.

Codon selector: La expresion "coddn selector" se refiere a codones reconocidos por el O-ARNt en el proceso de
traduccion que no es reconocido por un ARNt enddgeno. El bucle del anticodon del O-ARNt reconoce el coddn
selector sobre el ARNm e incorpora su aminoacido, por ejemplo un aminodcido no natural, y este sitio en el
polipéptido. Los codones selectores pueden incluir, por ejemplo, codones sin sentido, tales como codones de
terminacion, por ejemplo los codones ambar, ocre y 6palo; cuatro o0 mas codones de bases; codones raros; codones
derivados de pares de bases naturales o no naturales y/o similares.

ARNt supresor: Un ARNt supresor es un ARNt que altera la lectura de un ARN mensajero (ARNm) en un sistema de
traduccion determinado, por ejemplo, proporcionando un mecanismo para incorporar un aminoacido en una cadena
polipeptidica en respuesta a un codon selector. Por ejemplo, un ARNt supresor puede leer, por ejemplo, un codén de
terminacion (p. €j., un codén ambar, ocre u 6palo), un codon de cuatro bases, un codén raro etc.

Actividad de supresion: Como se usa en el presente documento, la expresién “actividad de supresién” hace
referencia, en general, a la capacidad de un ARNt (p. ej., un ARNt supresor) para permitir la lectura traduccional
completa de un codén (p. €j., un codoén selector que es un coddén ambar o un codén de 4 o mas bases) que, de otro
modo, tendria como resultado la terminacion de la traduccién o una traduccion errénea (p. ej., desplazamiento del
marco). La actividad de supresién de un ARNt supresor se puede expresar como un porcentaje de actividad de
lectura traduccional completa observada en comparacion con un segundo ARNt supresor o en comparacion con un
sistema control, por ejemplo un sistema control que carece de una O-RS.

La presente invencion proporciona varios procedimientos por los cuales se puede cuantificar la actividad de
supresion. El porcentaje de supresion de un O-ARNt u O-RS concreto contra un codén selector (p. €j., un codén
ambar) de interés se refiere al porcentaje de actividad de un marcador de prueba expresado dado (p. €j., LacZ), que
incluye un codén selector, en un acido nucleico que codifica el marcador de prueba expresado, en un sistema de
traduccién de interés, cuando el sistema de traduccion de interés incluye una O-RS y un O-ARNt en comparacion
con un constructo control positivo, en el que el control positivo carece del O-ARN, la O-RS y el coddn selector. Por
tanto, por ejemplo, si un constructo marcador control positivo activo que carece de un coddn selector tiene una
actividad observada de X en un sistema de traduccion dado, en unidades relevantes para el ensayo marcador en
cuestion, el porcentaje de supresion de un constructo de prueba que comprende el cod6n selector es el porcentaje
de X que el constructo marcador de prueba muestra en esencialmente las mismas condiciones ambientales en las
que se expreso el marcador control positivo, a excepcion de que el constructo marcador de prueba se expresa en un
sistema de traducciéon que también incluye el O-ARNt y la O-RS. Normalmente, el sistema de traduccion que
expresa el marcador de prueba también incluye un aminoacido que es reconocido por la O-RS y el O-ARNt.
Opcionalmente, la medicién del porcentaje de supresion se puede perfeccionar por comparacion del marcador de
prueba con un constructo marcador control “de fondo” o “negativo” que incluye el mismo codén selector que el
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marcador de prueba, pero en un sistema que no incluye el O-ARNt y/o el aminoacido relevante reconocido por el O-
ARNt y/o la O-RS. Este control negativo es util en la normalizaciéon de las mediciones del porcentaje de supresion
para representar los efectos de la sefal de fondo desde el marcador en el sistema de traduccion de interés.

La eficiencia de supresion se puede determinar con cualquiera de una serie de ensayos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se puede usar un ensayo indicador de B-galactosidasa, por ejemplo un plasmido /acZ derivado (cuando el
constructo tiene un codén selector en la secuencia de acido nucleico de /acZ) se introduce en las células de un
organismo adecuado (p. €j., un organismo en el que se pueden usar los componentes ortogonales) junto con el
plasmido que comprende un O-ARNt de la invencién. También se puede introducir una sintetasa afin (bien como
polipéptido o como polinucledtido que codifica la sintetasa afin cuando se expresa). Las células se cultivan en medio
hasta una densidad deseada, por ejemplo hasta una DOgoo de aproximadamente 0,5 y se realizan ensayos de B-
galactosidasa, por ejemplo usando el kit de ensayo con B-galactosidasa BetaFluor™ (Novagen). El porcentaje de
supresion se puede calcular como el porcentaje de actividad para una muestra relativa a un control comparable, por
ejemplo el valor observado del constructo lacZ derivado, donde el constructo tiene un codén sentido correspondiente
a una posicion deseada en lugar de un codon selector.

Sistema de traduccién: La expresién “'sistema de traduccién" se refiere a componentes que incorporan un
aminoacido en una cadena polipeptidica en crecimiento (proteina). Los componentes de un sistema de traduccion
pueden incluir, por ejemplo, ribosomas, ARN, sintetasas, ARNm y similares. El O-ARNt y/o las O-RS de la invencién
se pueden afiadir o formar parte de un sistema de traduccién in vitro o in vivo, por ejemplo, en una célula no
eucariota, por ejemplo, una eubacteria (tal como E. coli), o en una célula eucariota, por ejemplo, una célula de
levadura, una célula de mamifero, una célula vegetal, una célula de alga, una célula de hongo, una célula de insecto
y/o similares.

Aminoécido no natural: Como se usa en el presente documento "aminoacido no natural" hace referencia a cualquier
aminoacido, aminoacido modificado y/o analogo de aminoacido, que no es uno de los 20 aminoacidos de origen
natural habituales o los aminoacidos naturales raros selenocisteina o pirrolisina. Por ejemplo, los aminoacidos no
naturales p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa), para-acetil-L-fenilalanina (pAcPhe), para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) y
para-yodo-L-fenilalanina (plPhe) son Utiles en la invencion.

En respuesta a: Como se usé en la presente invencion, la expresién “en respuesta a” hace referencia al proceso en
el cual un O-ARNt de la invencidon reconoce un coddn selector y participa en la incorporacién del aminoacido no
natural, que se acopla al ARNt, en la cadena polipeptidica en crecimiento.

Polipéptido: Un polipéptido es cualquier oligdmero de aminoacidos (naturales o no naturales, o una combinacion de
los mismos) de cualquier longitud, normalmente, pero no exclusivamente, unidos por enlaces peptidicos covalentes.
Un polipéptido puede proceder de cualquier fuente, por ejemplo un polipéptido natural, un polipéptido producido por
técnicas de genética molecular recombinante, un polipéptido de una célula o sistema de traduccién o un polipéptido
producido por medios sintéticos sin células. Un polipéptido se caracteriza por su secuencia de aminoacidos, por
ejemplo la estructura primaria de sus componentes aminoacidos. Como se usa en el presente documento, la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido no esta limitada a las secuencias de longitud completa pero pueden ser
secuencias parciales o completas. Adicionalmente, no se pretende que un polipéptido se limite a poseer o no poseer
ninguna actividad biolégica concreta. Como se usa en el presente documento, el término “proteina” es sindnimo de
polipéptido. El término “péptido” se refiere a un polipéptido pequefio, por ejemplo, de una longitud de, entre otras, 2-
25 aminodcidos.

Variante conservadora: Como se usa en el presente documento, la expresion "variante conservadora en el contexto
de un componente de traduccién, se refiere a un componente de traduccién, por ejemplo, un O-ARN vy variante
conservador o una O-RS variante conservadora, que funcionalmente se comporta de un modo similar a un
componente base al cual es similar la variante conservadora, por ejemplo un O-ARNt o O-RS, que tienen
variaciones en la secuencia en comparacion con un O-ARNt u O-RS de referencia. Por ejemplo, una O-RS, o una
variante conservadora de dicha O-RS, aminoacilara un O-ARNt afin con un amino&cido no natural, por ejemplo un
aminoacido que comprende un resto de N-acetilgalactosamina. En este ejemplo, la O-RS y la O-RS variante
conservadora no tienen las mismas secuencias de aminoacidos. La variante conservadora puede tener, por ejemplo,
una variaciéon, dos variaciones, tres variaciones, cuatro variaciones o cinco o mas variaciones en la secuencia,
siempre que la variante conservadora siga siendo complementaria al correspondiente O-ARNt u O-RS.

En algunas realizaciones, una variante conservadora de O-RS comprende una o mas sustituciones conservadoras
de aminoacidos en comparacion con la O-RS de la que derivé. En algunas realizaciones, una variante conservadora
de la O-RS comprende una o mas sustituciones conservadoras de aminoacidos en comparacion con la O-RS d la
que derivé y, adicionalmente, conserva la actividad biolégica de la -RS; por ejemplo, una variante conservadora de la
O-RS que conserva al menos un 10 % de la actividad biolégica de la molécula de O-RS parental de la que derivo o,
como alternativa, al menos un 20 %, al menos un 30 % o al menos un 40 %. En algunas realizaciones preferidas, la
variante conservadora de O-RS conserva al menos un 50 % de la actividad biolégica de la molécula de O-RS
parental de la que derivé. Las sustituciones conservadoras de amino&cidos de una variante conservadora de O-RS
se pueden producir en cualquier dominio de la O-RS, incluido el punto de unién del aminoacido.
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Polinucleétido o acido nucleico: Las expresiones “acido nucleico”, “secuencia de acido nucleico”, “secuencia de
nucleétidos”, “oligonucleétido”, “polinucledtido” o “molécula de acido nucleico” o expresiones similares como se usa
en el presente documento se refieren a oligémeros de bases normalmente unidas por una estructura de azulcar-
fosfato, tales como oligonucleétidos o polinucleétidos y fragmentos o partes de los mismos y a ADN o ARN de origen
gendmico o sintético que pueden ser mono o bicatenarios y representa la cadena sentido o antisentido. Los términos
acido nucleico, polinucleétido y nucleétido también incluyen, especificamente, acidos nucleicos compuestos por
bases distintas a las cinco bases de origen biolégico (es decir, adenina, guanina, timina, citosina y uracilo) y también

incluyen &cidos nucleicos que tienen estructuras de base no naturales, tales como moléculas de PNA.

Se dice que las moléculas de acido nucleico (p. ej., ADN o ARN) que tienen extremos “5™ y extremos “3” porque los
mononucleétidos reaccionan para fabricar oligonucleétidos o polinucleétidos de un modo tal que el 5’ fosfato de un
anillo de pentosa mononucleétido estd unido al oxigeno en 3’ de su vecino en una direccién mediante un enlace
fosfodiéster. Por tanto, un polinucleétido normalmente tendra un “extremo “5™" que comprende un fosfato en 5’ y un
“extremo 3" que comprende un oxigeno en 3’. También se dice que una secuencia de polinucleétidos, aunque esté
interna en un acido nucleico més grande, que tiene una direccionalidad 5' y 3'. En una molécula de ADN lineal o
circular, se hace referencia a los elementos pequefnos estando “cadena arriba” o en 5’ de los elementos “cadena
abajo” o en 3. Esta terminologia refleja el hecho de que la transcripcion progresa en direccion 5’ a 3’ a lo largo de la
hebra de ADN.

Gen: Como se usa en el presente documento, el término “gen” hace referencia, mas generalmente, a una
combinacion de elementos polinucleotidicos, que cuando estan unidos operativamente de un modo tanto nativo
como recombinante proporcionan algun producto o funcién. El término “gen" se debe interpretar de forma amplia en
el presente documento, y abarca las formas ARNm, ADNc, ARNc y ADN gen6émico de un gen. En algunos casos, un
gen es heredable. En algunos aspectos, los genes comprenden secuencias de codificacion (p. €j., un “marco de
lectura abierto” o “regién de codificacion”) necesarias para la produccion de un polipéptido, mientras que en otros
aspectos, los genes no codifican un polipéptido. Ejemplos de genes que no codifican polipéptidos incluyen genes de
ARN ribosémico (ARNr) y ARN de transferencia (ARNt).

El término “gen” puede abarcar, opcionalmente, secuencias reguladoras no codificantes que residen en un locus
genético. Por ejemplo, ademas de una regién de codificacién de un &cido nucleico, el término “gen” también abarca
las secuencias de nucledtidos transcritas del ARNm de longitud completa adyacentes a los extremos 5’ y 3’ de la
region de codificacion. Estas regiones no codificantes son de tamafno variable y normalmente se extienden en
ambos extremos, 5’ y 3’, de la regidén de codificacion. Las secuencias que se localizan en 5 y 3' de la region de
codificacion y estan contenidas en el ARNm se denominan secuencias no traducidas en 5y 3’ (5' UT y 3' UT). Las
UR en 5 y 3 pueden desempefar papeles reguladores, incluyendo iniciacion de la traduccién, escision
postranscripcional y poliadenilacion. El término “gen" abarca tanto las formas ARNm, ADNc y gendmicas de un gen.

En algunos aspectos, la forma genémica o clon genémico de un gen incluye las secuencias del ARNm transcrito, asi
como otras secuencias no transcritas que se encuentran fuera del transcrito. Las regiones reguladoras que estan
fuera de la unidad de transcripcién del ARNm se denominan en ocasiones secuencias flanqueantes en “5” o “3”.
Una forma gendmica funcional del un gen normalmente contiene elementos reguladores necesarios para la
regulacion de la transcripcion. Por ejemplo, el término “promotor” normalmente se usa para describir una region de
ADN, normalmente pero no exclusivamente en 5’ del sitio de iniciacién de la transcripcion, suficiente para conferir un
inicio de la transcripcién preciso. En algunas realizaciones, un promotor es activo constitutivamente, aunque en
realizaciones alternativas, el promotor es condicionalmente activo (p. ej., cuando la transcripcién se inicia
Unicamente en determinadas condiciones fisioldgicas). En procariotas, la actividad de un promotor se puede modular
mediante una secuencia “operadora” adyacente. En algunas realizaciones, la region flanqueante en 3’ contiene
secuencias adicionales que regulan la terminacion de la transcripcion, en ocasiones denominadas “secuencias de
terminacion”. En general, la expresién “elemento regulador” se refiere a un elemento genético que controla algun
aspecto de la expresion de secuencias de acido nucleico.

Secuencia de nucledtidos expresable: Como se usa en el presente documento, la expresion “secuencia de
nucleétidos expresable” se refiere a cualquier secuencia de nucleétidos que se puede transcribir (p. €j., transcribir
mediante una ARN polimerasa dependiente de ADN) para generar un transcrito. La secuencia del transcrito no es
limitada y puede ser una secuencia de codificacion de proteinas (p. €j., puede codificar una aminoacil-ARNt
sintetasa) o no codificante (p. €j., puede codificar una molécula de ARNt).

Unido operativamente: Como se usa en el presente documento, las expresiones "en combinacién operable”, "en
orden operable", "unido operativamente" y frases similares, cuando se usan en referencia a los acidos nucleicos
hacen referencia a la unién de secuencias de acido nucleico que estan en relacion funcional entre si. Por ejemplo,
una secuencia promotora unida operativamente, el marco de lectura abierto y la secuencia de terminacién tiene
como resultado la produccién precisa de una molécula de ARN. En algunos aspectos, elementos de &cido nucleico
unidos operativamente tienen como resultado la transcripcion de un marco de lectura abierto y, en Ultima instancia,
la produccién de un polipéptido (es decir, la expresion del marco de lectura abierto).
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Operén: Como se usa en el presente documento, el término “operdn” se refiere a una unidad genética (p. €j., una
region cromos6mica) que controla la expresion génica en procariotas. Un operén comprende normalmente uno o
mas genes que codifican uno o mas polipéptido(s) o ARN y la region (o regiones) reguladora adyacente que controla
la transcripcion de los genes. La regién reguladora normalmente comprende un promotor y un operador. La region
de codificacién de un gen procariota histéricamente se denomina “cistron”. Los operones que contienen multiples
cistrones se denominan “policistrénicos”. Los genes en un operén policistronico normalmente estan relacionados en
términos de funcién y normalmente se co-transcriben como una Unica unidad y se expresa de un modo coordinado.

Constructo: Como se usa en el presente documento, el término “constructo” se usa con referencia a cualquier
polinucleétido u otra molécula que puede transferir segmento(s) de acido nucleico a una célula. El término “vector” o
“vehiculo” se usa, en ocasiones, de forma intercambiable con “vector". Un vector comprende, opcionalmente, partes
que participan en la propagacién y manipulacién del vector (p. €j., secuencias necesarias para la replicacién, genes
que imparte resistencia a farmacos o a antbiéticos, un sitio de clonacién mdltiple, elementos
promotores/potenciadores unidos operablemente que permiten la expresiéon de un gen clonado, etc.). A menudo los
vectores derivan de plasmidos, bacteriéfagos o virus de plantas o de animales. Un “vector de clonacién” o “vector
lanzadora” o ‘“vector de subclonacién” contiene partes unidas operablemente que facilitan las etapas de
subclonacién (p. ej., sitio de clonaciéon multiple que contiene multiples sitios para las endonucleasas de restriccion).

Vector de expresion: La expresion “vector de expresion” como se usa en el presente documento se refiere a un
vector recombinante que comprende secuencias polinucleotidicas unidas operablemente que facilitan la expresion
de una secuencia de codificacién en un organismos huésped concreto (p. €j., un vector de expresion bacteriana).
Las secuencias polinucleotidicas que facilitan la expresién en procariotas normalmente incluyen, por ejemplo, un
promotor, secuencias de terminacién de la transcripcion, es decir secuencias terminadoras, un operador (opcional) y
un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con otras secuencias.

Cadificar: Como se usa en el presente documento, el término “codificar” se refiere a cualquier procedimiento a través
del cual la informacién en una macromolécula o tira de secuencia polimérica se usa para dirigir la produccion de una
segunda molécula o tira de secuencia que es diferente de la primera molécula o tira de secuencia. Como se usa en
el presente documento, el término se usa ampliamente y puede tener varias aplicaciones. En algunos aspectos, el
término “codificar” describe el procedimiento de replicacién semiconservadora del ADN, en el que una hebra de una
molécula de ADN bicatenaria se usa como molde para codificar una hebra hermana complementaria recién
sintetizada mediante una ADN polimerasa dependiente de ADN.

En otro aspecto, el término “codificar” se refiere a cualquier procedimiento a través del cual la informacion en una
macromolécula se usa para dirigir la produccion de una segunda molécula que tiene una naturaleza quimica
diferente de la de la primera molécula. Por ejemplo, una molécula de ADN puede codificar una molécula de ARN (p.
ej., mediante el proceso de transcripcidon que incorpora una enzima ARN polimerasa dependiente de ADN).
Asimismo, una molécula de ARN puede codificar un polipéptido, como en el proceso de traduccién. Cuando se usa
para describir el proceso de traduccion, el término “codificar” también se extiende al codon triplete que codifica un
aminoacido. En algunos aspectos, una molécula de ARN puede codificar una molécula de AD, por ejemplo mediante
el proceso de transcripcion inversa que incorpora una ADN polimerasa dependiente de ARN. En otro aspecto, una
molécula de ADN puede codificar un polipéptido, en la que se entiende que "codifica" como se usa en ese caso,
incorpora ambos procesos de transcripcion y de traduccion.

Heterdélogo: Como se usa en el presente documento, los términos “heterélogo” o “exdgeno” como se aplica a
polinucleétidos o polipéptidos se refiere a moléculas que se han reorganizado o suministrado artificialmente a un
sistema biolégico y no estan en una configuracién nativa (p. ej., con respecto a la secuencia, la posicion genémica o
la reorganizacion de partes) o no son nativos de dicho sistema biol6gico concreto. Los términos indican que el
material relevante originado de una fuente distinta a la fuente natural o se refiere a moléculas que tienen una
configuracion, localizacion genética o reorganizacion de partes no natural. Los términos “exégeno” y “heterélogo” se
usan, en ocasiones, de forma intercambiable con “recombinante”.

Recombinante: El término “recombinante” en referencia a un &acido nucleico o polipéptido indica que el material (p.
ej., un acido nucleico recombinante, gen, polinucleétido, polipéptido etc.) ha sido alterado mediante intervencién
humana. En general, la reorganizacion de partes de una molécula recombinante no es una configuracion nativa o la
secuencia primaria del polinucleétido o polipéptido recombinante se ha manipulado de algin modo. La alteracién
para dar el material recombinante se puede realizar sobre el material en el interior o eliminar de su ambiente o
estado natural. Por ejemplo, un &cido nucleico natural se convierte en un acido nucleico recombinante y, si se altera
0 si se transcribe a partir de ADN que se ha alterado, por medio de la intervenciéon humana dentro de la célula de la
cual procede. Una marco de lectura abierto de la secuencia génica es recombinante si dicha secuencia de
nucleétidos se ha eliminado de su contexto natural y se ha clonado en cualquier tipo de vector de acido nucleico
artificial. El término recombinante también puede hacer referencia a un organismo que aloja material recombinante.
Los protocolos y reactivos para producir moléculas recombinantes, especialmente acidos nucleicos recombinantes,
son habituales y rutinarios en la técnica (véase, por ejemplo, Maniatis et al. (eds.), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, [1982]; Sambrook et al. (eds.), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Volumes 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, [1989]; y Ausubel et al. (eds.),
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Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1-4, John Wiley & Sons, Inc., New York [1994]).

Nativo o endégeno: En contraste con una molécula heteréloga o exégena, una molécula “nativa” o “enddgena” es
nativa del sistema biolégico, especie o cromosoma en estudio. Un gen “nativo” o “endégeno” es un gen que no
contiene elementos de acido nucleico codificados por fuentes distintas al cromosoma en el que normalmente se
encuentra en la naturaleza. Un gen, transcrito o polipéptido enddgeno esta codificado por su locus cromosémico
natural y no se suministra artificialmente a la célula.

Célula huésped: La expresion “célula huésped” se refiere a una célula que contiene un &cido nucleico heterélogo, tal
como un vector, y soporta la replicacion y/o la expresion del acido nucleico. Las células huésped pueden ser células
procariotas, tales como E. coli, o células eucariotas tales como de levadura, de insecto, de anfibio o de mamifero.
Preferentemente, las células huésped son células vegetales. En el contexto de la invencién, una célula huésped
particularmente preferida es una célula huésped de soja.

Eucariota: Como se usa en el presente documento, el término “eucariota” se refiere a organismos pertenecientes al
reino Eucarya. Generalmente, los eucariotas se pueden distinguir de los procariotas por su organizacion
normalmente pluricelular (pero exclusivamente pluricelular, por ejemplo levaduras), la presencia de un ndcleo unido
a la membrana y otros organulos unidos a la membrana, material genético lineal (es decir, cromosomas lineales), la
ausencia de operones, la presencia de intrones, ARN de mensaje protegido y poli-A, y otras caracteristicas
bioquimicas, tales como una estructura ribosémica distinguible. Los organismos eucariotas incluyen, por ejemplo,
animales (mamiferos, insectos, reptiles, aves, etc.), ciliados, plantas (p. ej., monocotiledoneas, dicotiledéneas, algas
etc.), hongos, levaduras, flagelados, microsporidios, protistas etc.

Procariota: Como se usa en el presente documento, el término “procariota” se refiere a organismos pertenecientes al
reino Monera (también denominado Procarya). Generalmente, los organismos procariotas se pueden distinguir de
los eucariotas por su organizacién unicelular, reproduccién asexual mediante gemacién o fisién, la ausencia de un
nucleo unido a la membrana u otros organulos unidos a la membrana, un cromosoma circular, la presencia de
operones, la ausencia de intrones, ARNm de mensaje protegido y poli-A, y otras caracteristicas bioquimicas, tales
como una estructura ribosémica distinguible. El reino Prokarya incluye los subreinos Eubacteria y Archaea (en
ocasiones denominados "Archaebacteria"). En ocasiones, se da a las cianobacterias (algas marrén azuladas) y
micoplasma clasificaciones distintas en el reino Monera.

Bacteria: Como se usa en el presente documento, los términos “bacteria” y “eubacteria” se refieren a organismos
procariotas que se pueden distinguir de Archaea. De un modo similar, Archaea hace referencia a procariotas que se
pueden distinguir de eubacterias. Eubacteria y Archaea se pueden distinguir por una serie de criterios morfolégicos y
bioquimicos. Por ejemplo, las diferencias en las secuencias de ARN ribosémico, la estructura de la ARN polimerasa,
la presencia o la ausencia de intrones, la sensibilidad a antibiéticos, la presencia o ausencia de peptidoglicanos en la
pared celular y otros componentes de la pared celular, las estructuras ramificada frente ano ramificada de los lipidos
de la membrana y la presencia / ausencia de histonas y proteinas similares a las histonas y se usan para asignar un
organismo a Eubacterias o Archaea.

Ejemplos de Eubacterias incluyen Escherichia coli, Thermus thermophilus y Bacillus stearothermophilus.. Ejemplos
de Archaea incluyen Methanococcus jannaschii (Mj), Methanosarcina mazei (Mm), Methanobacterium
thermoautotrophicum (Mt), Methanococcus maripaludis, Methanopyrus kandleri, Halobacterium tales como Haloferax
volcanii y Halobacterium especies NRC-1, Archaeoglobus fulgidus (Af), Pyrococcus furiosus (Pf), Pyrococcus
horikoshii (Ph), Pyrobaculum aerophilum, Pyrococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus (Ss), Sulfolobus tokodaii,
Aeuropyrum pernix (Ap), Thermoplasma acidophilum y Thermoplasma volcanium

Procedente de: Como se usa en el presente documento, la expresion de “"procedente de" se refiere a un
componente que se aisla o se prepara usando una molécula u organismo especificado, o informacion de la molécula
o el organismo especificado. Por ejemplo, un polipéptido que procede de un segundo polipéptido puede incluir una
secuencia de aminoacidos que es idéntica o sustancialmente similar a la secuencia de aminoacidos del segundo
polipéptido. En el caso de los polipéptidos, las especies derivadas se pueden obtener mediante, por ejemplo,
mutagénesis natural, mutagénesis directa artificial o mutagénesis aleatoria artificial. La mutagénesis usada para
obtener polipéptidos puede estar dirigida intencionadamente o ser aleatoria intencionadamente, o una mezcla de las
dos. La mutagénesis de un polipéptido para crear un polipéptido diferente derivado del primero puede ser un
acontecimiento aleatorio (p. ej., causado por infidelidad de la polimerasa) y la identificacion del polipéptido derivado
puede realizarse mediante procedimientos de deteccion selectiva adecuados, por ejemplo como los que se tratan en
el presente documento. La mutagénesis de un polipéptido normalmente implica manipulacion del polinucleétido que
codifica el polipéptido.

De un modo similar, la expresion "procedente de" se puede aplicar a los polinucleétidos. Un polipéptido procedente
de una fuente de polinucleétidos puede incluir una secuencia de nucleétidos que es idéntica o sustancialmente
similar a la secuencia de nucleétidos fuente. En el caso de los polinucleétidos, las especies derivadas se pueden
obtener mediante, por ejemplo, mutagénesis natural, mutagénesis directa artificial o mutagénesis aleatoria artificial.
La mutagénesis usada para obtener polinucleétidos puede estar dirigida intencionadamente o ser aleatoria
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intencionadamente, o una mezcla de las dos. En algunos aspectos, un polinucleétido derivado se genera colocando
un polinucledtido fuente en un contexto heter6logo, es decir en un contexto que es diferente de su contexto nativo o
enddgeno. Por ejemplo, un promotor génico se puede obtener de un promotor génico enddgeno eliminando dicho
dominio del promotor enddgeno y colocandolo en una combinacién operable con diferentes secuencias de
nucleétidos con las que normalmente no esta asociado.

Marcador de seleccion o identificacién positiva: Como se usa en el presente documento, la expresiéon “marcador de
seleccién o identificacion positiva” hace referencia a un marcador que, cuando esta presente, por ejemplo esta
expresado, activado o similares, tiene como resultado la identificacion de una célula, que comprende el rasgo, por
ejemplo una célula con el marcador de seleccion positiva, de aquéllos sin el rasgo.

Marcador de seleccién o identificacién negativa: Como se usa en el presente documento, la expresion “marcador de
seleccién o identificacion negativa” se refiere a un marcador que, cuando esta presente, por ejemplo esta expresado,
activado o similares, permite la identificacién de una célula, que no comprende una propiedad o rasgo seleccionado
(p- €j., en comparacién con una célula que posee la propiedad o rasgo).

Agente de seleccidn o identificacion: Como se usa en el presente documento, la expresion “agente de seleccion o
identificacion” hace referencia a un agente que, cuando estd presente, permite la seleccidn/identificacién de
determinados componentes de una poblacién. Por ejemplo, un agente de seleccion o identificacion puede ser, entre
otros, por ejemplo, un nutriente, un antibiético, una longitud de onda de la luz, un anticuerpo, un polinucleétido
expresado o similares. El agente de seleccion se puede variar en, por ejemplo, concentracion, intensidad etc.

Indicador: Como se usa en el presente documento, el término "indicador" o términos equivalentes se refiere en
sentido general a cualquier componente que se puede detectar facilmente en un sistema en estudio, en el que la
deteccion del indicador se correlaciona con la presencia o ausencia de algunas otras moléculas o propiedades, o se
puede usar para identificar, seleccionar y/o detectar dianas en un sistema de interés. La eleccion del indicador mas
adecuado para usar para una aplicacion concreta depende del uso al que esta destinado y otras variables conocidas
para una persona familiarizada en la técnica. En algunos aspectos, un indicador es un gen indicador.

En la técnica se conocen una amplia variedad de moléculas y genes indicadores, cada indicador tiene un ensayo
concreto para la deteccién de dicho indicador. Algunos ensayos de deteccion de indicador pueden ser ensayos
enzimaticos, mientras que otros ensayos pueden tener una naturaleza inmunoldgica (p. ej., ELISA o analisis
inmunohistoquimico) o, por ejemplo, colorimétrico. Todavia més, un indicador puede incluir una proteina (p. ej., una
enzima que confiere resistencia o sensibilidad a antibiético (p. €j., lactamasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), y
similares), un marcador fluorescente (p.gj., una proteina fluorescentes verde tales como GFP, YFP, EGFP, RFP,
etc.), un marcador luminiscente (p. €j., una proteina luciferasa de luciérnaga), un marcador de identificar segun la
afinidad, una actividad enzimatica tal como /acZ (B-galactosidasa) u otros genes marcadores seleccionables
positivos o negativos tales como ADH (alcohol deshidrogenasa), his3, ura3, leu2, lys2 o similares.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 proporciona las estructuras y las correspondientes denominaciones de cuatro aminoacidos no naturales,
que son p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa), para-acetil-L-fenilalanina (pAcPhe), para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) y
para-yodo-L-fenilalanina (plPhe).

La FIG. 2 proporciona un histograma que muestra las eficiencias de supresion de plasmidos (respecto a la [3-
galactosidasa de tipo silvestre) con el promotor y el terminador proK para el gen MjtRNA-Tyr(CUA), la mutacion
D286R en el gen BpaRS, una forma mutada del promotor glsS para el gen BpaRS y/o multiples copias del gen del
ARNt. Las barras de error indican la desviacién estandar y n= 3.

La FIG. 3 proporciona una imagen de quimioluminiscencia de un andlisis de transferencia de tipo Northern del
supresor ambar MtRNA-Tyr(CUA) expresado de los plasmidos de supresion indicados.

La FIG. 4 proporciona una imagen de quimioluminiscencia tras un analisis de transferencia de tipo western de
BpaRS expresado bajo el control del promotor de ginS de tipo silvestre y la forma mutada del promotor gInS La
transferencia usé un conjugado anticuerpo-HRP anti-His (extremo C) (Invitrogen).

La FIG. 5 muestra UN mapa plasmidico de pSup-BpaRS-6TRN. Otros genes de sintetasa se subclonaron a partir de
sus correspondientes plasmidos de pBK en los sitios Ndel/Pstl de este plasmido.

La FIG. 6 muestra las eficiencias de supresién del sistema nuevo para la incorporacién de Bpa, pAcPhe, pAzPhe e
plPhe. Las barras de error indican la desviacion estandar y n= 3.

La FIG. 7 proporciona una imagen de quimioluminiscencia tras transferencia de tipo western de una mioglobina

mutantes que contiene BPa en lugar de Ser-4 expresada en ausencia o presencia de Bpa. La transferencia us6 un
conjugado anticuerpo-HRP anti-His (extremo C) (Invitrogen).
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La FIG. 8 proporciona varias secuencias de polipéptidos y polinucledtidos que encuentra uso en la invencion.
Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona composiciones, células huésped, sistemas de traduccién y procedimientos como se define
en las reivindicaciones.

La invencion proporciona nuevas caracteristicas del vector de expresion que tienen como resultado una mejora
significativa de la eficiencia en la incorporacion de aminoacidos no naturales en proteinas en eubacterias (p. €j.,E.
cofi), y tiene como resultado una expresion de alto rendimiento de las proteinas mutantes que contienen los
aminoacidos no naturales en sitios especificos disefiados genéticamente mediante codones selectores. La mejor
eficiencia en la incorporacion de aminoacidos no naturales en una proteina de interés se debe, posiblemente (al
menos en parte) a la mejora de la expresion de la aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal y del ARNt supresor, aunque
no es necesario entender el mecanismo de la mejora de la eficiencia para fabricar o usar la invencion.

Las caracteristicas del nuevo vector de expresion de la invencién son ampliamente compatibles con diversas
estructuras del vector de expresion de E. coliy cepas de E. coli, y también se adaptan facilmente para la expresion
de otras proteinas o ARNt de interés, ademas de la expresion de aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales o ARNt
supresores ortogonales.

En algunos aspectos, las caracteristicas del nuevo vector de expresion proporcionado por la invencion se usan de
forma independiente en diferentes plasmidos. En otros aspectos, una Unica caracteristica nueva o combinacién de
caracteristicas se usan en una pluralidad de plasmidos. En otras realizaciones mas se usa una pluralidad de estas
caracteristicas en combinacién en el mismo plasmido. La invencion proporciona una serie de mejoras en los
sistemas del vector de expresién bacteriana que se pueden usar para mejorar la expresion de proteinas mutantes
que comprenden uno 0 mas aminoacidos no naturales y, en algunos casos, se pueden usar mas ampliamente para
mejorar la expresion de cualquier polipéptido concreto o ARNt de interés.

La invencion proporciona, por ejemplo, las mejoras siguientes en los sistemas de vectores de expresion bacteriana:

(A) En el presente documento se describen vectores de expresion en los que el gen de la aminoacil-ARN! sintetasa
ortogonal y el gen del ARNt supresor ortogonal son portados en el mismo plasmido. Eso simplifica la expresiéon de
estos componentes ortogonales, como se ha citado anteriormente, estos dos componentes eran portados cada uno
de ellos en diferentes plasmidos.

(B) La invencion proporciona mejores secuencias promotoras y terminadoras como se define en las reivindicaciones.

(C) También se describe en el presente documento mejores operones policistronicos recombinantes para la
expresion de genes de ARNt, donde dos cualquiera de los genes de ARNt en el operdn estan separados por una
secuencia adaptadora heter6loga derivada de un adaptador de un operdn policistrénico de ARNt natural, por ejemplo
el adaptador que se produce de origen natural entre los genes valUy valX de E. coli o, como alternativa, por ejemplo
entre los genes ileTy alaT.

(D) En el presente documento también se describe una nueva secuencia promotora derivada del promotor ginS de
E. coli para la menor expresién de un marco de lectura abierto, por ejemplo un marco de lectura abierto que codifica
una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal.

Sistemas de vectores para la coexpresiéon de genes O-ARNt y O-RS

En el presente documento se describen vectores de expresion en los que el gen de la aminoacil-ARNt sintetasa
ortogonal y el gen del ARNt supresor ortogonal son portados en el mismo plasmido. Esta caracteristica es una
mejora sobre la técnica, en la que anteriormente era necesario co-transformar una célula huésped con dos vectores
de expresion distintos portadores de forma independiente los genes de O-ARNt y O-RS.

Como se describe en los ejemplos se construye una serie de vectores de expresion relacionados que son
adecuados para la co-expresion de especies de O-ARNt y O-RS. Estos plasmidos incluyen:

pYR-BpaRS1

pYR-BpaRS5
pYR-BpaRS5(D286R)
pYR-BpaRS-TRN
pYR-BpaRS-TRN(D286R)
pYR-BpaRS-3TRN(D286R)
pYR-BpaRS-6TRN(D286R)
pSup-BpaRS-6TRN(D286R)
pSup-pAcPheRS-6TRN
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pSup-pAzPheRS-6TRN
pSup-pIPheRS-6TRN

Cada uno de estos plasmidos es como se describe en el presente documento. No obstante, no se pretende que la
invencion se limite a estos plasmidos, como un experto reconocera, la construccion de variantes de estos plasmidos
entra dentro de la divulgacion.

Por ejemplo, no se pretende limitar ningun plasmido de la invencion a la expresion de cualquier especie de O-ARNt
u O-RS para producir una proteina que comprende cualquier aminoacido no natural. Los ejemplos proporcionados
en el presente documento describen el uso con éxito de un MjtRNA-Tyr(CUA) (SEC ID N¢: 1) y cuatro especies de
O-RS diferentes que tienen una especificidad de la carga del ARNt por p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa), para-acetil-L-
fenilalanina (pAcPhe), para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) y para-yodo-L-fenilalanina (plPhe) (véanse las FIG. 1, y
FIG. 8, SEC ID N%: 4, 6,8y 10).

Estos ejemplos de trabajo anteriores sirven para ilustrar la aplicabilidad mas amplia de la invencién que se va a usar
con otras especies de O-ARNt y O-RS. De hecho, la invencién encuentra uso en la expresion de cualquier O-ARNt o
cualquier O-RS de interés y, en particular, componentes ortogonales de la traduccion que operan éptimamente en
células eubacterianas. En algunos aspectos, la invencién encuentra un uso concreto con especies de O-RS que
proceden de aminoacil-ATNt sintetasas de Archaea (ep. ej., Methanococcus jannaschii) de origen natural o especies
de O-ARNt derivadas del ARNt de Archaea. La amplia variedad de especies de O-ARNt y O-RS que encuentran uso
con la invencién se conocen en la técnica y se describen en numerosas fuentes. Véase, por ejemplo, los nimeros de
publicacion internacional WO 2002/086075, titulada "METHODS AND COMPOSITION FOR THE PRODUCTION OF
ORTHOGONAL tRNA-AMINOACYL-tRNA SYNTHETASE PAIRS;" el documento WO 2002/085923, titulado "IN
VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACID;" el documento WO 2004/094593, titulado "EXPANDING
THE EUKARYOTIC GENETIC CODE;" el documento WO 2005/019415, presentado el 7 de julio de 2004; el
documento WO 2005/007870, presentado el 7 de julio de 2004; el documento WO 2005/00762A., presentado el 7 de
julio de 2004 y el documento WO 2006/110182, presentado el 27 de octubre de 2005, titulado "ORTHOGONAL
TRANSLATION COMPONENTS FOR THE IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACIDS. Para una
discusion adicional de sistemas de traduccién ortogonales que incorporan aminoacidos no naturales y
procedimientos para su produccion y uso, véase también Wang y Schultz "Expanding the Genetic Code,"
Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34,66 (2005), Xie y Schultz, "An Expanding Genetic Code," Methods 36(3):227-
238 (2005); Xie y Schultz, "Adding Amino Acids to the Genetic Repertoire," Curr. Opinion in Chemical Biology
9(6):548-554; y Wang et al., "Expanding the Genetic Code," Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., epub Jan 13, 2006.

La técnica anterior (p. ej., la técnica citada en el presente documento) también proporciona guias para la
construccion y uso de numerosas variantes (p. €j., variantes conservadoras) y fragmentos de especies de O-RS y O-
ARNt conocidas. Estas variantes y fragmentos también encuentran uso con los vectores de expresiéon de la
invencion. La técnica también proporciona la identificacion y construccion de nuevas especies de O-RS y O-ARNt,
que también encuentran uso en la invencién.

Construcciones de plasmidos y células huésped eubacterianas

Como se describe y usa en el Ejemplo 6, los plasmidos proporcionados en la memoria descriptiva se basan en una
estructura del vector pACYC184. No obstante, no se pretende que los plasmidos de la invencion estén limitados al
uso de dicho vector estructural concreto. Un experto en la técnica reconoce que uno cualquiera de diversos
plasmidos (incluyendo otros plasmidos publica o comercialmente disponibles) se puede usar para construir los
plasmidos de la invencién. Por ejemplo, los vectores plasmidicos pACYC177 y pRARE2 (Novagen; véase en
Novations, N° 12, junio de 2001) también se pueden usar junto con la invencion. En algunos aspectos, cualquier
plasmido portador de un origen de replicacion compatible (p. €j., el origen de replicacion p15A) y al menos un
marcador de seleccion se pueden usar junto con la invencion. Los derivados del plasmidos pSC101 también se
pueden usar de acuerdo con la invencion.

También como se describe en el ejemplo 6, los plasmidos proporcionados por la invenciéon se usaron para
transformar E. coli electrocompetente One Shot® TOP-10 Invitrogen™). No obstante, no se pretende que la cepa de
eubacteria usada como célula huésped para producir proteinas que comprenden uno o mas aminoacidos no
naturales esté limitada al uso de dicha célula huésped concreta. Un experto en la técnica reconoce que una
cualquiera de diversas células huésped (incluyendo otros plasmidos publica o comercialmente disponibles asi como
cepas producidas por el usuario) se puede usar facilmente para producir proteinas que comprenden amino&cidos no
naturales. Por ejemplo, otras células huésped, tal como la cepa de E. coli DH10B™ (Invitrogen™), Electrocomp™
GeneHogs® (Invitrogen™), BL21 One Sbot® (Invitrogen™), y BL21(DE3) One Shot® (Invitrogen™). De hecho,
cualquier cepa de E. coli sin ningun gen supresor de ARNt enddgeno es una célula huésped adecuada. Otras
especies de eubacteria ademas de E. coli también encuentran uso en la invencién. Por ejemplo se contempla que
las cepas de Bacillus subtilus también se pueden usar como células huésped para los vectores de la invencién.
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Secuencias promotoras y terminadoras mejoradas para la expresion de O-ARNt

Con el fin de mejorar la eficacia de la supresién del sistema de traduccion ortogonal se construyé un nuevo operén
del ARNt supresor ambar con un promotor y terminador del ARNt de E. coli natural. Una vision de los genes de ARNt
de E. colireveld que los ARNt de prolina de E. coli tienen el mismo par C1-G72 que los ARNt de Archaea; este par
de bases es un determinante principal de la identidad para el reconocimiento selectivo de MtRNA-Tyr(CUA) por
MjTyrRS en E. coli (Wang y Schultz, Chem. Biol., 8:883-890 (2001)).

A la luz de esta observacién se construy6 un gen del ARNt supresor ambar sintético de un modo tal que un gen de
O-ARNt heterdlogo sustituya al gen de proK de E. coli de la misma longitud (77 nucleétidos) en el operén proK
monocistrénico. Un vector de expresion mejorado (pYR-BpaRS5) se generd sustituyendo el operén del ARNt
supresor original en pYR-BpaRS 1 con el gen MtRNA-Tyr(CUA) bajo el control del promotor proK (SEC ID N¢: 32) y
el terminador proK (SEC ID N®: 33). Este constructo de expresién mostrd un incremento por dos en la expresion del
O-ARNt (véase la FIG. 3), y tuvo como resultado una mejora significativa de la eficacia de la supresion (véase la
FIG. 2), ambos en relacion con las actividades del vector pYR-BpaRS1.

Por tanto, la invencién proporciona mejores vectores de expresion para la expresion de un ARNt de interés, en el
que la expresion de un ARNt policistronico esta dirigida por secuencias de nucleétidos promotoras y terminadoras
derivadas del gen proK del ARNt de prolina de E. coli.

Como se describe en el Ejemplo 1, el ARNt concreto usado para demostrar este vector de expresion mejorado fue
un ARNt ortogonal (O-ARNt), mas especificamente MtRNA-Tyr(CUA). No obstante, no se pretende que la mejor
eficiencia de la expresion del ARNt esté limitada a MtRNA-Tyr(CUA), no limitada a un O-ARNt. De hecho, esta
caracteristica de la invencion se puede usar para mejorar la expresion de cualquier ARNt de interés.

En E. coli, tres especies de ARNt se cargan con prolina durante la traduccién. Ademas del gen de ARNt proK, E. coli
también usa dos genes de prolil-ARNt adicionales. Estos son prolL y proM. A la luz de su estructura similar con la del
locus de proK, se contempla que la secuencia promotora de proL (SEC ID N°: 34) y las secuencias terminadoras de
proL y proM (SEC ID N2 35 y 36, respectivamente) también encuentran uso en la construccién de mejores vectores
de expresion de la invencion. También es una caracteristica de la invenciéon las combinaciones de promotores y
terminadores de diferentes genes de prolil-ARNt de E. coli también se pueden usar para conseguir una expresion
mejorada. Por ejemplo, la secuencia promotora de proK (SEC ID N2 32) se puede usar junto con la secuencia
terminadora de proL (SEC ID N¢: 35).

Estructuras de operén policistrénico mejoradas

La invencion proporciona mejores operones policistrénicos recombinantes para la expresion de genes de ARNt.
Estos operones policistrénicos comprenden multiples copias (p. €., tres copias) de genes de ARNt de interés, donde
las secuencias de ARNt estan separadas por una secuencia adaptadora heteréloga derivada de un adaptador de un
operdn policistronico de ARNt natural, por ejemplo el adaptador que se produce de forma natural entre los genes
valUy valX de E. coli (SEC ID N°: 14) o, como alternativa, por ejemplo entre los genes de ARNt ileTy alaT de E. coli
(SEC ID N2: 15).

Por tanto, la invencion proporciona mejores vectores de expresién para la expresion de operones de ARNt
policistronicos, en los que el operén comprende al menos un adaptador de ARNt heterélogo que separa al menos
dos secuencias de ARNt expresadas. En algunas realizaciones, como se describe en el Ejemplo 3, se usan multiples
adaptadores de ARNt para separar tres o mas secuencias de ARNt expresadas en el operdn. En este caso, el
adaptador de ARNt usado entre cada par de ARNt expresado puede ser diferente (como en el Ejemplo 3) o puede
ser el mismo adaptador entre cada gen de ARNt.

No se pretende que la invencién se limite al uso del adaptador de los genes valUy valX de E. coli (SEC ID N°: 14) o,
e adaptador del gen del ARNt ileT y alaT de E. coli (SEC ID N2 15). De hecho, los adaptadores de ARNt naturales
adicionales también encuentran uso en la invencién. Por ejemplo, cada uno de los sigu8ientes adaptadores
localizados entre los genes nativos de ARNt de E. coli enumerados mas adelante encuentra uso con la invencion, de
modo que el adaptador que se usa en el sistema recombinante es heterélogo de cualquiera de las secuencias de
ARNTt expresadas en el operon recombinante. Estos adaptadores de ARNt Utiles incluyen:

Adaptador del ARNt Secuencia SEC ID Ne:
de E. coli nativo

valUy valX ACTACTTTATGTAGTCTCCGCCGTGTAGCAAGAAATTGAGAAGT 14

ileTy alaT AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT 15

serVyargV TTT 16

valV'y valW TCCT 17

glyTy thrT AGATGT . 18
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metTy leuW TCTTTTTTT 19
ginWy metU TCGAAGAAACAATCT 20
hisRy leuT TTATTAGAAGTTGTGACAAT 21
ginUy ginW TCTTCTTCGAGTAAGCGGTTCACCGCCCGGTTAT 22
leuP'y leuV AACGAGGCGATATCAAAAAAAGTAAGATGACTGT 23
ginVy ginX ATTTATTCAAGACGCTTACCTTGTAAGTGCACCCAGT 24
alaWy alaX AATTTTGCACCCAGCAAACTTGGTACGTAAACGCATCGT 25
ileUy alaU AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT 26
ileVy alaV AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT 27
metUy ginV AATTCTGAATGTATCGAATATGTTCGGCAAATTCAAAACCA 28
ATTTGT
glyWy cysT GTTTAAAAGACATCGGCGTCAAGCGGATGTCTGGCTGAAA 29
GGCCTGAAGAATTT
argXy hisR TTTAGTCCCGGCGCTTGAGCTGCGGTGGTAGTAATACCGC 30
GTAACAAGATTTGTAGT
argYy argZ TCTCTTACTTGATATGGCTTTAGTAGCGGTATCAATATCAGCAG 31
TAAAATAAATTTCCCGAT

En algunas realizaciones, los adaptadores de ARNt preferidos que encuentran uso con la invencién contienen uno
los dos nucleétidos T(-1) y A(77). Se ha demostrado que estas dos posiciones de nucleétidos en los adaptadores de
ARNLt son éptimas para el procesamiento 5’ y 3’ eficiente de los precursores de ARNt cuando estan en su contexto
nativo (es decir, enddgeno). Véase, por ejemplo, Li y Deutscher, "Maturation pathways for E. coli tRNA precursors: A
random multienzyme process in vivo," Cell 86:503-512 (1996); y Zahler et al., "Recognition of the 5' leader of pre-
tRNA substrates by the active site of ribonuclease P," RNA 9:734-745 (2003). En otras realizaciones, los
adaptadores del ARNt que encuentran uso con la invencién comprenden sitios de restriccion (naturales o
modificados genéticamente).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona construcciones que comprenden una pluralidad del mismo
operdn policistronico, opcionalmente en tandem. Por tanto, si un Unico operdn policistronico comprende tres copias
de una secuencia de nucleétidos expresable (tal como un gen de ARNt), dos de los operones tendran como
resultado la expresion de un total de seis secuencias génicas de ARNt. Este tipo de configuracion en cluster génico
se demuestra en el Ejemplo 3y la FIG. 5.

El operdn policistrénico recombinante mejorado descrito en el Ejemplo 3 expresa el ARNt ortogonal MjtRNA-
Tyr(CUA). No obstante, no se pretende que la invencién esté limitada a la expresién de MjtRNA-Tyr(CUA). Tampoco
esta la invencion limitada a la expresion de especies de ARNt ortogonal. De hecho, los operones policistronicos
mejorados de la invencién se pueden usar para expresar cualquier especie de ARNt deseada.

Promotor de g/nS de E. coli mejorado para la expresion de polipéptidos

La divulgacion proporciona una nueva secuencia promotora derivada del promotor gins de E. coli para una expresion
mejorada de un marco de lectura abierto. Como se describe en el ejemplo 2. el promotor de gInS mutante (SEC ID
N2: 12) descrito en Plumbridge y Séll (Biochimie 69:539-541 (1987)) se subcloné en un vector de expresion de la
invencion. La secuenciacion de la regién promotora ginS subclonada reveld la introduccion inadvertida de una
delecion en la secuencia del promotor (ademas de la sustitucion descrita en Plumbridge y Séll). Esta nueva variante
del promotor gInS modificado se denominé g/inS-TNR (proporcionada en la SEC ID N2: 13). Sorprendentemente, esta
mutacién tuvo como resultado una mejora de la eficiencia de la traduccién del sistema en comparacion con la
actividad promotora de gInS de tipo silvestre determinada mediante transferencia de tipo western (véase la FIG. 4).

Como se describe en los ejemplos 2 y 5, el promotor gInS-TNR se usé para expresan las sintetasas ortogonales
BpaRS, pAcPheRS, pAzPheRS y plPheRS. No obstante, no se pretende que la invencién esté limitada a la
expresion de ninguna aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal concreta o esté limitada a ninguna aminoacil-ARNt
sintetasa en general. Este mejor promotor encuentra un uso mas amplio en la expresion bacteriana de cualquier
marco de lectura abierto del polipéptido deseado.

Tecnologia de ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal

Una comprensién de las nuevas composiciones y procedimientos de la presente invencién se facilita mediante una
comprensién de las actividades asociadas con los pares de ARNt ortogonal y aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal.
Con el fin de afadir amino&cidos no naturales adicionales al cédigo genético, se necesitan nuevos pares ortogonales
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que comprenden una aminoacil-ARNt sintetasa y un ARNt adecuado que puedan funcional con eficiencia en la
maquinaria traduccional del huésped, pero que son "ortogonales" al sistema de traduccién en cuestion, lo que
significa que funciona de forma independiente de las sintetasas y ARNt enddgenos al sistema de traduccién. Las
caracteristicas deseadas del par ortologo incluyen ARNt que descodifican o reconocen Unicamente un codén
especifico, por ejemplo un codén selector, que no se descodifica mediante ningin ARNt endégeno y aminoacil-ARNt
sintetasas que aminoacilan, preferentemente, (o "cargan") su ARNt afin con solo un aminoacido no natural
especifico. EI O-ARNt tampoco se aminoacila normalmente mediante sintetasas endégenas. Por ejemplo, en E. coli,
un par ortogonal incluira una aminoacil-ARNt sintetasa que no sufre reaccién cruzada con ninguno de los ARNt
endoégenos, por ejemplo que hay 40 en E. coli, y un ARNt ortogonal que no se aminoacila por ninguna de las
sintetasas enddgenas, por ejemplo de las cuales hay 21 en E. coli. Hasta la fecha. Una amplia variedad de
aminoacidos no naturales estructuralmente diversos se ha incorporado en las proteinas que usan tecnologia de
traduccion ortogonal, como se sabe en la técnica.

La capacidad para incorporar un aminoacido no natural especifico de sitio en un polipéptido puede facilitar el estudio
de proteinas permitiendo la modificacion postraduccional altamente selectiva de dichas proteinas, ademas de
permitir la ingenieria de las proteinas con propiedades nuevas. Por ejemplo, la expresion de proteinas que contienen
uno o mas aminoacidos no naturales puede facilitar el estudio de proteinas mediante marcaje especifico, alterar la
funcion catalitica de las enzimas, mejorar la actividad biologica o reducir la reactividad cruzada con un sustrato,
reticular una proteina con otras proteinas, moléculas pequefias o biomoléculas, reducir o eliminar la degradacién de
proteinas, mejorar la semivida de las proteinas in vivo (p. €j., mediante pegilacién u otras modificaciones de sitios
reactivos introducidos) etc.

Los sistemas de traduccion ortogonales que son adecuadas para fabricar proteinas que comprenden uno o mas
aminoacidos no naturales se conocen en la técnica, como son los procedimientos generales para producir sistemas
de traduccion ortogonales. Por ejemplo, véase, los numeros de publicacién internacional WO 2002/086075, titulada
"METHODS AND COMPOSITIONS FOR THE PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA-AMINOACYL-tRNA
SYNTHETASE PAIRS;" el documento WO 2002/085923, titulado "IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL
AMINO ACID;" el documento WO 2004/094593, titulado "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE;" el
documento WO 2005/019415, presentado el 7 de julio de 2004; el documento WO 2005/007870, presentado el 7 de
julio de 2004; el documento WO 2005/00762A., presentado el 7 de julio de 2004 y el documento WO 2006/110182,
presentado el 27 de octubre de 2005, titulado "ORTHOGONAL TRANSLATION COMPONENTS FOR THE IN VIVO
INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACIDS. Para una discusion de sistemas de traduccién ortogonales que
incorporan aminodacidos no naturales y procedimientos para su produccion y uso, véase también Wang y Schultz
"Expanding the Genetic Code," Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34-66 (2005), Xie y Schultz, "An Expanding
Genetic Code," Methods 36(3):227-238 (2005); Xie y Schultz, "Adding Amino Acids to the Genetic Repertoire,” Curr.
Opinion in Chemical Biology 9(6):548-554; y Wang et al., "Expanding the Genetic Code," Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct., 35:225-249 (2006); y Xie y Schultz, "A chemical toolkit for proteins - an expanded genetic code," Nat.
Rev. Mol. Cell Biol., 7(10):775-782 (2006; epub Aug 23, 2006)..

Dichos sistemas de traduccion comprenden, generalmente, células (que pueden ser células procariotas tales como
E. coli o células eucariotas como las levaduras) que incluyen un ARNt ortogonal (O-ARNt), una aminoacil ARNt
sintetasa ortogonal (O-RS) y un aminoacido no natural, de modo que la O-RS aminoacila el O-ARNt con el
aminoacido natural. Un par octogonal de la invencion puede incluir un O-ARNt y, por ejemplo un ARNt supresor, un
ARNLt de desplazamiento de marco o similar, y una O-RS afin.

En general, cuando un par ortogonal reconoce un codén selector y carga un aminoacido en respuesta al codén
selector, se dice que el par ortogonal "suprime” el codén selector. Es decir, un codén selector que no es reconocido
por la maquinaria enddgena del sistema de traduccion (p. €j., de las células) no se carga de forma habitual, que
tiene como resultado el bloqueo de la producciéon de un polipéptido que, de otro modo, se traduciria del &cido
nucleico. En un sistema de par ortogonal, la O-RS aminoacila el O-ARNt con un aminoacido no natural especifico. El
O-ARNt cargado reconoce el codon selector y suprime el bloque traduccional causado por el codén selector. La
célula usa el par O-ARNt/O-RS para incorporar el amino&cido no natural en una cadena en crecimiento, por ejemplo
mediante un acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, de modo que el
polinucleétido comprende un codon selector que es reconocido por el O-ARNt. En determinados aspectos
deseables, la célula puede incluir un par adicional de O-ARNt/O-RS, donde el O-ARNt adicional es cargado por la O-
RS adicional con un aminoacido no natural diferente. Por ejemplo, uno de los O-ARNt puede reconocer un codén de
cuatro bases y el otro puede reconocer un codén de terminacion. De forma alternativa, multiples codones de
terminacion diferentes o multiples codones de cuatro bases diferentes pueden reconocer de forma especifica
diferentes codones selectores

En determinadas realizaciones, los sistemas comprenden una célula tal como una célula E. coli o una célula de
levadura que incluye un ARNt ortogonal (O-ARNt), una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), un aminoé&cido
no natural y un acido nucleico que comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido de interés, en el que el
polinucleétido comprende el codén selector que es reconocido por el O-ARNt. El sistema de traduccion también
puede ser un sistema sin células, por ejemplo, cualquiera de diversos sistemas de transcripcion/traduccion "in vitro"
disponibles en el mercado en combinacién con un par de O-ARNt/ORS y un aminodcido no natural como se describe
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en el presente documento.

Como se ha indicado, en algunas realizaciones existen multiples pares de O-ARNt/O-RS en una célula u otro
sistema de traduccién, que permite la incorporacion de mas de un aminodcido no natural en un polipéptido. Por
ejemplo, la célula puede incluir adicionalmente un par adicional diferente de O-ARNt/O-RS y un segundo aminodcido
no natural, donde este O-ARNt adicional reconoce un segundo codén selector y esta O-RS adicional aminoacila de
forma preferente el O-ARNt con el segundo amino&cido no natural. Por ejemplo, una célula que incluye un par de O-
ARNt/O-RS (en el que el O-ARNt reconoce, por ejemplo, un codon selector ambar) puede comprender
adicionalmente un segundo par ortogonal, en el que el segundo O-ARNt reconoce un codén selector diferente, por
ejemplo, un codon Opalo, de cuatro bases o similares. De forma deseable, los diferentes pares ortogonales
proceden de diferentes fuentes, lo cual puede facilitar el reconocimiento de diferentes codones selectores.

El O-ARNt y/o la O-RS pueden ser de origen natural, o pueden obtenerse, por ejemplo, mediante mutacion de un
ARNt y/o RS de origen natural, por ejemplo, generando bibliotecas de ARNt y/o bibliotecas de RS, a partir de
cualquiera de diversos organismos y/o usando cualquiera de las diversas estrategias de mutacién disponibles. Por
ejemplo, una estrategia para producir un par ortogonal de ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa implica importar un par
heterdlogo (a la célula huésped) de ARNt/sintetasa de, por ejemplo, una fuente diferente de la célula huésped, o
fuentes multiples, en la célula huésped. Las propiedades del candidato de sintetasa heter6loga incluyen, por
ejemplo, que no carga ningin ARNt de célula huésped, y las propiedades del candidato de ARNt heterdlogo
incluyen, por ejemplo, que no se aminoacila por ninguna sintetasa de célula huésped. Ademas, el ARNt heter6logo
es ortogonal a todas las sintetasas de la célula huésped.

Una segunda estrategia para generar un par ortogonal implica generar bibliotecas mutantes a partir de las cuales se
identifica y/o selecciona un O-ARNt o una O-RS. Estas estrategias también se pueden combinar.

ARNIt ortogonal (O-ARNt)

Un ARNt ortogonal (O-ARNt) de la invencién de forma deseable media en la incorporacion de un aminodcido no
natural, en una proteina que esta codificada por un polinucleétido que comprende un coddn selector que se
reconoce por el O-ARNt, por ejemplo, in vivo o in vitro, con una eficiencia de supresion elevada. La eficiencia de
supresion se puede determinar con cualquiera de una serie de ensayos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se
puede usar un ensayo indicador de -galactosidasa, por ejemplo un plasmido /acZ derivado (cuando el constructo
tiene un codon selector en la secuencia de &cido nucleico de lacZ) se introduce en las células de un organismo
adecuado (p. €j., un organismo en el que se pueden usar los componentes ortogonales) junto con el plasmido que
comprende un O-ARNt de la invencion. También se puede introducir una sintetasa afin (bien como polipéptido o
como polinucleétido que codifica la sintetasa afin cuando se expresa). Las células se cultivan en medio hasta una
densidad deseada, por ejemplo hasta una DOggo de aproximadamente 0,5 y se realizan ensayos de -galactosidasa,
por ejemplo usando el kit de ensayo con B-galactosidasa BetaFluor™ (Novagen). El porcentaje de supresiéon se
puede calcular como el porcentaje de actividad para una muestra relativa a un control comparable, por ejemplo el
valor observado del constructo lacZ derivado, donde el constructo tiene un codon sentido correspondiente a una
posicion deseada en lugar de un codén selector.

Los O-ARNt también pueden proceder de variaciones conservadoras de O-ARNt conocidos. Por ejemplo, las
variaciones conservadoras de O-ARNt incluyen las moléculas que funcionan como los O-ARNt particulares, por
ejemplo, como en la lista de secuencias del presente documento y que conservan la estructura en forma del L del
ARNt mediante auto-complementariedad apropiada, pero que no tienen una secuencia idéntica a los mismos, por
ejemplo, en la lista de secuencias, las figuras o los ejemplos en este documento (y, de forma deseable, son
diferentes de las moléculas de ARNt de tipo silvestre).

La composicion que comprende un O-ARNt puede incluir adicionalmente una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-
RS), en la que la O-RS aminoacila de forma preferente el O-ARNt con un aminoacido no natural. En determinadas
realizaciones, una composicién que incluye un O-ARNt puede incluir adicionalmente un sistema de traduccién (por
ejemplo, in vitro o in vivo). También puede estar presente en la célula un &cido nucleico que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, en el que el polinucleétido comprende un codon selector que es
reconocido por el O-ARNt, o una combinacién de uno o mas de los mismos.

Se conocen los procedimientos para producir un ARNt ortogonal (O-ARNt). En determinadas realizaciones de la
invencion, los O-ARNt se pueden producir generando una biblioteca de mutantes. La biblioteca de ARNt mutantes
se puede generar usando diversas técnicas de mutagénesis conocidas en la materia. Por ejemplo, los ARNt
mutantes se pueden generar mediante mutaciones con especificidad de sitio, mutaciones puntuales aleatorias,
recombinacion homéloga, barajado de ADN u otros procedimientos de mutagénesis recursivos, construccion
quimérica o cualquier combinacién de los mismos.

Se pueden introducir mutaciones adicionales en una(s) posicién (posiciones) especifica(s), por ejemplo, en una(s)

posicion (posiciones) no conservadora(s), 0 en una posicidbn conservadora, en una(s) posicién (posiciones)
aleatoria(s) o una combinacién de ambas en un bucle deseado o region de un ARNt, por ejemplo, un bucle
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anticodon, el tallo aceptor, el brazo o bucle D, el bucle variable, el brazo o bucle TPC, otras regiones de la molécula
de ARNt o una combinacion de los mismos. Normalmente, las mutaciones en un ARNt incluyen mutar el bucle
anticodén de cada miembro de la biblioteca de ARNt mutantes para permitir el reconocimiento de un codén selector.
El procedimiento puede incluir adicionalmente anadir secuencias adicionales al O-ARNt. Normalmente, un OARNt
posee una mejora de la ortogonalidad para un organismo deseado en comparacion con el material de partida, por
ejemplo, en la pluralidad de secuencias de ARNt, mientras que conserva su afinidad hacia una RS deseada.

Los procedimientos incluyen opcionalmente analizar la similitud (y/u homologia deducida) de secuencias de ARNt
y/o aminoacil-ARNt sintetasas para determinar candidatos potenciales para un O-ARNt, una O-RS y/o pares de los
mismos que parecen ser ortogonales para un organismo especifico. Se pueden usar programas informaticos
conocidos en la técnica y descritos en el presente documento para el analisis, por ejemplo, se pueden usar
programas BLAST y pileup. En un ejemplo, para elegir componentes de traduccién ortogonales potenciales para
usar en E. coli, se elige una sintetasa y/o un ARNt que no muestra similitud de secuencia cercana a organismos
eubacterianos.

Normalmente se obtiene un O-ARNt sometiendo, por ejemplo, a seleccién negativa a una poblaciéon de células de
una primera especie, en la que las células comprenden un miembro de la pluralidad de O-ARNt potenciales. La
seleccién negativa elimina células que comprenden un miembro de la biblioteca de O-ARNt potenciales que se
aminoacilan mediante una aminoacil-ARNt sintetasa (RS) que es enddgena a la célula. Esto proporciona un conjunto
de ARNt que son ortogonales a la célula de la primera especie.

En determinadas realizaciones, en la seleccién negativa se introduce un(os) codén (codones) selector(es) en un
polinucleétido que codifica un marcador de seleccion negativa, por ejemplo, una enzima que confiere resistencia a
antibiéticos, por ejemplo, B-lactamasa, una enzima que confiere un producto detectable, por ejemplo, B-
galactosidasa, cloranfenicol acetiliransferasa (CAT), por ejemplo, un producto toxico, tal como barnasa, en una
posicion no esencial (por ejemplo, que todavia produce una barnasa funcional, etc.). La identificacién/seleccion se
realiza opcionalmente dejando crecer la poblacion de células en presencia de un agente selectivo (por ejemplo, un
antibidtico tal como ampicilina). En una realizacion, la concentracion del agente de seleccién varia.

Por ejemplo, para medir la actividad de ARNt supresores se usa un sistema de seleccién que se basa en la
supresion in vivo de un coddn selector, por ejemplo, mutaciones sin sentido (p. ej., de terminaciéon) o de
desplazamiento del marco de lectura introducidas en un polinucleétido que codifica un marcador de seleccién
negativa, por ejemplo, un gen para B-lactamasa (bla). Por ejemplo, se construyen variantes polinucleotidicas, por
ejemplo, variantes bla con un codoén selector en una determinada posicion (por ejemplo, A184). Se transforman las
células, por ejemplo, bacterias con estos polinucleétidos. En el caso de un ARNt ortogonal que no puede ser
cargado de forma eficaz mediante sintetasas de E. coli endogenas, la resistencia a antibioticos, por ejemplo,
resistencia a ampicilina, debe ser aproximadamente igual 0 menor que la de una bacteria transformada sin plasmido.
Si el ARNt no es ortogonal, o si se co-expresa una sintetasa heterdloga capaz de cargar el ARNt en el sistema, se
observa un mayor nivel de resistencia a antibiéticos, por ejemplo, a ampicilina. Se eligen células, por ejemplo,
bacterias que son incapaces de crecer en placas de agar LB con concentraciones de antibiético aproximadamente
iguales a las células transformadas sin plasmidos.

En el caso de un producto tdxico (por ejemplo, ribonucleasa o barnasa), cuando un miembro de la pluralidad de
ARNt potenciales es aminoacilado por un hospedador enddgeno, por ejemplo, sintetasas de Escherichia coli (es
decir, no es ortogonal al hospedador, por ejemplo, sintetasas de Escherichia coli), el codon selector se suprime y el
producto polinucleotidico toxico producido conduce a la muerte celular. Las células que alojan ARNt ortogonales o
ARNt no funcionales sobreviven.

En una realizacion, el conjunto de ARNt que son ortogonales a un organismo deseado se someten después a una
seleccion positiva en la que se coloca un codén selector en un marcador de selecciéon positiva, por ejemplo,
codificado por un gen de resistencia a farmacos, tal como un gen de B-lactamasa. La seleccién positiva se realiza en
una célula que comprende un polinucleétido que codifica 0 que comprende un miembro del conjunto de ARNt que
son ortogonales a la célula, un polinucleétido que codifica un marcador de seleccion positiva y un polinucleétido que
codifica una RS afin. En determinadas realizaciones, la segunda poblaciéon de células comprende células que no
han sido eliminados por la seleccion negativa. Los polinucle6tidos se expresan en la célula y la célula se deja crecer
en presencia de un agente de seleccion, por ejemplo, ampicilina. Después se seleccionan los ARNt por su
capacidad para ser aminoacilado mediante la sintetasa afin co-expresada y para insertar un aminoacido en
respuesta a este coddn selector. Normalmente, estas células muestran una potenciacién en la eficacia de supresion
en comparaciéon con células que alojan ARNt no funcional(es) o ARNt que no pueden ser reconocidas de forma
eficaz por la sintetasa de interés. Las células que alojan los ARNt no funcionales o ARNt que no son reconocidas de
forma eficaz por la sintetasa de interés son sensibles al antibiético. Por lo tanto, los ARNt que: (i) no son sustratos
para sintetasas endoégenas del hospedador, por ejemplo, la sintetasa de Escherichia coli; (ii) pueden ser
aminoacilados por la sintetasa de interés; y (iii) son funcionales en la traduccién, sobreviven a ambas selecciones.

En consecuencia, el mismo marcador puede ser un marcador positivo 0 negativo, dependiendo del contexto en el
que se identifica. Es decir, si se consigue la identificacion se realiza a favor del marcador es un marcador positivo,
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pero si se identifica contra él es un marcador negativo.

La rigurosidad de la seleccién, por ejemplo, la seleccion positiva, la seleccién negativa o tanto la seleccion positiva
como la negativa, en los procedimientos que se han descrito anteriormente, incluye opcionalmente variar la
rigurosidad de la seleccion. Por ejemplo, debido a que la barnasa es una proteina extremadamente tdxica, la
rigurosidad de la seleccion negativa se puede controlar introduciendo diferentes nimeros de codones selectores en
el gen de la barnasa y/o usando un promotor inducible. En otro ejemplo se varia la concentracion del agente de
seleccién o identificacion (por ejemplo, concentracion de ampicilina). En algunos aspectos de la invencion se varia
la rigurosidad debido a que la actividad deseada puede ser baja durante las primeras rondas. De esta manera, se
aplican criterios de seleccién menos rigurosos en las primeras rondas y se aplican criterios mas rigurosos en rondas
de seleccion posteriores. En determinadas realizaciones, la seleccién negativa, la selecciéon positiva o tanto la
seleccién negativa como la positiva se pueden repetir multiples veces. Se pueden usar mdltiples marcadores
diferentes de seleccion negativa, marcadores de seleccién positiva o tanto marcadores de seleccion negativa como
positivas. En determinadas realizaciones, el marcador de seleccién positiva y negativa puede ser el mismo.

Se pueden usar otros tipos de seleccién/identificacién en la invencion para producir componentes de traduccion
ortogonales, por ejemplo, un O-ARNt, una O-RS, y un par de O-ARNt/O-RS que carga un aminoacido no natural en
respuesta a un codén selector. Por ejemplo, el marcador de seleccion negativa, el marcador de seleccién positiva o
tanto el marcador de seleccién positiva como negativa pueden incluir un marcador que produce fluorescencia o
cataliza una reaccién luminiscente en presencia de un reactivo adecuado. En otra realizacion se detecta un
producto del marcador mediante separacién de células activadas por fluorescencia (FACS) o por luminiscencia.
Opcionalmente, el marcador incluye un marcador de identificacién basado en afinidad. Véase también, Francisco, J.
A., et al., (1993) Production and fluorescence-activated cell sorting of Escherichia coli expressing a functional
antibody fragment on the external surface. Proc Natl Acad Sci USA. 90:10444-8.

Se pueden encontrar procedimientos adicionales para la producciéon de tRNA ortogonal recombinante en, p. €j., las
solicitudes de patente internacional WO 2002/086075, titulada ““METHODS AND COMPOSITIONS FOR THE
PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA AMINOACYL-tRNA SYNTHETASE PAIRS” y el documento WO
2004/094593, titulado “EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE” y el documento WO 2005/019415,
presentado el 7 de julio de 2004. Véase también Foster et al., (2003) Programming peptidomimetic synthetases by
translating genetic codes designed de novo PNAS 100(11):6353-6357; y Feng et al., (2003), Expanding tRNA
recognition of a tRNA synthetase by a single amino acid change, PNAS, 100(10): 5676-5681.

Aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS)

Una O-RS de la invenciéon aminoacila de forma preferente un O-ARNt con un aminoacido no natural in vitro o in vivo.
Se puede proporcionar una O-RS de la invencion al sistema de traduccion, por ejemplo, una célula, mediante un
polipéptido que incluye una O-RS y/o un polinucleétido que codifica una O-RS o una parte de la misma. Por ejemplo,
una O-RS ilustrativa comprende una secuencia de aminoacidos conocida en la técnica o una variaciéon conservadora
de la misma. En otro ejemplo una O-RS, o una parte de la misma, esta codificada por una secuencia polinucleotidica
que codifica una secuencia que comprende aminodcidos en la lista de secuencias o los ejemplos de este
documento, o una secuencia polinucleotidica complementaria de la misma. Véase, por ejemplo, en la FIG. 8 las
secuencias de moléculas de O-RS utiles.

Se conocen procedimientos para identificar una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), por ejemplo una O-RS
para usar con un O-ARNt Por ejemplo, un procedimiento incluye someter a una poblacion de células de una primera
especia a seleccién, por ejemplo, a seleccién positiva, en la que las células comprenden individualmente: 1) un
miembro de una pluralidad de aminoacil-ARNt sintetasas (RS), (por ejemplo, la pluralidad de RS puede incluir RS
mutantes, RS procedentes de una especie diferente de la primera especie o tanto RS mutantes como RS
procedentes de una especie diferente de la primera especie ); 2) el ARNt ortogonal (O-ARNt) (por ejemplo, de una o
mas especies); y 3) un polinucledtido que codifica un marcador de seleccién (por ejemplo, positiva) y comprende al
menos un coddn selector. Se seleccionan o identifican las células que muestran un aumento en la eficacia de
supresion en comparaciéon con células que carecen de o con una cantidad reducida del miembro de la pluralidad de
RS. Se puede medir la eficacia de supresién mediante técnicas conocidas en la técnica y como se describe en el
presente documento. Las células que tienen un aumento en la eficacia de supresion comprenden una RS activa que
aminoacila el O-ARNt. Se compara un nivel de aminoacilacién (in vitro o in vivo) mediante la RS activa de un primer
conjunto de ARNt de la primera especie con el nivel de aminoacilacién (in vitro o in vivo) por la RS activa de un
segundo conjunto de ARNt de la segunda especie. Se puede determinar el nivel de aminoacilacién mediante una
sustancia detectable (por ejemplo, un amino&cido no natural marcado). La RS activa que aminoacila de forma mas
eficaz el segundo conjunto de ARNt en comparacién con el primer conjunto de ARNt, proporcionando por lo tanto
una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal eficaz (optimizada) para usar con el O-ARNt. También es una caracteristica
de la invencion una O-RS identificada por el procedimiento.

Para determinar la aminoacilaciéon se puede usar cualquiera de los numerosos ensayos. Estos ensayos se pueden

llevar a cabo in vivo o in vitro. Por ejemplo, ensayos de aminoacilacion in vitro se describen en, p. ej., Hoben y Soll
(1985) Methods Enzymol. 113:55-59. La aminoacilacion también puede determinarse usando un indicador junto con
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los componentes de traduccion ortogonales y detectando el indicador en una célula que expresa un polinucleétido
que comprende al menos un coddn selector que codifica una proteina. Véase también el documento WO
2002/085923, titulado "IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACIDS;" y el documento WO
2004/094593, titulado "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE."

La O-RS identificada se puede manipular adicionalmente para alterar la especificidad de sustrato de la sintetasa, de
forma que solamente se carga un aminodcido no natural deseado, pero ninguno de los 20 aminoacidos comunes, en
el O-ARNt. Los procedimientos para generar una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal con una especificidad de
sustrato para un aminoacido no natural incluyen mutar la sintetasa, por ejemplo, en el sitio activo en la sintetasa, en
el sitio del mecanismo de edicion en la sintetasa, en diferentes sitios combinando diferentes dominios de sintetasas
o similares, y aplicar un proceso de seleccién. Se usa una estrategia que se basa en la combinacién de una
seleccién positiva seguida de una seleccién negativa. En la seleccion positiva, la supresion del codon selector
introducido en una o mas posiciones no esenciales de un marcador positivo permite que las células sobrevivan bajo
presién de seleccién positiva. En presencia de tanto aminoacidos naturales como de aminoacidos no naturales, los
supervivientes codifican de esta manera sintetasas activas que cargan el ARNt supresor ortogonal con un
aminoacido natural o no natural. En la seleccion negativa, la supresién de un codén selector introducido en una o
mas posiciones no esenciales de un marcador negativo retira las sintetasas con especificidades de aminoacidos
naturales. Los supervivientes de la seleccion negativa y positiva codifican sintetasas que aminoacilan (cargan) el
ARNt supresor ortogonal solamente con aminoacidos no naturales. Estas sintetasas se pueden someter, a
continuacion, a mutagénesis adicional, por ejemplo, barajado de ADN u otros procedimientos de mutagénesis
recursivos.

Se puede generar una biblioteca de O-RS mutantes usando diversas técnicas de mutagénesis conocidas en la
técnica. Por ejemplo, se pueden generar las RS mutantes mediante mutaciones con especificidad de sitio,
mutaciones puntuales aleatorias, recombinacion homéloga, barajado de ADN u otros procedimientos de
mutagénesis recursivos, construccion quimérica o cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, se puede
producir una biblioteca de RS mutantes a partir de dos o mas "sub-bibliotecas" diferentes, por ejemplo, menores,
menos diversas. También se incluyen en la invencion bibliotecas quiméricas de RS. Cabe destacar que las
bibliotecas de ARNt sintetasas de diversos organismos (por ejemplo, microorganismos tales como eubacterias o
arqueobacterias) tales como bibliotecas que comprenden diversidad natural (véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 6.238.884 de Short et al; la Patente de Estados Unidos N? 5.756.316 de Schallenberger et al; la
Patente de Estados Unidos N2 5.783.431 de Petersen et al; la Patente de Estados Unidos N? 5.824.485 de
Thompson et al; la Patente de Estados Unidos N® 5.958.672 de Short et al), se construyen y exploran opcionalmente
por pares ortogonales.

Una vez que las sintetasas se han sometido a la estrategia de seleccién/identificacion positiva y negativa, estas
sintetasas se pueden someter después a mutagénesis adicionales. Por ejemplo, se puede aislar un acido nucleico
que codifica la O-RS; se puede generar a partir del acido nucleico un conjunto de polinucleétidos que codifican O-RS
mutadas (por ejemplo, por mutagénesis aleatoria, mutagénesis con especificidad de sitio, recombinacién o cualquier
combinacion de las mismas); y se pueden repetir estas etapas individuales o una combinacién de estas etapas hasta
que se obtenga una O-RS mutada que aminoacile de forma preferente el O-ARNt con el aminoacido no natural. En
algunos aspectos de la invencién, las etapas se realizan multiples veces, por ejemplo, al menos dos veces.

También se pueden usar niveles adicionales de rigurosidad de seleccién/identificacién en los procedimientos de la
invencion para producir O-ARNt, O-RS o pares de los mismos. La rigurosidad de seleccién o identificacion se puede
variar en una o en las dos etapas del procedimiento para producir una O-RS. Esto podria incluir, por ejemplo, variar
la cantidad del agente de seleccion/identificacion que se usa, etc. También se pueden realizar rondas adicionales de
selecciones positivas y/o negativas. La seleccién o identificacion también puede comprender uno o mas de un
cambio en la permeabilidad de aminoacidos, un cambio en la eficacia de traduccion, un cambio en la fidelidad de
traduccion, etc. Normalmente, dichos uno o mas cambios se basan en una mutacién en uno o mas genes en un
organismo en el que usa un par de ARNt-ARN!t sintetasa ortogonal para producir una proteina.

Se pueden encontrar detalles generales adicionales para la produccion de O-RS vy la alteracion de la especificidad
de la sintetasa por el sustrato en la poblacién interna numero WO 2002/086075, titulada "METHODS AND
COMPOSITIONS FOR THE PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA AMINOACYL-tRNA SYNTHETASE PAIRS; "
y el documento WO 2004/094593, titulado "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE." Véase también,
Wang and Schultz "Expanding the Genetic Code," Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34-66 (2005).

Organismos fuente y hospedadores

Los componentes de traduccién ortogonales (O-ARNt y O-RS) encuentran uso con la invencion se pueden obtener
de cualquier organismo (o0 una combinacién de organismos) para usar en un sistema de traduccién del huésped de
cualquier otra especie, con el inconveniente de que los componentes de O-ARNt-O-RS y el sistema huésped
funcionan de un modo ortogonal. No es necesario que el O-ARNt y la O-RS de un par ortogonal procedan del mismo
organismo. En algunos aspectos, los componentes ortogonales derivan de genes de Archaea (es decir,
arqueobacteria) para usar en un sistema huésped eubacteriano.
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Por ejemplo, el O-ARNt ortogonal se puede obtener de un organismo Archae, por ejemplo, una arqueobacteria, tal
como Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium tal como Haloferax
volcanii y especies NRC-1 de Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii,
Aeuropyrum pernix, Methanococcus maripaludis, Methanopyrus kandleri, Methanosarcina mazei (Mm), Pyrobaculum
aerophilum, Pyrococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus (Ss), Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum,
Thermoplasma volcanium, o similares, o una eubacteria, tal como Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus
stearothermphilus, o similares, mientras que la O-RS ortogonal se puede obtener de un organismo o combinacion de
organismos, por ejemplo una arqueobacteria, tal como Methanococcus jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Halobactetium tal como Haloferax volcanii y especies NRC-1 de Halobacterium,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, Methanococcus
maripaludis, Methanopyrus kandleri, Methanosarcina mazei, Pyrobaculum aerophilum, Pyrococcus abyssi,
Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma volcanium, o similares o una
eubacteria, tales como Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermphilus, o similares. En una
realizacién también se pueden usar fuentes eucariotas, por ejemplo, plantas, algas, protistas, hongos, levaduras,
animales (por ejemplo, mamiferos, insectos, artropodos o similares) como fuentes de O-ARNt y O-RS.

Los componentes individuales de un par de O-ARNt/O-RS se pueden obtener a partir del mismo organismo o de
diferentes organismos. En una realizaciodn, el par O-ARNt/O-RS procede del mismo organismo. Como alternativa, el
O-ARNt y la O-RS del par O-ARNt/O-RS son de organismos diferentes.

El O-ARNt, la O-RS o el par de O-ARNt/O-RS se puede seleccionar o identificar in vivo o in vitro y/o usar en una
célula, por ejemplo, una célula eubacteriana, para producir un polipéptido con un aminoacido no natural. La célula
eubacteriana usada no se limita a, por ejemplo, Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus
o similares, También son una caracteristica de la invencidbn composiciones de células eubacterianas que
comprenden componentes de traduccion de la invencién.

Véase también la publicacién de solicitud internacional namero WO 2004/094593, titulada "EXPANDING THE
EUKARYOQOTIC GENETIC CODE," presentada el 16 de abril de 2004, para el cribado de O-tRNA y/o O-RS en una
especie para usar en otra especie.

En algunos aspectos, el O-ARNt, la O-RS o el par de O-ARNt/O-RS se puede seleccionar o identificar in vivo o in
vitro y/o usar en una célula, por ejemplo, una célula eucariota, para producir un polipéptido con un aminoacido no
natural. La célula eucariota usada no estad limitada, por ejemplo, se puede usar cualquier célula de levadura
adecuada, tal como Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) o similares. También son una caracteristica de la
invencion composiciones de células eucariotas que comprenden componentes de traduccion de la invencién.

Aunque los sistemas de traduccidon ortogonal (p. ej., que comprenden una O-RS, un O-ARNt y un aminodacido no
natural) pueden usar células huésped cultivadas para producir proteinas que tienen aminoacidos no naturales, no se
pretende que un sistema de traduccion ortogonal de la invencién requieran una célula huésped intacta viable. Por
ejemplo, un sistema de traduccion ortogonal puede usar un sistema sin células en presencia de un extracto celular.
De hecho, el uso de sistemas de traduccion/transcripcion in vitro sin células para la produccién de proteinas es una
técnica bien establecida. La adaptacién de estos sistemas in vitro para la produccion de proteinas que tengan
aminoacidos no naturales usando componentes del sistema de traduccién ortogonal descritos en el presente
documento entra dentro del alcance de la invencién.

Codones selectores

Los codones selectores en los sistemas de traduccién ortogonales expanden el marco de lectura del codén genético
de la maquinaria biosintética de proteinas. Por ejemplo, un codén selector incluye, por ejemplo, un Unico codén de
tres bases, un coddn sin sentido tal como un codén de terminacion, por ejemplo, un codén ambar (UAG), o un coddn
6palo (UGA), un codén no natural, al menos un coddn de cuatro bases, un cododn raro o similares. . Se pueden
introducir varios codones selectores en un gen deseado, por ejemplo, uno 0 mas, dos 0 mas, mas de tres, etc.
Usando diferentes codones selectores se pueden usar multiples pares ortogonales de ARNt/sintetasa para permitir
la incorporacién con especificidad de sitio simultanea de mdultiples aminoacidos no naturales diferentes usando estos
codones selectores diferentes.

En una realizacion, los procedimientos implican el uso de un codoén selector que es un codén de terminacion para la
incorporacion de un aminoacido no natural in vivo en una célula en un polipéptido. Por ejemplo, se produce un O-
ARNt que reconoce un coddn de terminacion y es aminoacilado por una O-RS con un aminoacido no natural. Este
O-ARNt no es reconocido por las aminoacil-ARNt sintetasas naturales del huésped. Se puede usar mutagénesis
dirigida convencional para introducir el codén de terminacion en el sitio de interés en un polinucleétido que codifica
un polipéptido de interés. Véase, por ejemplo, Sayers et al. (1988), 53" Exonuclease in phosphorothioate-based
oligonucleotide-directed mutagenesis. Nucleic Acids Res, 791-802. Cuando la O-RS, el O-ARNt y el &cido nucleico
que codifica un polipéptido de interés se combinan, por ejemplo, in vivo, el aminoacido no natural se incorpora en
respuesta al cod6én de terminacion para dar un polipéptido que contiene el aminoacido no natural en la posicion
especificada. En una realizacion de la invencion, el codén de terminacién usado como codoén selector es un codén
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ambar, UAG, y/o un codén épalo, UGA. En un ejemplo, un codigo genético en el que UAG y UGA se usan como
codon selector puede codificar 22 aminodcidos al tiempo que conserva el coddn sin sentido ocre, YAA, que es la
senal de terminacién més abundante.

La incorporacién de aminoacidos no naturales in vivo se puede realizar sin perturbacion significativa de la célula
huésped. Por ejemplo, en células no eucariotas, tales como Escherichia coli, como la eficacia de supresion de un
codon UAG, depende de la competitividad entre el O-ARNt, por ejemplo, el ARNt supresor ambar, y el factor de
liberacion 1 (RF1) (que se une al coddn UAG e inicia la liberacion del péptido de crecimiento del ribosoma), se
puede modular la eficacia de supresion, por ejemplo, aumentando el nivel de expresion de O-ARNt, por ejemplo, el
ARNt supresor, 0 usando una cepa deficiente en RF1. En células eucariotas, debido a que la eficacia de supresién
de un codén UAG depende de la competitividad entre el O-ARNt, por ejemplo, el ARNt supresor ambar, y un factor
de liberacion eucariota (por ejemplo, eRF) (que se une a un coddn de terminacion e inicia la liberacién del péptido de
crecimiento del ribosoma), se puede modular la eficacia de supresién, por ejemplo, aumentando el nivel de
expresion de O-ARNt, por ejemplo, el ARNt supresor. Ademds, también pueden estar presentes compuestos
adicionales, por ejemplo, reduciendo agentes tales como el ditiotretiol (DTT).

También se pueden codificar aminoacidos no naturales con codones raros. Por ejemplo, se ha demostrado que
cuando la concentracion de arginina se reduce en una reaccién de sintesis proteica in vitro, el codén raro de
arginina, AGG, es eficaz para la insercion de Ala mediante un ARNt sintético acilado con alanina. Véase, por
ejemplo, Ma et al., Biochemistry, 32:7939 (1993). En este caso, el ARNt sintético compite con el ARNt de origen
natural que existe como una especie minoritaria en Escherichia coli. Ademas, algunos organismos no usan todos
los codones de triplete. Se ha utilizado un codén no asignado AGA en Micrococcus luteus para la insercién de
aminodcidos en un extracto de transcripcion/traduccion in vitro. Véase, por ejemplo, Kowal and Oliver, Nucl. Acid.
Res., 25:4685 (1997). Se pueden generar componentes de la invencion para usar estos codones raros in vivo.

Los codones selectores también pueden comprender codones extendidos, por ejemplo, codones de cuatro o0 mas
bases, tales como codones de cuatro, cinco, seis 0 mas bases. Los ejemplos de codones de cuatro bases incluyen,
por ejemplo, AGGA, CUAG, UAGA, CCCU y similares. Los ejemplos de codones de cinco bases incluyen, por
ejemplo, AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC y similares. Los procedimientos de la invencion
incluyen usar codones extendidos basados en supresién del desplazamiento del marco de lectura. Los codones de
cuatro o mas bases pueden insertar, por ejemplo, uno o multiples aminoacidos no naturales en la misma proteina.
En otras realizaciones, los bucles anticodon pueden decodificar, por ejemplo, al menos un codén de cuatro bases, al
menos un coddn de cinco bases o al menos un codon de seis bases o mas. Ya que hay 256 codones de cuatro
bases posibles, se pueden codificar multiples aminoacidos no naturales en la misma célula usando un codén de
cuatro o mas bases. Véase también Anderson et al., (2002) Exploring the Limits of Codon and Anticodon Size,
Chemistry and Biology, 9:237-244; y Magliery, (2001) Expanding the Genetic Code: Selection of Efficient
Suppressors of Four-base Codons and Identification of "Shifty" Four-base Codons with a Library Approach in
Escherichia coli, J. Mol. Biol. 307: 755-769.

Por ejemplo, se han usado codones de cuatro bases para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas usando
procedimientos biosintéticos in vitro. Véase por ejemplo, Ma et al., (1993) Biochemistry, 32:7939; y Hohsaka et al.,
(1999) J. Am. Chem. Soc, 121:34. Se usaron CGGG y AGGU para incorporar de forma simultanea 2-naftilalanina y
un derivado NBD de lisina en estreptavidina in vitro con dos ARNt supresores de desplazamiento del marco de
lectura acilados quimicamente. Véase, por ejemplo, Hohsaka et al., (1999) J. Am. Chem. Soc, 121:12194. En un
estudio in vivo, Moore et al. examinaron la capacidad de los derivados de ARNtLeu con anticodones NCUA para
suprimir codones UAGN (N puede ser U, A, G o C), y observaron que el cuadruplete UAGA puede ser decodificado
mediante un ARNt"* con un anticodén UCUA con una eficacia del 13 al 26 % con poca decodificacion en la fase 0 o
-1. Véase Moore et al., (2000) J. Mol. Biol., 298:195. En una realizacién se pueden usar en la invenciéon codones
extendidos basados en codones raros o codones sin sentido, que pueden reducir la lectura completa sin sentido y la
supresion por desplazamiento del marco de lectura en otros sitios no deseados. En diversos sistemas ortogonales
se han usado codones de cuatro bases como codones selectores. Véase por ejemplo, los documentos WO
2005/019415; WO 2005/007870 and WO 2005/07624. Véase también Wang and Schultz "Expanding the Genetic
Code," Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34-66 (2005). Aunque los siguientes ejemplos usan un codén selector
ambar, se pueden usar codones de cuatro o mas bases, modificando los ejemplos del presente documento para que
incluyan O-ARNt de cuatro bases y sintetasas modificadas para incluir mutaciones similares a las descritas
anteriormente para varias O-RS de aminoacidos no naturales.

Para un sistema determinado, un codoén selector también puede incluir uno de los codones de tres bases naturales,
donde el sistema enddgeno no usa (o usa raramente) el codon de bases naturales. Por ejemplo, esto incluye un
sistema que carece de un ARNt que reconoce el codén de tres bases naturales y/o un sistema en el que el codén de
tres bases es un codén raro.

Los codones selectores incluyen opcionalmente pares de bases no naturales. Estos pares de bases no naturales
expanden adicionalmente el alfabeto genético existente. Un par de bases adicional aumenta el nimero de codones
de triplete de 64 a 125. Las propiedades de pares de tercera base incluyen un emparejamiento de bases estable y
selectivo, una incorporacion enzimatica eficaz en ADN con elevada fidelidad mediante una polimerasa y la extensién
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por cebador continuada eficaz después de la sintesis del par de bases no natural que se genera. Las descripciones
de pares de bases no naturales que se pueden adaptar para procedimientos y composiciones incluyen, por ejemplo,
Hirao, et al., (2002) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues into protein, Nature
Biotechnology, 20:177-182. Véase tambiénWu, Y., et al., (2002) J. Am. Chem. Soc. 124:14626-14630. Mas adelante
se enumeran otras publicaciones relevantes.

Para el uso in vivo, el nucledsido no natural es permeable a la membrana y se fosforila para formar el trifosfato
correspondiente. Ademas. la informacién genética aumentada es estable y no es destruida por enzimas celulares.
Ciertos esfuerzos previos de Benner y otros aprovecharon patrones de formacion de enlaces de hidrégeno que son
diferentes de los presentes en pares de Watson-Crick canédnicos, de los cuales el ejemplo més notable es el par iso-
C:iso-G. Véase, por ejemplo, Switzer et al., (1989) J. Am. Chem. Soc, 111:8322; y Piccirilli et al., (1990) Nature,
343:33; Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602. Estas bases en general se aparean de forma erronea hasta
cierto grado con bases naturales y no se pueden replicar enzimaticamente. Kool y colaboradores demostraron que
las interacciones de empaquetamiento hidrofobas entre bases pueden sustituir a las uniones por enlaces de
hidrégeno para dirigir la formacion de pares de bases. Véase Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602; y Guckian
y Kool, (1998) Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 36, 2825. En un esfuerzo por desarrollar un par de bases no natural que
satisfaga todos los requisitos anteriores, Schultz, Romesberg y colaboradores han sintetizado y estudiado
sistematicamente una serie de bases hidroéfobas no naturales. Se ha observado que un autopar PICS:PICS es mas
estable que pares de bases naturales y se puede incorporar de forma eficaz en el ADN por el fragmento Klenow de
la ADN polimerasa | de Escherichia coli (KF). Véase, por ejemplo, McMinn et al., (1999) J. Am. Chem. Soc,
121:11586; y Ogawa et al., (2000) J. Am. Chem. Soc, 122:3274. Se puede sintetizar un autopar 3MN:3MN por KF
con suficiente eficacia y selectividad para la funcion biolégica. Véase, por ejemplo, Ogawa et al., (2000) J. Am.
Chem. Soc, 122:8803. Sin embargo, ambas bases actian como un terminador de cadena para la replicacion
posterior. Se ha desarrollado recientemente una ADN polimerasa mutante que se puede usar para replicar el
autopar PICS. Ademas, se puede replicar un autopar 7Al. Véase, por ejemplo, Tae et al., (2001) J. Am. Chem. Soc.,
123:7439. También se ha desarrollado un nuevo par de bases metalico, Dipic:Py, que forma un par estable después
unirse a Cu(ll). Véase Meggers et al., (2000) J. Am. Chem. Soc, 122:10714. Debido a que los codones extendidos y
los codones no naturales son intrinsecamente ortogonales a codones naturales, los procedimientos de la invencién
pueden utilizar ventajosamente esta propiedad para generar ARNt ortogonales para los mismos.

También se puede usar un sistema de derivacion de la traduccion para incorporar un aminoacido no natural en un
polipéptido deseado. En un sistema de derivacién de traduccion se inserta una gran secuencia en un gen pero no se
traduce en una proteina. La secuencia contiene una estructura que sirve como clave para inducir el salto del
ribosoma sobre la secuencia y reanudar la traduccion mas adelante de la insercion.

Aminodacidos no naturales

Como se usa en este documento, un aminoacido no natural se refiere a cualquier aminoacido, aminoacido
modificado o analogo de aminoacido diferente de selenocisteina y/o pirrolisina y los siguientes veinte alfa-
aminoacidos codificados genéticamente: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido
glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina, valina. La estructura genérica de un alfa-aminoacido se ilustra en la Férmula I:

I

R

PY

HaN CoH

Un aminoacido no natural es normalmente cualquier estructura que tenga la Férmula I, en la que el grupo R es
cualquier sustituyente diferente de los usados en los veinte aminoacidos naturales. Véase, por ejemplo, Biochemistry
de L. Stryer, 32 ed. 1988, Freeman and Company, New York, para las estructuras de los veinte aminoacidos
naturales. Obsérvese que los aminodcidos no naturales de la invencién pueden ser compuestos de origen natural
diferentes de los veinte alfa-aminoacidos anteriores.

Ya que los aminoacidos no naturales de la invencién difieren normalmente de los aminoacidos naturales en la
cadena lateral, los aminoacidos no naturales forman enlaces amida con otros aminoacidos, por ejemplo, naturales o
no naturales, del mismo modo en el que se forman en proteinas de origen natural. Sin embargo, los aminoacidos no
naturales tienen grupos de cadena lateral que los distinguen de los aminoacidos naturales.

La FIG. 1 proporciona las estructuras de aminoacidos no naturales que se usan en los ejemplos de trabajo de la
presente invencion. Estos aminoacidos no naturales se pueden incorporar en proteinas usando pares de O-RS y O-
ARNt adecuados. Por ejemplo, se puede incorporar p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa) usando un par de traduccién
ortogonal que comprende el O-ARNt de la SEC ID N°: 1 y la O-RS afin de la SEC ID N 4. para-acetil-L-fenilalanina
(pAcPhe) se puede incorporar usando un par de traduccion ortogonal que comprende el O-ARNt de la SEC ID N2: 1
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y la O-RS afin de la SEC ID N 6. para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) se puede incorporar usando un par de
traduccioén ortogonal que comprende el O-ARNt de la SEC ID N2 1 y la O-RS afin de la SEC ID N°: 8. para-yodo-L-
fenilalanina (pAzPhe) se puede incorporar usando un par de traduccién ortogonal que comprende el O-ARNt de la
SEC ID N2: 1 y la O-RS afin de la SEC ID N¢: 10.

No obstante, los aminodcidos no naturales usados en el presente documento solo sirven para ilustrar una
aplicabilidad mas amplia de la invencion y la invencion no esté limitada al uso de estos aminoacidos mostrados en la
FIG. 1.

Una pluralidad de diferentes aminoacidos no naturales se pueden incorporar de forma simultanea en un polipéptido
de interés, usando, por ejemplo, un segundo par de O-RS/O-ARNt adecuado junto con el primer par ortogonal y en
el que los pares ortogonales primero y segundo usan diferentes codones selectores.

En otros aminoacidos no naturales, por ejemplo, el grupo R presente en la Férmula | comprende opcionalmente un
alquilo-, arilo-, acilo-, ceto-, azido-, hidroxilo-, hidracina, ciano-, halo-, hidracida, alquenilo, alquinilo, éter, tiol, seleno-,
sulfonilo-, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclo, enona, imina, aldehido, éster, tioacido, hidroxilamina,
amina y similares, o cualquier combinacién de los mismos. Otros aminoacidos de interés incluyen, pero no se limitan
a, aminoacidos que comprenden un agente de entrecruzamiento fotoactivable, aminoacidos marcados por espin,
aminoacidos fluorescentes, aminoacidos de unién a metal, aminoacidos que contienen metal, aminoacidos
radiactivos, aminoacidos con nuevos grupos funcionales, aminoacidos que interaccionan de forma covalente o de
forma no covalente con otras moléculas, aminoacidos con grupos fotoprotectores y/o fotoisomerizables, aminoacidos
que contienen biotina o andlogos de biotina, aminoacidos que contienen ceto, aminoacidos glicosilados,
aminodcidos que comprenden polietilenglicol o poliéter, aminoacidos sustituidos con atomos pesados, aminoacidos
quimicamente escindibles o fotoescindibles, aminoacidos con una cadena lateral alargada en comparaciéon con
aminoacidos naturales (por ejemplo, poliéteres o hidrocarburos de cadena larga, por ejemplo, de mas de
aproximadamente 5, de mas de aproximadamente 10 carbonos, etc.), aminoacidos que contienen azucar unido a
carbono, aminoacidos con actividad redox, aminoacidos que contienen aminotioacido y aminoacidos que contienen
uno o mas residuos téxicos.

En otro aspecto, la invencién proporciona aminoacidos no naturales que tiene la estructura general ilustrada por las
Férmulas IV siguientes:

CO>H
Ro—Ri— oy,

Un aminoacido no natural que tiene esta estructura, normalmente es cualquier estructura en la que Ry es un
sustituyente usado en uno de los veinte aminoacidos naturales (p. €j., tirosina o fenilalanina) y Rz es un sustituyente.
Por tanto, este tipo de aminoacido no natural se puede ver como un derivado de un aminoacido natural.

Los aminoé&cidos no naturales también comprenden opcionalmente estructuras de cadena principal modificadas, por
ejemplo, como se ilustra mediante las estructuras de las Formulas Il y IlI:

IT

R
Zz C—YH
I
X
I
R R
HZNXCQH
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en las que Z comprende normalmente OH, NH2, SH, NH-R' 0 S-R’; X e Y, que pueden ser iguales o diferentes,
comprenden normalmente S u O, y R y R', que son opcionalmente iguales o diferentes, se seleccionan normalmente
de la misma lista de constituyentes para el grupo R que se ha descrito anteriormente para los aminoacidos no
naturales que tienen la Férmula I, asi como hidrégeno. Por ejemplo, los aminoacidos no naturales de la invencion
comprenden opcionalmente sustituciones en el grupo amino o carboxilo, como se ilustra por las Férmulas Il y 1. Los
aminoacidos no naturales de este tipo incluyen, pero no se limitan a, a-hidroxiacidos, a-tioacidos, a-
aminotiocarboxilatos, por ejemplo, con cadenas laterales correspondientes a los veinte aminoacidos naturales
comunes o cadenas laterales no naturales. Ademas, las sustituciones en el carbono a incluyen opcionalmente
aminoacidos L, D, o a-a disustituidos tales como D-glutamato, D-alanina, D-metil-O-tirosina, acido aminobutirico y
similares. Otras alternativas estructurales incluyen aminoacidos ciclicos, tales como analogos de prolina asi como
analogos de prolina con anillo de 3, 4, 6, 7, 8 y 9 miembros, B y y aminoacidos tales como -alanina sustituida y
acido y-aminobutirico.

En algunos aspectos, la invencion usa aminoacidos no naturales en configuracion L. No obstante, no se pretende
limitar la invencién al uso de la configuracién L de los aminoacidos naturales. Se contempla que los enantiomeros D
de estos aminoacidos no naturales también encuentran uso con la invencion.

Los analogos de tirosina incluyen tirosinas para-sustituidas, tirosinas orto-sustituidas y tirosinas meta-sustituidas, en
las que la tirosina sustituida comprende un grupo alquinilo, un grupo acetilo, un grupo benzoilo, un grupo amino, una
hidracina, una hidroxiamina, un grupo tiol, un grupo carboxi, un grupo isopropilo, un grupo metilo, un hidrocarburo
C6-C20 de cadena lineal o ramificada, un hidrocarburo saturado o insaturado, un grupo O-metilo, un grupo poliéter,
un grupo nitro o similares. Ademas, también se contemplan anillos de arilo sustituidos de forma mdultiple. Los
analogos de glutamina de la invencion incluyen, pero no se limitan a, derivados a-hidroxi, derivados y-sustituidos,
derivados ciclicos y derivados de glutamina sustituidos con amida. Ejemplos de anélogos de fenilalanina incluyen,
entre otros, fenilalaninas para-sustituidas, fenilalaninas orto-sustituidas y fenilalaninas meta-sustituidas, en las que el
sustituyente comprende un grupo alquinilo, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo metilo, un grupo alilo, un
aldehido o grupo ceto o similares. Ejemplos especificos de aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a,
p-etiltiocarbonil-L-fenilalanina, p-(3-oxobutanoil)-L-fenilalanina, 1,5-dansil-alanina, aminoacido 7-amino-coumarina,
aminoacido 7-hidroxi-coumarina, nitrobencil-serina, O-(2-nitrobencil)-L-tirosina; p-carboximetil-L-fenilalanina, p-ciano-
L-fenilalanina, m-ciano-L-fenilalanina, bifenilalanina, 3-amino-L-tirosina, bipiridil alanina, p-(2-amino-1-hidroxietil)-L-
fenilalanina, p-isopropiltiocarbonil-L-fenilalanina, 3-nitro-L-tirosina y p-nitro-L-fenilalanina. Asimismo, una p-
propargiloxifenilalanina, una 3,4-dihidroxi-L-fenialanina (DHP), una 3, 4, 6-trihidroxi-L-fenilalanina, una 3,4,5-
trihidroxi-L-fenilalanina, 4-nitro-fenilalanina, una p-acetil-L-fenilalanina, O-metil-L-tirosina, una L-3-(2-naftil)alanina,
una 3-metil-fenilalanina, una O-4-alil-L-tirosina, una 4-propil-L-tirosina, una 3-nitro-tirosina, una 3-tiol-tirosina, una tri-
O-acetil-GIcNAcB-serina, una L-Dopa, una fenilalanina fluorada, una isopropil-L-fenilalanina, una p-azido-L-
fenilalanina, una p-acil-L-fenilalanina, una p-benzoil-L-fenilalanina, una L-fosfoserina, una fosfonoserina, una
fosfonotirosina, una p-yodo-fenilalanina Se conocen las estructuras de diversos aminoacidos no naturales que se
pueden incorporar usando sistemas de traduccion ortogonales. Véase las referencias citadas en el presente
documento.

Sintesis quimica de aminoacidos no naturales

Muchos de los aminoacidos no naturales proporcionados mas arriba estan disponibles comercialmente, p. ej., de
Sigma (USA) o Aldrich (Milwakee, WI, USA). Los que no estan disponibles comercialmente se sintetizan
opcionalmente segun se proporciona en varias publicaciones o usando procedimientos estandar conocidos para los
expertos en la materia. Para técnicas de sintesis organica, véase, p. ej., Organic Chemistry de Fessendon y
Fessendon (1982, segunda edicion, Willard Grant Press, Boston Mass); Advanced Organic Chemistry de March
(tercera edicion, partes A y B, 1990, Plenum Press, Nueva York). Publicaciones adicionales que describen la sintesis
de aminoacidos no naturales incluyen, p. ej., el documento WO 2002/085923 titulado "In vivo incorporation of
Unnatural Amino Acids;" Matsoukas et al., (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669; King and Kidd (1949) A New
Synthesis of Glutamine and of y-Dipeptides of Glutamic Acid from Phthylated Intermediates. J. Chem. Soc., 3315-
3319; Friedman and Chatterrji (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Substrates for Anti-Tumor
Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752, Craig et al. (1988) Absolute Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-
4[[4-(diethylamino)-1-methylbutyl] amino]quinoline (Chloroquine). J. Org. Chem. 53, 1167-1170; Azoulay et al.,
(1991) Glutamine analogues as Potential Antimalarials,. Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5; Koskinen and Rapoport
(1989) Synthesis of 4-Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues. J. Org._Chem.
54, 1859-1866; Christie and Rapoport (1985) Synthesis of Optically Pure Pipecolates from L-Asparagine. Application
to the Total Syntheses of (+)- Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium lon Cyclization. J.
Org. Chem. 1989:1859-1866; Barton et al. (1987) Synthesis ofNovel a-Amino-Acids and Derivatives Using Radical
Chemistry: Synthesis of L- and D-a-Amino-Adipic Acids, L-a-aminopimelic Acid and Appropriate Unsaturated
Derivatives. Tetrahedron Lett. 43:4297-4308; y Subasinghe et al., (1992) Quisqualic acid analogues: synthesis, of
betaheterocyclic 2-aminopropanoic acid derivatives and their activity at a novel quisqualate-sensitized site. J. Med.
Chem. 35:4602-7. Véase también la publicacion internacional WO 2004/058946, titulada "PROTEIN ARRAYS,"
presentada el 22 de diciembre de 2003.
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Captacién celular de aminodcidos no naturales

La captacion de aminoacidos no naturales por una célula es una cuestion que se considera normalmente cuando se
disefian y seleccionan aminodcidos no naturales, por ejemplo, para la incorporacion en una proteina. Por ejemplo, la
gran densidad de carga a-aminoacidos sugiere que estos compuestos probablemente no sean permeables a la
célula. Los aminoacidos naturales se introducen en la célula a través de una coleccién de sistemas de transporte
basados en proteinas que a menudo muestran grados variables de especificidad de aminoacidos. Se puede realizar
una exploracién rapida que evalia qué aminoacidos no naturales, si hay alguno, se captan por las células. Véase,
por ejemplo, ensayos de toxicidad en, por ejemplo, la publicacién internacional WO 2004/058946, titulada "PROTEIN
ARRAYS," presentada el 22 de diciembre de 2003; y Liu y Schultz (1999) Progress toward the evolution of an
organism with an expanded genetic code. PNAS 96:4780-4785. Aunque la captacién se analiza de manera sencilla
con diversos ensayos, una alternativa para disefiar aminoacidos no naturales que son susceptibles a rutas de
captacion celulares es proporcionar rutas biosintéticas para crear aminoacidos in vivo.

Biosintesis de amino&cidos no naturales

Ya existen muchas rutas biosintéticas en las células para la produccién de aminoacidos y otros compuestos.
Mientras que un procedimiento biosintético para un aminoacido no natural concreto puede no existir en la naturaleza,
por ejemplo, en una célula, la invencion proporciona tales procedimientos. Por ejemplo, se pueden generar rutas
biosintéticas para aminoacidos no naturales en células huésped anadiendo nuevas enzimas o modificando rutas
existentes de la célula huésped. Las nuevas enzimas adicionales son opcionalmente enzimas de origen natural o
enzimas desarrolladas artificialmente. Por ejemplo, la biosintesis de p-aminofenilalanina (como se presenta en un
ejemplo del documento WO 2002/085923, supra) se basa en la adiciéon de una combinacién de enzimas conocidas
de otros organismos. Se pueden introducir los genes para estas enzimas en una célula transformando la célula con
un plasmido que comprende los genes. Los genes, cuando se expresan en la célula, proporcionan una ruta
enzimatica para sintetizar el compuesto deseado. En los ejemplos que se presentan mas adelante se proporcionan
ejemplos de los tipos de enzimas que se pueden afadir. Pueden encontrarse secuencias de enzimas adicionales,
por ejemplo, en el Genbank. También se pueden afiadir enzimas desarrolladas artificialmente a una célula del
mismo modo. De esta manera, la maquinaria celular y los recursos de una célula se manipulan para producir
aminodcidos no naturales.

De hecho, se puede usar cualquiera de diversos procedimientos para producir nuevas enzimas para usar en rutas
biosintéticas, o para la evolucion de rutas existentes, para la produccion de aminoacidos no naturales, in vitro o in
vivo. Se pueden aplicar muchos procedimientos disponibles para desarrollar enzimas y otros componentes de ruta
biosintética a la presente invencion para producir aminoacidos no naturales (o, de hecho, para desarrollar sintetasas
para que tengan nuevas especificidades de sustrato u otras actividades de interés). Por ejemplo, opcionalmente se
usa el barajado de ADN para desarrollar nuevas enzimas y/o rutas de tales enzimas para la produccion de
aminodcidos no naturales (o produccion de nuevas sintetasas), in vivo o in vitro. Véase, por ejemplo., Stemmer
(1994), Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling, Nature 370(4):389-391; y, Stemmer, (1994), DNA
shuffling by random fragmentation and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA., 91:10747-10751. Una estrategia relacionada baraja familias de genes relacionados (por ejemplo,
homologos) para desarrollar rapidamente enzimas con caracteristicas deseadas. Un ejemplo de tales
procedimientos de "barajado de genes de familias” se encuentra en Crameri et al. (1998) "DNA shuffling of a family
of genes from diverse species accelerates directed evolution" Nature, 391(6664): 288-291. También se pueden
generar nuevas enzimas (componentes de rutas biosintéticas o sintetasas) usando un procedimiento de
recombinacion de ADN conocido como "truncamiento incremental para la creacién de enzimas hibridas" ("ITCHY"),
por ejemplo, como se describe en Ostermeier et al. (1999) "A combinatorial approach to hybrid enzymes
independent of DNA homology" Nature Biotech 17:1205. Esta estrategia también se puede usar para generar una
biblioteca de enzimas u otras variantes de ruta que pueden servir como sustratos para uno o mas procedimientos de
recombinacion in vitro o in vivo. Véase también, Ostermeier et al.(1999) "Combinatorial Protein Engineering by
Incremental Truncation," Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96: 3562-67 y Ostermeier et al. (1999), "Incremental Truncation
as a Strategy in the Engineering of Novel Biocatalysts," Biological and Medicinal Chemistry, 7: 2139-44. Otra
estrategia usa mutagénesis de conjunto exponencial para producir bibliotecas de enzimas u otras variantes de ruta
que se seleccionan, por ejemplo, por la capacidad de catalizar una reaccién biosintética pertinente para la
produccion de un aminoacido no natural (o una nueva sintetasa). En esta estrategia se aleatorizan pequefios grupos
de residuos en una secuencia de interés en paralelo para identificar, en cada posicion alterada, aminoacidos que
conducen a proteinas funcionales. Pueden encontrarse ejemplos de tales procedimientos, que se pueden adaptar a
la presente invencion para producir nuevas enzimas para la produccién de aminoacidos no naturales (nuevas
sintetasas), en Delegrave & Youvan (1993) Biotechnology Research 11:1548-1552. En otra estrategia mas, se
puede usar mutagénesis aleatoria o semi-aleatoria usando oligonucleétidos dopados o degenerados para la
produccion por ingenieria genética de enzimas y/o componentes de ruta, por ejemplo, usando los procedimientos de
mutagénesis generales de, por ejemplo, Arkin y Youvan (1992) "Optimizing nucleotide mixtures to encode specific
subsets of amino acids for semi-random mutagenesis" Biotechnology 10:297300; o Reidhaar-Olson et al. (1991)
"Random mutagenesis of protein sequences using oligonucleotide cassettes” Methods Enzymol. 208:564-86. Otra
estrategia mas, denominada a menudo mutagénesis "no estocastica", que usa el reensamblaje de polinucleétidos y
mutagénesis de saturacion de sitio, se puede usar para producir enzimas y/o componentes de ruta que después se
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pueden explorar con respecto a una capacidad para realizar una o mas funciones de sintetasa o de ruta biosintética
(por ejemplo, para la produccién de aminoacidos no naturales in vivo). Véase, por ejemplo el documento WO
2000/046344, titulado "NON-STOCHASTIC GENERATION OF GENETIC VACCINES AND ENZYMES" de Short.

Una alternativa a tales procedimientos mutacionales implica recombinar genomas enteros de organismos y
seleccionar la progenie resultante para funciones de ruta particulares (lo cual se denomina a menudo "barajado de
genoma completo"). Esta estrategia se puede aplicar a la presente invencion, por ejemplo, mediante recombinacion
gendmica y seleccion de un organismo (por ejemplo, una célula E. coli u otra célula) con respecto a la capacidad de
producir un aminoacido no natural (o intermedio del mismo). Por ejemplo, se pueden aplicar procedimientos
descritos en las siguientes publicaciones para el disefio de rutas para la evolucion de rutas existentes y/o nuevas en
células para producir aminoacidos no naturales in vivo: Patnaik et al. (2002) "Genome shuffling of lactobacillus for
improved acid tolerance" Nature Biotechnology, 20(7): 707-712; y Zhang et al. (2002) "Genome shuffling leads to
rapid phenotypic improvement in bacteria" Nature, 7 de febrero, 415(6872): 644-646.

También estan disponibles otras técnicas para la produccion por ingenieria genética de organismos y rutas
metabdlicas, por ejemplo, para la produccion de compuestos deseados, y también se pueden aplicar a la produccion
de aminoacidos no naturales. Los ejemplos de publicaciones que describen estrategias de produccion por ingenieria
genética de rutas incluyen: Nakamura y White (2003) "Metabolic engineering for the microbiol production of 1,3
propanediol” Curr. Opin. Biotechnol. 14(5):454-9; Berry et al. (2002) "Application of Metabolic Engineering to improbé
both the production and use of Biotech Indigo" J. Industrial Microbiology and Biotechnology 28:127-133; Banta et al.
(2002) "Optimizing an artificial metabolic pathway: Engineering the cofactor specificity of Corynebacterium 2,5-diketo
D-gluconic acid reductase for use in vitamin C biosynthesis" Biochemistry, 41(20), 6226-36; Selivonova et al. (2001)
"Rapid Evolution of Novel Traits in Microorganisms" Applied and Environmental Microbiology, 67:3645, y muchas
otras.

Sin tener en cuenta el procedimiento usado, normalmente el aminoacido no natural producido con una ruta
biosintética creada por ingenieria genética de la invencion se produce en una concentracion suficiente para la
biosintesis eficaz de proteinas, por ejemplo, una cantidad celular natural, pero no hasta tal grado como para afectar
de forma significativa a la concentracion de otros aminoacidos celulares o hasta agotar los recursos celulares. Las
concentraciones tipicas producidas de este modo in vivo son de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 0,05
mM. Una vez que se produce una célula por ingenieria genética para producir enzimas deseadas para una ruta
especifica y se genera un aminodcido no natural, se usan opcionalmente selecciones in vivo para optimizar
adicionalmente la produccién del aminoacido no natural tanto para la sintesis de proteinas ribosémicas como para el
crecimiento celular.

Componentes ortogonales de uso en la invencién

La incorporacién del aminoacido no natural en la proteina se consigue mediante pares ortogonales que incorporan el
aminoacido natural en respuesta a la sefal genética del codén selector, en E. coli, en el que los componentes
ortogonales no sufren reacciones cruzadas con los componentes endégenos de E. coli de la maquinaria traduccional
de la célula huésped, pero reconocen el aminoacido no natural deseado y lo incorporan en proteinas en respuesta al
codon selector (p. €j., un coddn sin sentido ambar, TAG). Los componentes ortogonales que encuentran uso con la
invencion incluyen aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales (O-RS) derivadas de procedente del tirosil-ARNt de
Methanococcus jannaschii y el tirosil-ARNtcua mutante supresor ambar, que funcionan como par ortogonal en una
célula huésped eubacteriana, tal como E. coli. En este sistema, las aminoacil-ARNt sintetasas mutantes aminoacilan
el ARNt supresor con su respectivo aminoacido no natural y no con cualquiera de los veinte amino4cidos comunes.

Procedimientos para producir componentes ortogonales encuentran uso con la invencién, en la que estos
procedimientos tienen como resultado la incorporacion de aminoacidos no naturales, por ejemplo, entre otros, los
aminoacidos no naturales proporcionados en la FIG. 1, en una cadena polipeptidica en crecimiento en respuesta a
un codon selector, por ejemplo, codén de terminacion cambiar, un codén sin sentido, un codén de cuatro o mas
bases etc., por ejemplo in vivo. Por ejemplo, ARNt ortogonales (O-ARNt), aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales (O-
RS) y pares de los mismos encuentran uso en la invencion.

En algunas realizaciones, estos pares se pueden usar para incorporar un aminoacido no natural en cadenas
polipeptidicas en crecimiento y, después, el polipéptido se modifica postraduccionalmente. Para informacién
adicional sobre aminoacidos no naturales que se pueden modificar postraduccionalmente véase, por ejemplo, los
sistemas ortogonales de aminoacidos no naturales descritos en Chin et al., Science (2003) 301:964-967; Zhang et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101:8882-8887; Anderson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004,
101:7566-7571; Wang et al., (2001) Science 292:498-500; Chin et al (2002) Journal of the American Chemical
Society 124:9026-9027; Chin and Schultz, (2002) ChemBioChem 11:1135-1137; Chin, et al., (2002) PNAS United
States of America 99:11020-11024; Wang and Schultz, (2002) Chem. Comm., 1-10; Wang and Schultz "Expanding
the Genetic Code," Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34-66 (2005); Xie and Schultz, "An Expanding Genetic
Code," Methods 36:227-238 (2005); and Deiters et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 15:1521-1524
(2005).
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Véase también los sistemas ortogonales de aminodacidos no naturales en las publicaciones internacionales WO
2002/086075, titulada "METHODS AND COMPOSITIONS FOR THE PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA
AMINOACYL-tRNA SYNTHETASE PAIRS;" el documento WO 2002/085923, titulado "IN VIVO INCORPORATION
OF UNNATURAL AMINO ACIDS;" el documento WO 2004/094593, titulado ""EXPANDING THE EUKARYOTIC
GENETIC CODE;" el documento WO 2005/019415, presentado el 7 de julio de 2004; el documento
WQ02005/007870, presentado el 7 de julio de 2004; el documento WO 2005/007624, presentado el 7 de julio de
2004; el documento WO 2006/034332, presentado el 20 de septiembre de 2005; y el documento WO 2006/110182
titulado "ORTHOGONAL TRANSLATION COMPONENTS .

En determinadas realizaciones, la O-RS que encuentra uso en la invencién aminoacila de forma preferente el O-
ARNt antes que cualquier ARNt endégeno con un aminoacido no natural, en la que la O-RS tiene un sesgo por el O-
ARNt y en la que la proporcion entre el O-ARNt cargado con un amino&cido no natural y el ARNt endégeno cargado
con el mismo aminoacido no natural es mayor que 1:1 y, mas preferentemente, en la que O-RS carga el O-ARNt
exclusivamente o casi exclusivamente.

La invencion también usa ARN ortogonales (O-ARNt), en los que el O-ARNt reconoce un codon selector.
Normalmente, un O-ARNt de la invencién incluye al menos aproximadamente, por ejemplo, un 45 %, un 50 %, un 60
%, un 75 %, un 80 % o un 90 % o mas de eficacia de supresion en presencia de una sintetasa afin en respuesta a
un codon selector en comparacion con el O-ARNt que comprende o esta codificado por una secuencia
polinucleotidica como se indica en la lista de secuencias (p. €j., la SEC ID N%: 1). En una realizacién, la eficacia de
supresion de la O-RS y el O-ARNt conjuntamente es, por ejemplo, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces
0 mas veces mayor que la eficacia de supresion del O-ARNt que carece de la O-RS. En algunos aspectos, la
eficacia de supresion de la O-RS y del O-ARNt conjuntamente es al menos un 45 % de la eficacia de supresion de
un par ortogonal de tirosil-ARNt sintetasa procedente de Methanococcus jannaschii.

La invencién usa células (p. €j., E. coli) que comprenden un sistema de traduccion y secuencias de nucleotidos que
programan la produccion de proteinas, en la que el sistema de traduccion incluye un ARNt ortogonal (O-ARNt), una
aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS) y un amino&cido no natural. Normalmente, la O-RS aminoacila de forma
preferente el O-ARNt antes que cualquier ARNt endégeno con un aminoacido no natural, en la que la O-RS tiene un
sesgo por el O-ARNt y en la que la proporcidon entre el O-ARNt cargado con el aminoacido no natural y el ARNt
enddgeno cargado con el aminoacido no natural es mayor que 1:1 y, mas preferentemente, en la que O-RS carga el
O-ARNt exclusivamente o casi exclusivamente. El O-ARNt reconoce el primer codén selector y la O-RS aminoacila
de forma preferente el O-ARNt con el aminoacido no natural.

Varios polunucleétidos también encuentran uso con la invencion. Estos polinucleétidos incluyen un polinucledétido
artificial (por ejemplo, hecho por el hombre y no de origen natural, p. ej., recombinante) que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una O-RS. Un polinucleétido que encuentra uso con la invencién también
puede incluir un acido nucleico que hibrida con un polinucleétido descrito anteriormente, en condiciones de alta
rigurosidad, a lo largo de sustancialmente toda la longitud del acido nucleico. Vectores que comprenden
polunucleétidos también encuentran uso con la invencion. Por ejemplo, un vector puede incluir un plasmido, un
c6smido, un fago, un virus, un vector de expresion y/o similares. Procedimientos para producir componentes de un
par de O-ARNt/O-RS se conocen y encuentran uso en la invencién. Véase la presente divulgacion y las referencias
citadas en el presente documento.

Secuencias de acido nucleico y polipeptidica y variantes

Como se describe en el presente documento, las secuencias polinucleotidicas que codifican, por ejemplo, O-ARNt y
O-RS, encuentran uso en la invencion, como también lo hacen las respectivas secuencias de aminoacidos
codificadas por los polinucleétidos. La divulgacién proporciona ejemplos y referencias de secuencias de polipéptidos
y polinucleétidos que encuentran uso en la invencion. Sin embargo, se apreciara que el uso de la invencién no esta
limitado a las secuencias divulgadas en el presente documento. Un experto en loa técnica que la invencién también
proporciona muchas secuencias relacionadas con las funciones descritas en el presente documento, por ejemplo
polinucleétidos y polipéptidos que codifican variantes conservadoras de una O-RS divulgada en el presente
documento.

Un polinucleétido que encuentra uso en la invencién también incluye un polinucleétido artificial que tiene, por
ejemplo, una identidad de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un
98 % o mayor que un ARNt de origen natural, (pero es diferente de un ARNt de origen natural). Un polinucleétido
que encuentra uso en la invencion también incluye un polinucleétido artificial que tiene, por ejemplo, una identidad
de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % (pero no una
identidad del 100 %) que un ARNt de origen natural.

En determinadas realizaciones, un vector que encuentra uso en la invencién (por ejemplo un plasmido, un césmido,
un fago, un virus, etc.) comprende un polinucleétido que encuentra uso la invencion. En algunas realizaciones, el
vector es un vector de expresion. En otras realizaciones, el vector de expresion incluye un promotor unido de
manera operativa a uno o mas de los polinucleétidos de la invencién. En otras realizaciones, una célula comprende
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un vector que incluye un polinucleétido que encuentra uso en la invencion.

Un experto también entenderd que en la invencion también encuentran uso muchas variantes de las secuencias
divulgadas. Por ejemplo, en la invencién encuentran uso variaciones conservadoras de las secuencias divulgadas
que proporcionan una secuencia funcionalmente idéntica. Las variantes de las secuencias polinucleotidicas de acido
nucleico, en las que las variantes hibridan con al menos una secuencia divulgada encuentran uso en la invencion.

Variantes conservadoras

Debido a la degeneracion del cédigo genético, las "sustituciones silenciosas" (es decir, sustituciones en una
secuencia de &cido nucleico que no dan como resultado una alteracién en un polipéptido codificado) son una
caracteristica implicita de todas las secuencias de acido nucleico que codifican un aminoacido. De forma similar, en
las "sustituciones de aminoacidos conservadoras”, uno o unos pocos aminoacidos de una secuencia de aminoacidos
se han sustituido por aminoacidos diferentes con propiedades muy similares, también se identifican de forma sencilla
como muy similares a una construccién descrita. Tales variaciones conservadoras de cada secuencia descrita son
una caracteristica de la presente invencion.

Las "variaciones conservadoras" de una secuencia de acido nucleico particular se refieren a los acidos nucleicos que
codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas o, cuando el acido nucleico no codifica una
secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Un experto reconocera que las sustituciones,
deleciones o adiciones individuales que alteran, afiaden o eliminan un solo aminoacido o un pequefio porcentaje de
aminodcidos (normalmente menos del 5 %, mas normalmente menos del 4 %, 2 % o 1 %) en una secuencia
codificada son variaciones modificadas de forma conservadora”, resultan las alteraciones en la delecién de un
aminoacido, la adicién de un aminoéacido o la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido quimicamente similar.
Por lo tanto, las "variaciones conservadoras" de una secuencia polipeptidica enumerada de la presente invencion
incluyen sustituciones de un pequefio porcentaje, normalmente menos del 5 %, mas normalmente menos del 2 % o
del 1 %, de los aminoacidos de la secuencia polipeptidica, por un aminoacido del mismo grupo de sustitucion
conservadora. Finalmente, la adicion de secuencias que no alteran la actividad codificada de una molécula de acido
nucleico, tal como la adicion de una secuencia no funcional, es una variacién conservadora del acido nucleico
bésico.

Se conocen bien en la técnica tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminodcidos funcionalmente
similares, donde un residuo aminoacidico se sustituye por otro residuo aminoacidico que tiene propiedades quimicas
similares (por ejemplo, cadenas laterales aromaticas o cadenas laterales cargadas positivamente) y, por lo tanto, no
cambia sustancialmente las propiedades funcionales de la molécula polipeptidica. A continuacion se indican grupos
ilustrativos que contienen aminoacidos naturales con propiedades quimicas similares, donde la sustitucién dentro de
un grupo es una "sustitucion conservadora".

TABLA 1
Sustituciones conservadoras de aminoacidos
Cadenas Laterales No Cadenas Cadenas Cadenas laterales Cadenas laterales
Polares y/o Alifaticas Laterales Polares laterales cargadas cargadas
SIN CARGA aromaticas positivamente negativamente
Glicina Serina
Alanina Treonina
Fenilalanina Lisina
Aspartato
Valina Cisteina
Tirosina Arginina
Glutamato
Leucina Metionina
Triptéfano Histidina
Isoleucina Asparagina
Prolina Glutamina

Hibridacién de &acidos nucleicos

Se puede usar hibridacion comparativa para identificar acidos nucleicos que encuentran uso en la invencién,
incluyendo variaciones conservadoras de &acidos nucleicos proporcionados en el presente documento y este
procedimiento de hibridacion comparativo es un procedimiento preferido para distinguir acidos nucleicos que
encuentran uso en la invencién. Los acidos nucleicos diana que hibridan con un acido nucleico representado por los
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de la lista de secuencias en condiciones de rigurosidad alta, ultra-alta y ultraultra-alta encuentran uso en la
invencion. Los ejemplos de tales acidos nucleicos incluyen aquellos con una o unas pocas sustituciones de acido
nucleico conservadoras o silenciosas en comparacion con una secuencia de acido nucleico dada.

Se dice que un acido nucleico de ensayo hibrida especificamente con un acido nucleico sonda cuando hibrida al
menos la mitad de bien con la sonda como con la diana complementaria perfectamente coincidente, es decir, con
una relacion sefal-ruido de al menos la mitad de la hibridacion de la sonda con la diana en condiciones en las que la
sonda perfectamente coincidente se une a la diana complementaria perfectamente coincidente con una relacion
entre sefal e interferencias que es al menos de aproximadamente 5 veces a 10 veces la observada para la
hibridacion con cualquiera de los acidos nucleicos diana no coincidentes.

Los acidos nucleicos "hibridan" cuando se asocian, normalmente en solucién. Los &cidos nucleicos hibridan debido a
diversas fuerzas fisicoquimicas bien caracterizadas, tales como formacién de enlaces de hidrégeno, exclusion de
disolvente, adhesién de bases y similares. Se encuentra una guia extensa para la hibridacion de acidos nucleicos en
Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes
parte | capitulo 2, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays," (Elsevier,
New York), asi como en Ausubel, supra. Hames y Higgins (1995) Gene Probes 1 IRL Press en Oxford University
Press, Oxford, Inglaterra, (Hames y Higgins 1) y Hames y Higgins (1995) Gene Probes 2 IRL Press en Oxford
University Press, Oxford, Inglaterra (Hames y Higgins 2) proporcionan detalles de la sintesis, marcaje, deteccion y
cuantificaciéon de ADN y ARN, incluyendo oligonucleétidos.

Un ejemplo de condiciones de hibridacion rigurosas para la hibridacién de acidos nucleicos complementarios que
tienen mas de 100 residuos complementarios en un filtro en una transferencia Southern o Northern es formalina al
50 % con un 1 mg de heparina a 42 °C, realizandose la hibridacién durante la noche. Un ejemplo de condiciones de
lavado rigurosas es un lavado con SSC 0,2x a 65 °C durante 15 minutos (véase Sambrook, supra para una
descripcion de tampén SSC). A menudo, el lavado de alta rigurosidad estd precedido por un lavado de baja
rigurosidad para retirar la sefial de fondo de la sonda. Un ejemplo de lavado de baja rigurosidad es SSC 2x a 40 °C
durante 15 minutos. En general, una relacion sefal-ruido 5 veces mayor (o superior) que la observada para una
sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion particular indica deteccion de una hibridacién especifica.

Las "condiciones rigurosas de lavado de hibridacién " en el contexto de los experimentos de hibridacion de &cidos
nucleicos tales como hibridaciones Southern y Northern son dependientes de la secuencia y son diferentes con
diferentes parametros ambientales. Se encuentra una guia extensa sobre la hibridacion de &cidos nucleicos en
Tijssen (1993), supra y. en Hames y Higgins, 1 y 2. Las condiciones de hibridacion y lavado rigurosas se pueden
determinar de forma sencilla empiricamente para cualquier &cido nucleico de ensayo. Por ejemplo, para determinar
condiciones de hibridacién y lavado rigurosas, las condiciones de hibridacion y lavado se aumentan gradualmente
(por ejemplo, aumentando la temperatura, disminuyendo la concentracion de sal, aumentando la concentracion de
detergente y/o aumentando la concentracion de disolventes organicos tales como formalina en la hibridacién o el
lavado), hasta que se cumpla un conjunto seleccionado de criterios. Por ejemplo, en condiciones de hibridacion y
lavado de alta rigurosidad, las condiciones de hibridacién y lavado se aumentan gradualmente hasta que una sonda
se une a una diana complementaria perfectamente coincidente con una relacién entre senal e interferencias que es
al menos 5 veces la observada para la hibridacion de la sonda con una diana no coincidente.

Se seleccionan condiciones "muy rigurosas" para que sean iguales al punto de fusién térmico (Tm) de una sonda
particular. La Tm es la temperatura (con fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50 % de la secuencia de ensayo
hibrida con una sonda perfectamente coincidente. Para los propositos de la presente invencién, generalmente se
seleccionan las condiciones de hibridacién y lavado "altamente rigurosas" para que sean aproximadamente 5 °C
menores que la Tm para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos.

Las condiciones de hibridacién y lavado "de rigurosidad ultra-alta" son aquellas en las que la rigurosidad de las
condiciones de hibridacion y lavado se aumentan hasta que la relacién entre sefal e interferencias para unir la
sonda al &cido nucleico diana complementario perfectamente coincidente sea al menos 10 veces mayor que la
observada para la hibridacion con cualquiera de los acidos nucleicos diana no coincidentes. Se dice que un acido
nucleico diana que hibrida con una sonda en tales condiciones, con una relacién entre sefal e interferencias de al
menos la mitad de la del acido nucleico diana complementario perfectamente coincidente, se une a la sonda en
condiciones de rigurosidad ultra-alta.

De forma similar, se pueden determinar niveles incluso mayores de rigurosidad aumentando gradualmente las
condiciones de hibridacion y/o lavado del ensayo de hibridacién pertinente. Por ejemplo, aquellos en los que la
rigurosidad de las condiciones de hibridacion y lavado se aumentan hasta que la relacion sefal-ruido para la union
de la sonda al &cido nucleico diana complementario perfectamente coincidente sea al menos 10 veces, 20 veces, 50
veces, 100 veces, 500 veces 0 mas veces la observada para la hibridacién con cualquiera de los acidos nucleicos
diana no coincidentes. Se dice que un acido nucleico diana que hibrida con una sonda en tales condiciones, con una
relacion entre sefal e interferencias de al menos la mitad de la del acido nucleico diana complementario
perfectamente coincidente, se une a la sonda en condiciones de rigurosidad ultra-ultra-alta.
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Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas todavia son sustancialmente idénticos si los
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto sucede, por ejemplo, cuando se crea una copia de un
acido nucleico usando la maxima degeneracion de codén permitida por el cédigo genético.

Subsecuencias Unicas

En algunos aspectos, la invencién usa un acido nucleico que comprende una subsecuencia Unica en un &cido
nucleico seleccionado de las secuencias de O-ARNt y O-RS divulgadas en el presente documento. La subsecuencia
Unica es Unica en comparacion con un acido nucleico correspondiente a cualquier secuencia de &cido nucleico de
ARNt o RS conocida previamente. Se puede realizar el alineamiento usando, por ejemplo, un ajuste BLAST para
parametros por defecto. Cualquier subsecuencia Unica es util, por ejemplo, como una sonda para identificar los
acidos nucleicos de la invencion.

De forma similar, la invencién incluye un polipéptido que comprende una subsecuencia Unica en un polipéptido
seleccionado de las secuencias de las O-RS divulgadas en el presente documento. En este caso, la subsecuencia
Unica es unica en comparaciéon con un polipéptido correspondiente a cualquier secuencia polipeptidica conocida.

La invencién también proporciona &cidos nucleicos diana que hibridan en condiciones rigurosas con un unico
oligonucledtido codificante que codifica una subsecuencia Unica en un polipéptido seleccionado de las secuencias
de O-RS donde la subsecuencia Unica es Unica en comparaciéon con un polipéptido correspondiente a cualquiera de
los polipéptidos de control (por ejemplo, secuencias parentales de las que se obtuvieron las sintetasas de la
invencion, por ejemplo, mediante mutacion). Las secuencias Unicas se determinan como se ha sefalado
anteriormente.

Comparacién, identidad y homologia de secuencia

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o méas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especificado de residuos aminoacidicos o nucle6tidos que son iguales cuando se comparan y alinean para la
maxima correspondencia, como se mide usando uno de los algoritmos de comparacion de secuencia que se
describen a continuacién (u otros algoritmos disponibles para los expertos en la materia) o mediante inspeccién
visual.

La expresion "sustancialmente idéntico”, en el contexto de dos &cidos nucleicos o polipéptidos (por ejemplo, ADN
que codifica un O-ARNt o una O-RS o la secuencia de aminoacidos de una O-RS), se refiere a dos 0 mas
secuencias 0 subsecuencias que tienen al menos aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 80 %,
aproximadamente un 90-95 %, aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 % o mas de identidad de
nucleétidos o residuos aminoacidicos, cuando se comparan y se alinean para la maxima correspondencia, como se
mide usando un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante inspecciéon visual. Tales secuencias
"sustancialmente idénticas" normalmente se consideran "homologas”, sin referencia a la ascendencia real.
Preferentemente, la "identidad sustancial" existe a lo largo de una region de las secuencias que tiene una longitud
de aproximadamente al menos 50 residuos, mas preferentemente a lo largo de una regién de aproximadamente al
menos 100 residuos y mucho mas preferentemente las secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de
aproximadamente al menos 150 residuos o a lo largo de la longitud completa de las dos secuencias que se tienen
que comparar.

Las proteinas y/o secuencias de proteinas son "homélogas" cuando se obtienen, de forma natural o de forma
artificial, a partir de una proteina o secuencia de proteina ancestral comun. De forma similar, los acidos nucleicos y/o
las secuencias de acido nucleico son homdlogas cuando se obtienen, de forma natural o de forma artificial, a partir
de un acido nucleico o una secuencia de acido nucleico ancestral comun. Por ejemplo, cualquier &cido nucleico de
origen natural se puede modificar mediante cualquier procedimiento de mutagénesis disponible para incluir uno o
mas codones selectores. Cuando se expresa, este acido nucleico mutado codifica un polipéptido que comprende
una o mas aminodacidos no naturales. El proceso de mutaciéon puede, por supuesto, alterar adicionalmente uno o
mas codones convencionales, cambiando también de esta manera uno o mas aminoacidos convencionales en la
proteina mutante resultante. La homologia generalmente se deduce a partir de la similitud de secuencia entre dos o
mas &cidos nucleicos o proteinas (o secuencias de los mismos). El porcentaje preciso de similitud entre secuencias
que es util para establecer la homologia varia con el acido nucleico y la proteina en cuestién, pero de forma rutinaria
se usa Unicamente un 25 % de similitud de secuencia para establecer la homologia. También se pueden usar
niveles mayores de similitud de secuencia, por ejemplo, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un
90 %, un 95 % o un 99 % o0 mas, para establecer la homologia. En este documento se describen procedimientos
para determinar porcentajes de similitud de secuencia (por ejemplo, BLASTP y BLASTN usando parametros por
defecto) y estan generalmente disponibles.

Para la comparacion de secuencias y determinacion de homologia, normalmente una secuencia actia como una

secuencia de referencia con la que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de
comparacién de secuencias, se introducen las secuencias de ensayo y de referencia en un ordenador, se disefian
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las coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se disefian parametros de programa de algoritmo de
secuencia. Después, el algoritmo de comparacién de secuencia calcula el porcentaje de identidad de secuencia para
la o las secuencias de ensayo con respecto a las secuencias de referencia, basandose en los parametros de
programa disefiados.

Se puede realizar un alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacién, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el procedimiento de busqueda de
similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante aplicaciones informaticas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante inspeccion visual (véase en general Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates,
Inc. and John Wiley & Sons, Inc., suplemento hasta 2004).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y de similitud
de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403410 (1990). El software
para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente por el National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar en primer lugar pares de secuencias con alta puntuacion
(HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que se ajustan o satisfacen alguna
puntuacion umbral T valorada positivamente cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una
secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacion de la palabra vecina (Altschul et al., supra).
Estos aciertos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas
largos que los contengan. Después, los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia hasta que se pueda aumentar la puntuacién de alineamiento acumulativa. Las puntuaciones acumulativas
se calculan usando, para secuencias de nucledétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de
residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacion para residuos no coincidentes; siempre < 0).
Para secuencias de aminoacidos se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién acumulativa. La
extension de los aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion de alineamiento
acumulativa cae en la cantidad X desde su maximo valor conseguido; la puntuacién acumulativa tiende a cero o a un
valor inferior debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de residuos de puntuacion negativa; o se alcanza
el extremo de cualquier secuencia. Los parametros de algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucle6tidos) usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, un limite de 100, M=5, N=-4 y una comparacién de las dos cadenas.
Para secuencias de amino&cidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10915).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la
similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787
(1993)). Una medicion de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la menor probabilidad total (P(N)),
que proporciona una indicacion de la probabilidad con la que ocurriria por casualidad una coincidencia entre dos
secuencias de nucledtidos o aminoacidos. Por ejemplo, se considera que un &cido nucleico es similar a una
secuencia de referencia si la menor probabilidad total, en una comparaciéon del acido nucleico de ensayo con el
acido nucleico de referencia, es menor de aproximadamente 0,1, mas preferentemente menor de aproximadamente
0,01 y mucho mas preferentemente menor de aproximadamente 0,001..

Mutagénesis y otras técnicas de biologia molecular

Los polinucledtidos y polipéptidos de la invencién y usados en la invencién se pueden manipular usando técnicas de
biologia molecular. Los textos generales que describen técnicas de biologia molecular incluyen Berger y Kimmel,
Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA
(Berger); Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual (3a Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 2001 ("Sambrook") y Current Protocols in Molecular Biology, F. M.
Ausubel et al., eds., Current Protocols, una sociedad conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley
& Sons, Inc., (complementado por 2003) ("Ausubel")). Estos textos describen mutagénesis, el uso de vectores,
promotores y muchos otros aspectos pertinentes relacionados con, por ejemplo, la generacién de genes que
incluyen codones selectores para la produccion de proteinas que incluyen aminoacidos no naturales, ARNt
ortogonales, sintetasas ortogonales y pares de los mismos.

En la invencion se usan diversos tipos de mutagénesis, por ejemplo, para mutar moléculas de ARNt, para producir
bibliotecas de ARNt, para producir bibliotecas de sintetasas, o para insertar codones selectores que codifican
aminoacidos no naturales en una proteina o un polipéptido de interés. Estos incluyen, pero no se limitan a,
mutagénesis puntual aleatoria dirigida, recombinacion homoéloga, barajado de ADN u otros procedimientos de
mutagénesis recursiva, construccién quimérica, mutagénesis usando plantillas que contienen uracilo, mutagénesis
dirigida por oligonucleétido, mutagénesis de ADN modificado por fosforotioato, mutagénesis usando ADN duplex
discontinuo o similares o cualquier combinaciéon de los mismos. Otros procedimientos adecuados incluyen
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reparacion de emparejamiento erréneo, puntual, mutagénesis usando cepas de hospedador deficientes en
reparacion, seleccion por restriccion y purificacion por restriccion, mutagénesis por delecion, mutagénesis por
sintesis génica total, reparacién de rupturas de cadena doble o similares. También se incluye en la presente
invencion, por ejemplo, la mutagénesis que implica construcciones quiméricas. En una realizacién, la mutagénesis
se puede guiar por una informacion conocida de la molécula de origen natural o la molécula natural alterada o
mutada, por ejemplo, por informacion de la secuencia, de comparaciones de secuencias, de propiedades fisicas, de
la estructura cristalina o similares.

Las células huésped se crean mediante ingenieria genética (por ejemplo, se transforman, transducen o transfectan)
con los polinucledtidos de la invencién o con construcciones que incluyen un polinucleétido de la invencion, por
ejemplo, un vector de la invencién, que puede ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion. Por
ejemplo, las regiones codificantes para los ARNt ortogonales, la ARNt sintetasa ortogonal y la proteina que se tiene
que derivatizar estan unidas de manera operativa a elementos de control de la expresién génica que son funcionales
en la célula huésped deseada. Los vectores tipicos contienen terminadores de la transcripciéon y traduccion,
secuencias de inicio de la transcripcién y traduccion y promotores Utiles en la regulacion de la expresion del acido
nucleico diana particular. Los vectores comprenden opcionalmente casetes de expresion genéricos que contienen al
menos una secuencia terminadora independiente, secuencias que permiten la replicacion del casete en eucariotas o
procariotas, o0 ambas cosas (por ejemplo, vectores lanzadera) y marcadores de seleccion tanto para sistemas
procariotas como para sistemas eucariotas. Los vectores son adecuados para replicacion y/o integracion en
procariotas, eucariotas o preferentemente en ambos tipos celulares. Véase Giliman & Smith, Gene 8:81 (1979);
Roberts, et al., Nature, 328: 731 (1987); Schneider, B., et al., Protein Expr. Purif. 6435:10 (1995); Ausubel,
Sambrook, Berger (todos supra). El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una bacteria, un
virus, un polinucleétido desnudo o un polinucleétido conjugado. Los vectores son introducidos en células y/o
microorganismos por procedimientos convencionales incluyendo electroporacion (From et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 5824 (1985), infeccion por vectores virales, penetracion balistica a gran velocidad con particulas pequenas
con el acido nucleico en el interior de la matriz de pequefias perlas o particulas o sobre la superficie (Klein et al.,
Nature 327, 70-73 (1987)) y/o similares.

Se ha desarrollado un sistema de plasmido Unico muy eficiente y versatil para la incorporacion especifica de sitio de
aminoacidos no naturales en proteinas en respuesta al codén de terminacion ambar (UAG) en E. coli. En el nuevo
sistema, el par de tRNAtyr(CUA) supresor y tirosil-ARNt sintetasa de M. jannaschii esta codificado en un plasmido
Unico, que es compatible con la mayoria de los vectores de expresion en E. coli. Se construyé un operén de ARNt
monocistrénico bajo el control del promotor proK y el terminador para una estructura secundaria éptima y el
procesamiento del ARNt. La introducciéon de una forma mutada del promotor gInS para la sintetasa tuvo como
resultado un incremento significativo de la eficacia de la supresién y de la fidelidad. También se obtuvieron
incrementos de la supresién mediante multiples copias del gen del ARNt asi como mediante una mutacién especifica
(D286R) en la sintetasa (Kobayashi et al., "Structural basis for orthogonal tRNA specificities of tyrosyl-tRNA
synthetases for genetic code expansion," Nat. Struct. Biol., 10(6):425-432 [2003]). La generalidad del sistema
optimizado también se demostré mediante la incorporacion precisa y altamente eficaz de varios aminoacidos no
naturales diferentes cuyas utilidades Unicas en el estudio de la funcién y estructura de las proteinas ya se habian
demostrado anteriormente.

Se proporciona un catalogo de Bacterias y Bacteriéfagos utiles para la clonacion, por ejemplo, en la ATCC, por
ejemplo, The ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1996) Gherna et al. (eds) publicado por la ATCC.
También se encuentran procedimientos basicos adicionales para la secuenciacion, la clonacion y otros aspectos de
biologia molecular y consideraciones teéricas subyacentes en Sambrook (supra), Ausubel (supra, y en Watson et al.
(1992) Recombinant DNA Second Edition Scientific American Books, NY. Ademas, esencialmente cualquier acido
nucleico (y practicamente cualquier acido nucleico marcado, bien convencional o no convencional) se puede
encargar a peticion del cliente o de forma convencional en cualquiera de diversas fuentes comerciales, tales como la
Midland Certified Reagent Company (Midland, TX mcrc.com), The Great American Gene Company (Ramona, CA
disponible en la World Wide Web en genco.com), ExpressGen Inc. (Chicago, IL disponible en la World Wide Web en
expressgen.com), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA) y muchas otras.

Las células huésped creadas por ingenieria genética se pueden cultivar en medios nutrientes convencionales
modificados de forma apropiada para dichas actividades tales como, por ejemplo, etapas de identificacion, activacion
de promotores o seleccién de transformantes. Estas células se pueden cultivar opcionalmente en organismos
transgénicos. Otras referencias Utiles, por ejemplo, para el aislamiento y cultivo de células (por ejemplo, para el
aislamiento posterior de acidos nucleicos) incluyen Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, tercera edicion, Wiley-Liss, New York y las referencias citadas en ese documento; Payne et al. (1992)
Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg y Phillips (eds)
(1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Editorial Springer (Berlin
Heidelberg New York) y Atlas y Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton,
FL.
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Proteinas y polipéptidos de interés

También constituyen una caracteristica de la invencién procedimientos de producir una proteina que comprenden un
aminoacido no natural en una posicion especificada. Por ejemplo, un procedimiento puede incluir dejar crecer, en un
medio apropiado, una célula (p. ej., en una célula de E.coli), en el que la célula comprende un acido nucleico que
comprende al menos un codoén selector y codifica una proteina; y proporcionar el aminoacido natural, en el que la
célula comprende ademas: un ARNt ortogonal (O-ARNt) que funciona en la célula y reconoce el codén selector; y
una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS) que aminoacila de forma preferente el OARNt con un amino&cido no
natural. La proteina producida de este modo en E. coli comprende un aminoacido no natural en la posicion
correspondiente al codon selector. Después, la proteina se puede hacer reaccionar opcionalmente en condiciones
en las que el aminoacido no natural sufre modificacion covalente de modo que produce una proteina
postraduccionalmente.

En determinadas realizaciones, la O-RS comprende un sesgo para la aminoacilacion del O-ARNt afin sobre
cualquier ARNt endégeno en un sistema de expresion. La proporcion relativa entre el O-ARNt y el ARNt endégeno
cargado por la O-RS cuando el O-ARNt y la O-RS estan presentes en concentraciones molares iguales, es superior
a 1:1, preferentemente de al menos aproximadamente 2:1, mas preferentemente de 5:1, todavia mas
preferentemente de 10:1, todavia mas preferentemente 20:1, todavia mas preferentemente 50:1, todavia mas
preferentemente 75:1, todavia méas preferentemente 95:1, 98:1, 99:1, 100:1, 500:1, 1,000:1, 5,000:1 o superior.

También constituye una caracteristica de la invencién la proteina que comprende un aminoacido no natural en una
posicion especificada que estda modificada postraduccionalmente. La proteina se produce en una célula, por ejemplo
una célula de E. coli. Los pares de O-ARNt/O-RS también residen en la célula y usan la maquinaria de traduccion de
la célula, lo que tiene como resultado in vivo la incorporacion de un aminoacido no natural en una proteina de fusion
en respuesta a un codon selector. Se conoce la capacidad de un sistema de O-ARNt/O-RS para funcionar en una
célula huésped para incorporar una amplia variedad de aminoacidos no naturales que se pueden modificar
postraduccionalmente. Véase, por ejemplo, Chin et al (2002) Journal of the American Chemical Society 124:9026-
9027; Chin and Schultz, (2002) ChemBioChem 11:1135-1137; Chin, et al., (2002) PNAS United States of America
99:11020-11024; Wang and Schultz, (2002) Chem. Comm., 1-10; Wang and Schultz "Expanding the Genetic Code,"
Angewandte Chemie Int. Ed., 44(1):34-66 (2005); Xie and Schultz, "An Expanding Genetic Code," Methods 36:227-
238 (2005); and Deiters et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 15:1521-1524 (2005).

Véase también los sistemas ortogonales de aminodacidos no naturales en las publicaciones internacionales WO
2002/086075, titulada "METHODS AND COMPOSITIONS FOR THE PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA
AMINOACYL-tRNA SYNTHETASE PAIRS;" el documento WO 2002/085923, titulado "IN VIVO INCORPORATION
OF UNNATURAL AMINO ACIDS;" el documento WO 2004/094593, titulado ""EXPANDING THE EUKARYOTIC
GENETIC CODE;" el documento WO 2005/019415, presentado el 7 de julio de 2004; el documento
WQO2005/007870, presentado el 7 de julio de 2004; el documento WO 2005/007624, presentado el 7 de julio de
2004; el documento WO 2006/034332, presentado el 20 de septiembre de 2005; y el documento WO 2006/110182
titulado "ORTHOGONAL TRANSLATION COMPONENTS .

La incorporacién de un aminoacido no natural se puede realizar para, por ejemplo, adaptar cambios en la estructura
y/o funciéon de la proteina, por ejemplo, para cambiar el tamafo, acidez, nucleofilia, formacién de enlaces de
hidrégeno, hidrofobia, accesibilidad a los sitios diana de la proteasa, llegar a un residuo (por ejemplo, para una serie
de proteinas), incorporacion de marcadores o de grupos reactivos etc. Las proteinas que incluyen un aminoacido no
natural pueden tener propiedades cataliticas o fisicas mejoradas o incluso completamente nuevas. Por ejemplo,
mediante la inclusion de un aminodcido no natural en una proteina se modifican opcionalmente las siguientes
propiedades: toxicidad, biodistribucién, propiedades estructurales, propiedades espectroscopicas, propiedades
quimicas y/o fotoquimicas, capacidad catalitica, semivida (por ejemplo, semivida en suero), capacidad para
reaccionar con otras moléculas, por ejemplo, de forma covalente o de forma no covalente, y similares. Las
composiciones que incluyen proteinas que incluyen al menos un aminoacido no natural son utiles para, por ejemplo,
nuevas enzimas terapéuticas, de diagndstico, cataliticas, enzimas industriales, proteinas de unién (por ejemplo,
anticuerpos) y, por ejemplo, para el estudio de la estructura y funcion de proteinas. Véase, por ejemplo, Dougherty,
(2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biology,
4:645-652. Las proteinas pueden comprender un aminoacido no natural que se puede modificar
postraduccionalmente (p. ej., por una cicloadiciéon [3+2] o una modificacién de Staudinger) se pueden someter a
ingenieria genética para contener cualquier funcionalidad deseada que se pueda acoplar a la pareja de reaccion. La
naturaleza de la pareja de reaccion no esta limitada de ningin modo, a excepcion Unicamente de que comprende un
resto reactivo adecuado que tiene como resultado una unién covalente al residuo de aminodcido ni natural en el
polipéptido.

En algunos aspectos, una composicion incluye al menos una proteina con al menos una, por ejemplo 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 0 mas aminoacidos no naturales. Los aminoacidos no naturales pueden ser iguales o diferentes, por
ejemplo puede haber 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 0 10, 0 mas sitios diferentes en la proteina que comprenden 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 0 10 o mas aminoacidos no naturales diferentes. En otro aspecto, una composicion incluye una proteina
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con al menos uno, pero menos que todos, de un aminoacido concreto presente en la proteina es un aminoacido no
natural. Para una proteina dada con mas de un aminoacido no natural, los aminoacidos no naturales pueden ser
idénticos o diferentes (p. ej., la proteina puede incluir dos o mas tipos diferentes de aminoacidos no naturales o
puede incluir dos de los mismos aminoacidos no naturales). Para una proteina dada con mas de dos aminoacidos no
naturales los aminoacidos no naturales pueden ser iguales, diferentes o una combinacién de un multiple aminoacido
no natural del mismo tipo con al menos aminoacido no natural diferente.

Usando las composiciones y los procedimientos del presente documento se puede producir esencialmente cualquier
proteina (o parte de la misma) que incluya un aminodcido no natural (y cualquier acido nucleico codificante
correspondiente, por ejemplo, que incluya uno o mas codones selectores). No se ha intentado identificar los cientos
de miles de proteinas conocidas que se pueden modificar para incluir uno o mas aminoacidos no naturales, por
ejemplo, adaptando cualquier procedimiento de mutacién disponible para incluir uno o mas codones selectores
apropiados en un sistema de traduccion pertinente. Los depédsitos de secuencia comunes para proteinas conocidas
incluyen GenBank EMBL, DDBJ y NCBI. Se pueden identificar otros depdsitos de forma sencilla buscando en
internet.

Normalmente, las proteinas son, p. €j., al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % o0 mas idénticas a cualquiera de las proteinas disponibles
(p-€j., una proteina terapéutica, una proteina de diagnéstico, una enzima industrial 0 una porcién de la misma, y
similares), y comprenden uno o mas aminoacidos no naturales. Ejemplos de proteinas terapéuticas, de diagndstico y
otras proteinas que se pueden modificar para que comprendan uno o mas aminoacidos no naturales incluyen, entre
otras, por ejemplo, Alfa-1 antitripsina, Angiostatina, factor antihemoltico, anticuerpos (méas adelante se encuentran
detalles adicionales sobre anticuerpos), Apoproteina, factor natriurético atrial, polipéptido natriurético atrial, péptidos
atriales, quimiocinas C-X-C (p. ej.,T39765, NAP-2, ENA-78, Gro-a, Gro-b, Gro-c, IP-10, GCP-2, NAP 4, SDF-1, PF4,
MIG), Calcitonina, quimiocinas CC "p e€j., proteina-1 quimioatrayente de monocitos, proteina-2 quimioatrayente de
monocitos, proteina-3 quimioatrayente de monocitos, proteina-1 alfa inflamatoria de monocitos, proteina-1 beta
inflamatoria de monocitos, RANTES, 1309, R83915, R91733, HCC1, T58847, D31065, ligando CD40, ligando C-kit,
colageno, factor estimulador de colonias (CSF), factor 5a de complemento, inhibidor de complemento, receptor 1 de
complemento, citoquinas, (p. €j., péptido 78 activador de neutréfilos epiteliales, GRO/MGSA, GROB, GROy, MIP-
1a, MIP-18 ,MCP1), factor de crecimiento epidérmico (EGF), eritropoietina ("EPQ"), toxinas exfoliantes A y B, Factor
IX, Factor VII, Factor VIII, Factor X, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), fibrindgeno, fibronectina, G-CSF,
GMCSF, glucocerebrosidasa, gonadotropina, factores de crecimiento, proteinas Hedgehog (p. €j., Sonic, Indian,
Desert), hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), hirudina, albimina de suero humano, insulina,
factor de crecimiento similar a insulina (IGF), interferones (p. €j., IFN-a, IFN-B, IFN-y), interleucinas (p. €j., IL-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, JL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, etc.), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF),
lactoferrina, factor inhibidor de leucemia, luciferasa, neurturina, factor inhibidor de neutréfilos (NIF), oncostatina M,
proteina osteogénica, hormona paratiroide, PD-ECSF, PDGF, hormonas peptidicas (p. €j., hormona de crecimiento
humano), pleiotropina, proteina A, proteina G, exotoxinas pirogénicas A, B y C, relaxina, renina, SCF, receptor | de
complemento soluble, I-CAM 1 soluble, receptores solubles de interleucina (IL-1, 2, 3, 4,5, 6, 7,9, 10, 11, 12, 13,14,
15), receptor soluble de TNF, somatomedina, somatostatina, somatotropina, estreptoquinasa, superantigenos, es
decir, enterotoxinas de Staphylococcus (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE), Superdxido dismutasa (SOD),
toxina del sindrome de shock téxico (TSST-1), timosina alfa 1, activador de plasminégeno de tejido, factor beta de
necrosis tumoral (TNF beta), receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), factor-alfa de necrosis tumoral (TNF
alpha), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGEF), uroquinasa y muchas otras.

Una clase de proteinas que se puede obtener usando las composiciones y los procedimientos para la incorporacion
in vivo de aminoacidos no naturales descritos en este documento incluye moduladores de la transcripcién o una
parte de los mismos. Ejemplos de moduladores de la transcripcion incluyen genes y proteinas moduladoras de la
transcripcion que modulan el crecimiento, la diferenciacion, o la regulacion celular o similares. Los moduladores de
la transcripcién se encuentran en procariotas, virus y eucariotas, incluyendo hongos, vegetales, levaduras, insectos y
animales, incluyendo mamiferos, proporcionando una amplia serie de dianas terapéuticas. Se entendera que los
activadores de la expresién y de transcripcién regulan la transcripcion mediante muchos mecanismos, por ejemplo,
uniéndose a receptores, estimulando una cascada de transduccién de senales, regulando la expresion de factores
de transcripcién, uniéndose a promotores y potenciadores, uniéndose a proteinas que se unen a promotores y
potenciadores, desenrollando el ADN, por corte y empalme del pre-ARNm, poliadenilando el ADN y degradando el
ARN.

Una clase de proteinas de la invencién (por ejemplo, proteinas con uno o mas aminoacidos no naturales) incluye
activadores de expresién tales como citoquinas, moléculas inflamatorias, factores de crecimiento, sus receptores y
productos oncogénicos, por ejemplo, interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-8, etc.), interferones, FGF, IGF-1, IGF I,
FGF, PDGF, TNF, TGF-a TGF-B, EGF, KGF, SCF/c-Kit, CD40L/CD40, VLA-4/VCAM-1, ICAM-1/LFA-1 e
hialurina/CD44; moléculas de transduccién de sefales y productos oncogénicos correspondientes, por ejemplo, Mos,
Ras, Raf y Met; y activadores y supresores de la transcripcion, por ejemplo, p53, Tat, Fos, Myc, Jun, Myb, Rel y
receptores de hormonas esteroideas tales como los receptores de estrégenos, progesterona, testosterona,
aldosterona, el ligando del receptor de LDL y corticosterona.
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La invencion también proporciona enzimas (por ejemplo, enzimas industriales) o partes de las mismas con al menos
un aminoacido no natural. Los ejemplos de enzimas incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, amidasas,
aminoacido racemasas, acilasas, deshalogenasas, dioxigenasas, diarilpropano peroxidasas, epimerasas, epoxido
hidrolasas, esterasas, isomerasas, quinasas, glucosa isomerasas, glicosidasas, glicosil transferasas,
haloperoxidasas, monooxigenasas (por ejemplo, p450), lipasas, lignina peroxidasas, nitrilo hidratasas, nitrilasas,
proteasas, fosfatasas, subtilisinas, transaminasas y nucleasas.

Muchas de estas proteinas estan disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, el catalogo y la lista de precios de
Sigma BioSciences 2003) y las secuencias de proteinas y genes correspondientes y, normalmente, muchas
variantes de las mismas son bien conocidas (véase, por ejemplo, Genbank). Cualquiera de ellas se puede modificar
mediante la insercién de uno o mas aminoacidos no naturales de acuerdo con la invencion, por ejemplo, para alterar
la proteina con respecto a una o mas propiedades terapéuticas, de diagndstico o enzimaticas de interés. Los
ejemplos de propiedades terapéuticamente pertinentes incluyen la semivida sérica, semivida de almacenamiento,
estabilidad, inmunogenicidad, actividad terapéutica, detectabilidad (por ejemplo, mediante la inclusion de grupos
indicadores (por ejemplo, marcadores o sitios de unidon a marcadores) en los aminodcidos no naturales, reduccién
de DL50 u otros efectos secundarios, capacidad de entrar en el cuerpo a través del tracto géastrico (por ejemplo,
disponibilidad oral) o similares. Los ejemplos de las propiedades de diagnéstico incluyen semivida en
almacenamiento, estabilidad, actividad de diagnéstico, detectabilidad o similares. Los ejemplos de propiedades
enzimaticas pertinentes incluyen semivida en almacenamiento, estabilidad, actividad enzimatica, capacidad de
produccion o similares.

También se puede modificar diversas proteinas diferentes para incluir uno o mas aminodacidos no naturales u otro
aminodcido no natural de la invencion. Por ejemplo, la invencién puede incluir sustituir uno o mas aminoacidos
naturales en una o mas proteinas de vacuna con un aminoacido no natural, por ejemplo, en proteinas de hongos
infecciosos, por ejemplo, Aspergillus, especie de Candida; bacterias, particularmente E. coli, que sirve como modelo
para bacterias patégenas, asi como bacterias médicamente importantes tales como Staphylococci (por ejemplo,
aureus) o Streptococci (por ejemplo, pneumoniae); protozoos tales como esporozoos (por ejemplo, Plasmodia),
rizépodos (por ejemplo, Entamoeba) y flagelados (Trypanosoma, Leishmania, Trichomonas, Giardia, etc.); virus tales
como virus de ARN (+) (los ejemplos incluyen Poxvirus, por ejemplo, vaccinia; Picornavirus, por ejemplo, polio;
Togavirus, por ejemplo, rubéola; Flavivirus, por ejemplo, VCH; y Coronavirus), virus de ARN (-) (por ejemplo,
Rhabdovirus, por ejemplo, VSV; Paramixovirus, por ejemplo, RSV; Orthomyxovirus, por ejemplo, el virus de la gripe;
Bunyavirus; y Arenavirus), virus ADNbc (por ejemplo, Reovirus), virus de ARN a ADN, es decir, Retrovirus, por
ejemplo, VIH y HTLV, y determinados virus de ADN a ARN tales como el virus de la Hepatitis B.

Las proteinas relacionadas con la agricultura tales como las proteinas de resistencia a insectos (por ejemplo, las
proteinas Cry), enzimas de produccion de almidén y lipidos, toxinas de plantas e insectos, proteinas de resistencia a
toxinas, proteinas de destoxificacién de micotoxina, enzimas de crecimiento de plantas (por ejemplo, ribulosa 1,5-
Bisfosfato Carboxilasa/Oxigenasa, "RUBISCQ"), lipoxigenasa (LOX) y Fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa son
también dianas apropiadas para la modificacién con un aminoacido no natural.

En determinadas realizaciones, la proteina (o una parte de la misma) de interés esta codificada por un &cido
nucleico. Normalmente, el &cido nucleico comprende al menos un coddn selector, al menos dos codones selectores,
al menos tres codones selectores, al menos cuatro codones selectores, al menos cinco codones selectores, al
menos seis codones selectores, al menos siete codones selectores, al menos ocho codones selectores, al menos
nueve codones selectores, diez 0 mas codones selectores.

Los genes que codifican proteinas o polipéptidos de interés se pueden mutar usando procedimientos bien conocidos
por los expertos en la materia y descritos en este documento en "Mutagénesis y otras Técnicas de Biologia
Molecular" para incluir, por ejemplo, uno 0 mas codones selectores para la incorporacién de un aminoacido no
natural. Por ejemplo, se muta un &cido nucleico para una proteina de interés con el fin de que incluya uno o mas
codones selectores, asegurando la insercion de uno o0 mas aminodcidos no naturales. La invencién incluye
cualquiera de dichas variantes, por ejemplo, mutantes, versiones de cualquier proteina, por ejemplo, que incluye al
menos un aminoacido no natural. De forma similar, la invencién también incluye acidos nucleicos correspondientes,
es decir, cualquier acido nucleico con uno o mas codones selectores que codifique uno o mas aminoacidos no
naturales.

Para fabricar una proteina que incluye un aminoacido no natural modificado postraduccionalmente se pueden usar
células y organismos hospedadores que estén adaptados para la incorporacién in vivo del aminoacido no natural
mediante pares ortogonales de ARNt/RS. Las células huésped se crean mediante ingenieria genética (por ejemplo,
se transforman, transducen o transfectan) con uno o méas vectores que expresan el ARNt ortogonal, la ARNt
sintetasa ortogonal y un vector que codifica la proteina que se tiene que derivatizar. Cada uno de estos
componentes pueden estar en el mismo vector o cada uno puede estar en un vector separado, o los dos
componentes pueden estar en un vector y el tercer componente en un segundo vector. El vector puede estar, por
ejemplo, en forma de un plasmido, una bacteria, un virus, un polinucleétido desnudo o un polinucleétido conjugado.
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Definicién de polipéptidos mediante inmunorreactividad

Como los polipéptidos de la invencién proporcionan diversas nuevas secuencias polipeptidicas (comprendiendo, por
ejemplo, aminoacido no naturales en el caso de proteinas sintetizadas en los sistemas de traduccion de este
documento o, por ejemplo, en el caso de las nuevas sintetasas, nuevas secuencias de aminoacidos
convencionales), los polipéptidos también proporcionan nuevas caracteristicas estructurales que se pueden
reconocer, por ejemplo, en ensayos inmunoldgicos. La generacion de antisueros que se unen especificamente a los
polipéptidos de la invencion, asi como los polipéptidos que se unen por dichos antisueros, constituyen una
caracteristica de la invencion. El término "anticuerpo”, como se usa en este documento, incluye, pero no se limita a,
un polipéptido codificado sustancialmente por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina o fragmentos
de los mismos que se unen especificamente y reconocen un analito (antigeno). Los ejemplos incluyen anticuerpos
policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena Unica y similares. Los fragmentos de inmunoglobulinas,
incluyendo fragmentos Fab y fragmentos producidos mediante una biblioteca de expresion, incluyendo presentacion
en fagos, también estan incluidos en el término "anticuerpo" como se usa en este documento. Véase, por ejemplo,
en Paul, Fundamental Immunology, 4% Ed. 1999, Raven Press, New York, la estructura y terminologia de
anticuerpos.

Con el fin de producir los antisueros para uso en un inmunoensayo, se producen uno o mas polipéptidos
inmunogénicos y se purifican segun se describe en el presente documento. Por ejemplo, la proteina recombinante
se puede producir en una célula recombinante. Una cepa innata de ratén usada en este ensayo ya que los
resultados son mas reproducibles debido a la identidad genética virtual del ratén) se inmuniza con la(s) proteina(s)
inmunogénica(s) en combinacién con un adyuvante estandar, tal como adyuvante de Freund, y un protocolo de
inmunizacion de ratén estandar (véase, p. €j., Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Publications, New York, para una descripcion estandar de generacion de anticuerpos, formatos de
inmunoensayo y condiciones que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica. Detalles
adicionales sobre proteinas, anticuerpos, antisueros, etc. se pueden encontrar en las publicaciones internacionales
nimeros WO 2004/094593, titulada "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE;" WO 2002/085923, titulada
"IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACIDS;" WO 2004/035605, titulada "GLYCOPROTEIN
SYNTHESIS;" y WO 2004/058946, titulada "PROTEIN ARRAYS."

Ejemplos
Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar, la invencion reivindicada.
Ejemplo 1

Construccion de un sistema de un solo plasmido para la expresion de polipéptidos que comprenden
aminoacidos no naturales

El presente ejemplo describe la construccién de un plasmido que codifica ambos miembros de un par de aminoacil-
ARNt ortogonal y aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de p-benzoil-L-fenilalanina.

Se construyé un plasmido (denominado pYR-BpaRS1) que contenia secuencias de nucleétidos que codifican ambos
componentes de un par de traduccion ortogonal que funciona en una célula huésped de E. coli. A saber, estos dos
componentes son los ARNt ortogonales MjtRNA-Tyr(CUA) y la MjTyrRS sintetasa mutante (BpaRS) que aminoacila
especificamente el ARNt ortogonal con el aminoacido de fotoreticulacion, p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa, véase la
FIG. 1). (Véase, Chin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002).

Para determinar la eficacia de supresién de este sistema PLASMIDICO pYR-BpaRS1 se midi6 la actividad de la B-
galactosidasa para células TOP410 E. coli (Invitrogen™) cotransformadas con pYR-BpaRS1 y un plasmido indicador
de lacZ que codifica la $-galactosidasa con una mutacién ambar en un sitio permisivo en la secuencia lider del gen
lacZ. Por desgracia, cuando las células se cultivaron en presencia de Bpa 1mM se observaron niveles muy bajos de
actividad B-galactosidasa (FIG. 2). Los intentos de aumentar la eficacia de supresién modificando las secuencias
flanqueantes del gen de ARNt no fueron infructuosos.

Con el fin de mejorar esta eficacia de la supresion se construyd un nuevo operon del ARNt supresor ambar con un
promotor y terminador del ARNt de E. coli natural. Una visién de los genes de ARNt de E. coli revel6 que los ARNt
de prolina de E. coli tienen el mismo par C1-G72 que los ARNt de Archaea; este par de bases es un determinante
principal de la identidad para el reconocimiento selectivo de MtRNA-Tyr(CUA) por MjTyrRS en E. coli (Wang y
Schultz, Chem. Chem. Biol. 8:883-890 (2001)). A la luz de esta observacién se construyd un gen del ARNt supresor
ambar sintético de un modo tal que el gen de MjtRNA-Tyr(CUA) sustituya al gen de proK de E. coli de la misma
longitud (77 nucleétidos) en el operén proK monocistronico. Dado que el gen proK codifica el ARNt que reconoce el
cododn de la prolina méas usado (CCG) en E. coli (Nakamura et al., Nucleic Acids Res. 28:292 (2000)), los inventores
esperaban que el gen MjtRNA-Tyr(CUA) se transcribiera con eficacia bajo el control del promotor de proK. También
se incluyd en el constructo génico sintético un sitio de uniéon FOS localizado de forma natural cadena arriba del
promotor de proK para potenciar la transcripcion (Muskhelishvili et al., EMBO J. 16:3655-3665 (1997)). El vector de
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expresion final (pYR-BpaRS5) se generd sustituyendo el operdn del ARNt supresor original en pYR-BpaRS 1 con el
gen MjtRNA-Tyr(CUA) bajo el control del promotor proK y el terminador. Cuando se transforma en E. coli, este
plasmido produjo un incremento de dos veces (con respecto al gen del ARNt original bajo el control del promotor 1pp
y el terminador rrnC) en la expresién de MjtRNA-Tyr(CUA como se observa mediante andlisis de tipo northern
(véase la FIG. 3). Este incremento en la expresion corresponde a una eficacia de la supresion del 8 % (respecto a la
expresion de la B-galactosidasa de tipo silvestre) determinado mediante el ensayo de la actividad de la B-
galactosidasa (FIG. 2).

Ejemplo 2
Generacion de genes y promotores de la sintetasa mejorados

El presente ejemplo describe la construccién de sistemas mejorados para la expresion de componentes de sistemas
de traduccién ortogonal, en la que se determinan los efectos de las mutaciones en el gen de la sintetasa y el
promotor de la sintetasa.

Kobayashi et al. Notificaron anteriormente que una Unica sustitucion de un aminoacido de Asp286 en Arg (D286R)
en MjTyrRS aumentd la tasa de aminoacilacion (kcat/Km 67 veces mayor) de MjtRNA-Tyr(CUA) in vitro,
principalmente debido al aumento del reconocimiento (Km 57 veces menor) del anti-codon (CUA) en el ARNt
supresor ambar por la sintetasa afin (Kobayashi et al., Nat. Struct. Biol. 10:425-432 (2003)). Usando esta
informacién se introdujo esta misma mutacién D286R en el gen BpaRS en pYR-BpaRS5 mediante mutagénesis
dirigida a sitio. De hecho, el mutante D286R de BpaRS condujo a un incremento de 4,5 veces en la actividad de la -
galactosidasa (véase la FIG. 2).

Anteriormente se ha demostrado que un promotor de g/nS mutante (SEC ID N2 12) que tiene una secuencia TATC
en lugar de GATC en la regién -10 que aumentaba la expresion génica (Plumbridge and Séll, Biochimie 69:539-541
(1987)). Sabiendo esto, el promotor de g/nS de tipo silvestre en pYR-BpaRS5 se sustituyé por la forma mutada del
promotor de g/nS descrito en Plumbridge y Séll en un intento de mejorar la eficiencia del sistema. No obstante, tras
la insercion de esta secuencia promotora en pYR-BpaRS5, la secuenciacion revelé que ademas de la mutacion
pretendida también se identificaron mutaciones adicionales de tipo delecion no intencionadas. De los mutantes con
deleciones en los que se analiz6 la actividad de la B-galactosidasa, un mutante concreto, pYR-BpaRS-TRN, que
tiene una unica delecidén de nucledtidos (residuo A en la posicion -15) ademas de la sustitucion deseada de un
nucleétido (G a T en la posicion -11) en el promotor de gInS, exhibidé un incremento de 5 veces de la actividad de la
B-galactosidasa en comparacion con pYR-BpaRS5 (véase la FIG. 2). La secuencia de nucledtidos completa de este
nuevo dominio del promotor de g/nS mutante, denominado ginS-TRN, identificada tras la secuenciacién de los
inventores se proporciona en la SEC ID N%: 13.

Descripcion Secuencia SEC ID Ne:
Promotor de g/nS mutante | CGATTATCAATTTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCTGTCC 12
descrito en Plumbridge y | CGCTTATAATATCATACGCC
Sall
Promotor TRN de ginS CGATTATCAATTTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCC 13
TGTCCCGCTTTAATATCATACGCC

La expresion de BpaRS bajo el control de la forma mutada del promotor de g/nS se multiplicé por 2 segun se
determiné mediante analisis de transferencia de tipo Western (véase la FIG. 4). Se observé un incremento adicional
de 1,5 veces en la actividad de la B-galactosidasa mediante la combinacién de la sustitucién D286R de BpaRS vy el
nuevo promotor de ginS mutante, correspondiente a una eficacia de supresion global del 57 % para pYR-BpaRS-
TRN(D286R).

Ejemplo 3

Generacion de sistemas de expresion de ARNt mejorados

El presente ejemplo describe la construccién de sistemas mejorados para la expresion de componentes de sistemas
de traduccion ortogonal, en la que se determinan los efectos de la introduccién de mdultiples copias de MjtRNA-
Tyr(CUA) en un operén policistréonico.

Se observé el efecto de multiples copias del ARNt supresor ambar sobre la eficacia de la supresién. Se construyd un
operéon MjtRNA-Tyr(CUA) policistronico que contiene tres copias del gen del ARNt supresor ambar bajo el control de
un promotor sencillo de proK'y un terminador.

Las tres secuencias del O-ARNt en tandem en el operon policistrénico se separaron unas de otras mediante

secuencias adaptadoras del ARNt derivadas de secuencias adaptadoras de ARNt de E. coli. Estas secuencias de
adaptadores concretas se escogieron porque contienen los nucleétidos T(-1) and A(77). Se ha demostrado que
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estas dos posiciones de nucleétidos en los adaptadores de ARNt son 6ptimas para el procesamiento 5’ y 3’ eficiente
de los precursores de ARNt cuando estan en su contexto nativo (es decir, enddgeno).

El primero y el segundo gen MtRNA-Tyr(CUA) en el operdn policistronico recombinante estan separados por un
adaptador de ARNt derivado del adaptador de origen natural entre los genes de ARNt de valU'y valX de E. coli (SEC
ID N®: 14). El segundo y el tercer gen MtRNA-Tyr(CUA) en el operén policistronico recombinante estan separados
por un adaptador de ARNt derivado del adaptador de origen natural entre los genes de ARNt de ileTy alaT de E. coli
(SEC ID N2 15). El uso de los adaptadores tiene una ventaja practica adicional en cuanto a que estos
polinucleétidos contienen sitios de restriccién convenientes.

Dos copias idénticas del operén del ARNt policistronico sintético que contienen tres copias del gen del ARNt
supresor se ligaron para generar cluster génicos con seis copias del gen MjtRNA-Tyr(CUA). Después, los cluster
génicos ensamblados con tres y seis copias de los ARNt se clonaron en pYR-BpaRS-TRN(D286R) para generar
pYR-BpaRS-3TRN(D286R) y pYR-BpaRS-6TRN(D286R), respectivamente. Cuando se expresan en E. coli, estos
plasmidos proporcionaron un incremento del 30 % y del 50 % de la expresion de MiRNA-Tyr(CUA),
respectivamente, determinado mediante andlisis de tipo Northern (véase la FIG. 3). Este incremento en la expresion
del mensaje produjo un incremento del 30-40 % de la actividad de la B-galactosidasa (véase la FIG. 2).

Dado que los ARNt de codones raros de E. coli codificados en estos plasmidos pueden ser innecesarios para la
expresion de la mayoria de las proteinas, estos genes de ARNt de E. coli se eliminaron del plasmido pYR-BpaRS-
6TRN(D286R) para dar pSup-BpaRS-6TRN(D268R) (mostrado en la FIG. 5). Como cabia esperar, la eficacia de
supresion de este plasmido determinada mediante el ensayo de la actividad de la B-galactosidasa in vivo
permanecio igual que la de su plasmido parental (véase la FIG. 6).

Ejemplo 4

Expresion de un modelo de proteina que comprende un aminoacido no natural usando sistemas de
expresion mejorados

El presente ejemplo describe la expresion de un modelo de proteina mioglobina de esperma de ballena que
comprende un aminodacido no natural usando los sistemas de expresién mejorados de la invencién.

Para estudiar adicionalmente las mejoras en el rendimiento y la fidelidad de la incorporacién de aminoacidos no
naturales en proteinas usando los sistemas de la invencién, un mutante de Ser-4 en Bpa de la mioglobina de ballena
de esperma (descrito en Chin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002)) se expresé en E. coli. Las
células TOP10 E. coli (Invitrogen™) cotransformadas con pBAD/Myc-His/MB(S4TAG) y pSup-BpaRS-6TRN(D286R)
se cultivaron en medio de Luria-Bertani a 37 °C en presencia de Bpa 1mM. Consistente con los datos del ensayo in
vivo de la B-galactosidasa anterior se produjo la mioglobina mutante de longitud completa en un rendimiento global
purificado de 40 mg/ml, mientras que el sistema anterior proporcionaba 2 mg/ml de la proteina mutante (Chin et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002)). No se observé la proteina mutante mediante gel de SDS-PAGE
en ausencia del aminoacido (FIG. 6). La espectrometria de masas MALDI-TOF de la mioglobina mutante que
contiene Bpa en lugar de Ser-4 dio una masa promedio de 18521, que concuerda con la masa predicha calculada de
18520. En el espectro de masas no se detectaron signos de incorporacion de ningin aminoacido natural en la
posicion 4.

Ejemplo 5
Aplicabilidad amplia de los sistemas de expresion mejorados de la invencion

El presente ejemplo describe la expresién de la B-galactosidasa que comprende cuatro aminoacidos no naturales
diferentes cuando los sistemas de expresion usan diferentes sintetasas mutantes que tienen especificidades de
carga para diferentes aminoacidos no naturales.

Para comprobar la generalidad de estos sistemas de expresion de la invencién se analizaron en el sistema tres
aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales. Estas O-RS aminoacilan (es decir, cargan) de forma especifica el O-ARNt
MjtRNA-Tyr(CUA) con, como alternativa, p-acetil-L-fenilalanina (pAcPhe), p-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) y p-yodo-
L-fenilalanina (plPhe) (FIG. 1). Estos amino&cidos no naturales son Utiles para experimentos de marcaje quimico
(Wang et al., Proc. Natl. Sci. Acad. USA 100:56-61 (2003)), fotoreticulacién (Chin et al., . Am. Chem. Soc.,
124:9026-9027 (2002)), y fase cristalografica (Xie et al., Nat. Biotechnol., 22: 1297-1301 (2004)). Os vectores de
expresion de la invencién que codifican estos genes MjTyrRS se construyeron mediante subclonacién de la O-RS
respectiva en los sitios Ndel/Pstl de pSug-BpaRS-6TRN(D286R), para dar los vectores pSup-pAcPheRS-6TRN,
pSup-pAzPheRS-6TRN y pSup-plPheRS-6TRN. Como en el caso de Bpa, cuando las células de E. coli que alojan
estos plasmidos se cultivan en presencia de estos aminoacidos (1mM), el nivel de actividad de la $-galactosidasa es
similar al de la B-galactosidasa de tipo silvestre (FIG. 7), lo que indica produccién de 3-galactosidasa que comprende
el correspondiente aminoacido no natural.
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Ejemplo 6
Construcciones plasmidicas

5 pYR-BpaRSt

pYR-BpaRS1, un replicon p15A que contiene un marcador de Resistencia al cloranfenicol, MtRNA-Tyr(CUA) bajo el
control de BpaRS y MtRNA-Tyr(CUA) en los sitios Sacl y Spel del plasmido pRARE2 (Novagen).

10  Gen MjtRNA-Tyr(CUA) con el promotor y el terminador proK

Se construy6 un operon MtRNA-Tyr(CUA) monocistrénico que contiene el promotor y el terminador proK mediante
PCR usando cuatro oligonucleétidos sintéticos en una estrategia de PCR solapante para construir todo el operén del
ARN en una Unica reaccion de PCR:

15

Cebador Secuencia SEC ID Ne:

proK P1 | GTGCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCAAA 37
AGGC

proK T1 | CTTTCTCGCCGATCAAAAGGCATTTTGCTATTAAGGGATTGACGA 38
GGGCGTATCTGCGCAGTAAGATGCGCCCCGCATTCCGGCGGTAGT
TCAGCAGGGC

proK T2 | CTTTCTCGCCGATCAAAAGGCATTTTGCTATTAAGGGATTGACGA 39
GGGCGTATCTGCGCAGTAAGATGCGCCCCGCATTCCGGCGGTAGT
TCAGCAGGGC

proK P2 | GCATAAGCTTATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTGAGCAGGCTTTTCG 40

El amplicon de PCR se amplificé después mediante PCR usando dos cebadores.

Cebador Secuencia SEC ID Ne:

proK-F AGTCTGATCAGTCACGGCTAACTAAGCGG 41

proK-R GCATCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTG 42

20 El amplicdn resultante se insertd entre los sitios Bcll y Xhol (subrayados) de pYR-BpaRS1 para generar el plasmido
pYR-BpaRS5.

Promotor de g/inS mutante

25  Se construy6 un promotor de g/nS mutante mediante PCR usando cuatro oligonucleétidos sintéticos.

Cebado Secuencia SEC ID N2:
r

ginS P1 | CCGAGCTCCCGGGTCATC 43

ginST1 | CCGAGCTCCCGGGTCATCAATCATCCCCATAATCCTTGTTAGATTATCAAT 44
TTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCTGTC

ginS T2 | GTCCATATGGGATTCCTCAAAGCGTAAACAACGTATAACGGCGTATGATAT 45
TATAAGCGGGACAGGCTGACAACTGTTAG

ginS P2 | GTCCATATGGGATTCCTC 46

El producto se insert6 entre los sitios Xmal y Ndel de pYR-BpaRS5. Una serie de clones se sometieron a deteccion
30 selectiva con un ensayo de actividad in vivo de LacZ y se identific6 un mutante concreto de delecion de una sola
base con actividad mejorada y se secuenci6 (denominado pYR-BpaRS-TRN).

Casetes génicos de ARNt en tandem

35 Dos secuencias adaptadoras de ARNt que se producen de forma natural entre los genes valUy valX (SEC ID N¢: 14)
y entre los genes ileTy alaT (SEC ID N2 15) en el genoma de E. coli se usaron como espaciadores entre los genes
MjtRNA-Tyr(CUA). Estas secuencias adaptadoras contienen los sitios de restriccion BsmAl y Eard a los que se
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unieron los genes MjRNA-Tyr(CUA). Estas secuencias flanqueantes también contienen residuos T(-1) y A(77) que
son Optimos para la eficacia del procesamiento en 5’ y 3’ de los precursores del ARNt. El casete génico del ARNt se
amplific6 mediante PCR usando tres conjuntos de cebadores.

Conjunto 1
Cebador Secuencia SECID
Adaptador | GTGCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCAAAA 47
P1 GGC
Adaptador | TACACGGCGGAGACTACATAAAGTAGTTGGTCCGGCGGGCCGGATT 48
P2 TG
Conjunto 2
Cebador Secuencia SECID
Adaptador | GTAGTCTCCGCCGTGTAGCAAGAAATTGAGAAGTCCGGCGGTAGTT 49
P3 CAGCAG
Adaptador | AAQCCTCTTCAAATTTGCCGTGCAAATTTGGTCCGGCGGGCCGGATTTG 50
P4
Conjunto 3
Cebador Secuencia SECID
Adaptador | GCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTATCCGGCGGTAGTTCA 51
PS5 GCAG
proK-R GCATCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTG 52

El producto de cada conjunto se digiri6 con BsmAl (Set 1), Earl (Set 2) o ambos (Conjunto 3). La union de estos tres
fragmentos de restriccién produjo un operén de ARNt policistronico que contiene tres copias del gen de ARNt
conectado por dos secuencias adaptadoras diferentes de origen natural. El clister génico resultante se amplifico
mediante PCR usando tres conjuntos de cebadores:

Conjunto 4
Cebador Secuencia SEC ID N¢:
Tandem | ATCAGTGCACGGCTAACTAAGCGG 53
P1
Tandem | GCTGGCATGCATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTGAGC 54
P2
Conjunto 5
Cebador Secuencia SEC ID N¢:
Tandem | ATCAGCATGCGGCTAACTAAGCGGCCTGCTG 55
P3
Tandem | GCTGCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGC 56
P4

Los productos de la PCR de los conjuntos 4 y 5 se digirieron con Sphl y se ligaron entre si para generar un
ensamblaje génico del ARNt en tandem unidireccional, que consiste en dos operones de ARNt policistronicos
idénticos, codificando cada uno tres genes de ARNt bajo el control de un Unico promotor y terminador de proK. Cada
cluster génico de ARNt que contiene una o dos copias idénticas del operén del ARNt policistronico se cloné en los
sitios ApaLl y Xhol de pYR-BpaRS-TRN, para dar pYR-BpaRS-3TRN y pYR-BpaRS-6TRN, respectivamente.

Plasmidos pSup

Cada uno de los doce genes de ARNt de E. coli, inicialmente codificados en el plasmido pRAREZ2 se eliminaron de
pYR-BpaRS-6TRN(D286R) mediante digestion con Spel y Drdl, seguido del tratamiento con la nucleasa Mung bean.
Se volvieron a ligar los vectores linealizados, lo que generd pSup-BpaRS-6TRN(D286R). Los genes MjTyrRS
mutantes para p-acetil-L-fenilalanina, p-azido-L-fenilalanina y p-yodo-L-fenilalanina se subclonaron de sus
correspondientes plasmidos pBK en los sitios Ndel y Pstl de pSup-BpaRS-6TRN(D286R) para generar pSup-
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pAcPheRS-6TRN, pSup-pAzPheRS-6TRN y pSup-plodoPheRS-6TRN, respectivamente.

Plasmido indicador de Lacz y ensayo de actividad de B-galactosidasa in vivo

El coddn de fenilalanina (TTC) en el residuo 13 (subrayado) de la secuencia lider (MDPLVTAASVLEFGLFET; SEC
ID N¢: 57) localizado cadena arriba del gen /acZ de pBAD/Myc-His/LacZ (Invitrogen™) se mut6é en un codén ambar
(TAG) mediante mutagénesis dirigida a sitio para producir un plasmido indicador de LacZ pBAD/Myc-His/LacZ(TAG).
Este plasmido se co-transformé con cada plasmido supresor en células TOP10 de E. coli Invitrogen™). Las células
se incubaron a 37 °C durante la noche en medio de Luria-Bertani (LB) que contiene 0,02 % de arabinosa y
aminoacido no natural 1 mM. La actividad de LacZ (B-galactosidasa) se midi6 de acuerdo con el procedimiento
descrito por Miller (Miller, J.H. Experiments in Molecular Genetics. (Cold Spring Harbor Laboratory, New York,
1972)).

Ejemplo 7

Metodologias generales

Se usaron células XL1-Blue de E. coli (Stratagene) para clonar y mantener los plasmidos. La ADN polimerasa de
alta fidelidad PfuUltra™ (Stratagene®) se usO para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El kit para
mutagénesis dirigida a sitio QuikChange® Il (Stratagene®) se uso para la mutagénesis dirigida a sitio. Las secuencias

de todos los plasmidos construidos se verificaron mediante secuenciacion.

Expresién de proteinas

Un gen de la mioglobina mutante de esperma de ballena marcado con hexahistidina en el extremo C (Ser-4) del
pBAD-JYAMB-4TAG entre los sitios Ncol y Kpnl de pBAD/Myc-His (Invitrogen™) para generar pBAD/Myc-
His/MB(S4TAG). El plasmido se co-transformé con pSup-BpaRS-6TRN(D286R) en células TOP10 de E. coli
(Invitrogen™). Las células se incubaron a 37 °C en medio LB que contiene 1400 mg/ml de carbenicilina, 50 mg/ml
de cloranfenicol y Bpa 1 mM. A DOggo= 0,6, las células fueron inducidas mediante la adicion de 0,2 % de arabinosa y
se incubaron durante 12 horas. Las células se recogieron mediante centrifugacion y se lisaron con reactivo
BugBuster® (Novagen®) La proteina de los cuerpos de inclusion se purificé con una resina de afinidad metdlica
TALON® (Clontech®) en condiciones desnaturalizantes de acuerdo con el protocolo del fabricante. La proteina
purificada se concentr6 mediante ultrafiliracion y se analiz6 mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. La
conjugacioén de proteinas se midié mediante el procedimiento de Bradford.

Andlisis de tipo Northern

Las células TOP10 de E. coli (Invitrogen™) transformadas con cada plasmido de supresion se incubaron en LB a 37
°C. A una DOespo= 0,8 se recogieron las células. EI ARN total se aisl6 mediante extraccién con fenol y
fraccionamiento con isopropanol como se ha descrito anteriormente (Deutscher and Hilderman, "Isolation and partial
characterization of Escherichia coli mutants with low levels of transfer ribonucleic acid nucleotidyltransferase," J.
Bacteriol., 118:621-627 (1974)). Las muestras de ARN se separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al
15 % y se transfirieron a una membrana de GeneScreen Plus® (PerkinEImer®). La membrana se hibrid6 durante la
noche a 55 °C con:

5'-biotina-CCCTGCTGAACTACCGCC-3' (SEC ID N®: 58).

La sonda biotinilada hibridada se detecté usando el kit de hibridacion y deteccién por quimioluminiscencia
North2South (Pierce) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Andlisis de tipo Western de la expresion de bpa

Un gen de BpaRS marcado con hexahistidina en C terminal se construyé mediante PCR y se insert6 entre los sitios
Ndel y Pstl de pYR-BpaRS5 and pYR-BpaRS-TRN para generar pYR-BpaRS5(C-His) y pYR-BpaRS-TRN(C-His),
respectivamente. Las células Top 10 de E. coli transformadas con cada plasmido se incubaron en LB a 37 °C. Las
células se recogieron a DOggo= 1 y se lisaron con reactivo de Bugbuster. La proteina total se separé en gel del 10 %
de poliacrilamida y se transfiri6 a la membrana de PVDF (Invitrogen). La membrana se hibrid6é con el conjugado
anticuerpo-HRP anti-His (extremo C) (Invitrogen) y se detecté mediante quimioluminiscencia.
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciéon que comprende un constructo de acido nucleico, comprendiendo dicho constructo:

secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de Escherichia coli y
una primera secuencia de nucledtidos expresable que codifica un ARNt ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en
donde dicho O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72 y en donde dichas secuencias del promotor y del
terminador estan unidas operativamente a dicha primera secuencia de nuclebtidos expresable y en donde
dicha primera secuencia de nucledtidos expresable es heteréloga de dichas secuencias de nucle6tidos del
promotor y del terminador, y en donde dicha secuencia de nuclettidos del promotor tiene la secuencia de
nucleétidos SEC ID N2 32 o 34 y dicha secuencia de nucleétidos del terminador tiene una secuencia de
nucleétidos de SEC ID N° 33, 35y 36.

2. La composicién de la reivindicacion 1, en la que:

(i) el constructo de acido nucleico comprende ademas un promotor de gIinS de E. coli modificado que tiene una
secuencia de nucleétidos de SEC ID N2 13 y una segunda secuencia de nucleé6tidos expresable, en donde
dicha secuencia de nucledtidos del promotor gins de E. coli estd unida operativamente a dicha segunda
secuencia de nucledtidos expresable, de modo que la segunda secuencia de nucledtidos expresable codifica
una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en donde dicha O-RS aminoacila, preferentemente, dicha O-
ARNt con un aminoacido no natural.

3. La composicién de la reivindicacion 1, en la que dicho O-ARNt esta codificado por una secuencia de nucleétidos
de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en la que dicha secuencia de nucledtidos expresable es un operdn
policistronico que comprende una pluralidad de O-ARNt cada uno de los cuales tiene la secuencia de nucle6tidos de
SEC ID N2: 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)).

4. La composicion de la reivindicacion 3, en la que dicha primera secuencia de nucleotidos expresable comprende
una pluralidad de dicho operoén policistronico.

5. La composicién de la reivindicacion 2, en la que:

(i) dicha O-RS es una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o (ii) dicha O-RS es una tirosil-
ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o (iii) dicha O-RS tiene una sustitucién de acido aspartico en
arginina en la posicidon de aminoacidos 286 o en una posicion analoga a la posicion 286 respecto a la
secuencia de aminoacidos de la tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii de tipo silvestre
proporcionada en la SEC ID N®%: 2 (Mj-tRNA-Tyr RS de tipo silvestre).

6. Una célula huésped que comprende la composicién de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

7. La célula huésped de la reivindicacion 6, en la que dicha célula huésped es una célula huésped eubacteriana o
dicha célula huésped es una célula de E. coli.

8. Un sistema de traduccion para la expresion de un polipéptido de interés que comprende al menos un aminodacido
no natural en una posicién especificada; comprendiendo el sistema:

(a) un aminoécido no natural;
(b) un constructo de acido nucleico, comprendiendo dicho constructo:

(i) secuencias de nucleotidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de Escherichia
coli y una secuencia de nucleétidos expresable, en la que dicha secuencia de nucleétidos expresable
codifica un ARNt ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en donde dicho O-ARNt de Archaea comprende un par
C1-G72 y en donde dichas secuencias del promotor y del terminador estan unidas operativamente a dicha
secuencia de nucleotidos expresable y en donde dicha secuencia de nucleétidos expresable es heteréloga
de dichas secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador, en donde dicha secuencia de
nucleotidos tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 32 o 34 y dicha secuencia de nucleotidos del
terminador tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de SEC ID N° 33, 35y 36; y

(i) una secuencia de nuclettidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho aminoacido no natural; y

(c) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al menos un
codoén selector que es reconocido por dicho O-ARNt, en el que la posicion del codén selector en el
polinucleétido controla la posiciéon especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés tras la
expresion del polinucledtido para producir el polipéptido.
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9. El sistema de traduccion de la reivindicacién 8, en el que dicho constructo de acido nucleico comprende ademas
al menos uno de:

(i) una secuencia de nucledétidos que tiene un promotor de gInS de E. coli que tiene una secuencia de nucleé6tidos
de SEC ID N2 13, en la que dicha secuencia de nucleétidos de gInS de E. coli esta unida operativamente a dicha
secuencia de nucleétidos que codifica dicha O-RS; y

(i) un operé6n policistronico que comprende una pluralidad de dichas secuencias de nucleétidos del gen de O-
ARNt, en el que al menos un gen de O-ARNt esta separado de al menos un gen de O-ARNt adyacente por un
adaptador polinucleotidico heterélogo de un adaptador polinucleotidico de un operén de ARNt.

10. El sistema de traduccion de la reivindicacion 9, en el que dichas secuencias del promotor y del terminador del
ARNt de prolina de E. coli se proporcionan en las SEC ID N? 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente; o en
el que dicho operdn policistrénico comprende una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heterdlogos idénticos.

o en el que dicho operoén policistrénico comprende una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heterélogos, en
el que al menos dos de los adaptadores polinucleotidicos heterdlogos son diferentes;

o en el que dicho adaptador polinucleotidico heter6logo comprende un nucledétido de timidina en el extremo 5’ 0 un
nucleétido de adenosina en el extremo 3’ 0 ambos, un nucleétido de timidina en el extremo 5’ y un nucleétido de
adenosina en el extremo 3.

o en el que dicho adaptador polinucleotidico heterélogo es el adaptador polinucleotidico localizado entre los genes
de ARNt endbgenos de Escherichia coli seleccionados de: valUy valX, ileTy alaT; serV y argV; valV y valW; glyTy
thrT; metTy leuW; ginW'y metU; hisRy leuT; ginUy ginW; leuPy leuV; gInV y ginX; alaW'y alaX; ileUy alaU; ileV'y
alaV; metUy ginV; glyW'y cysT; argXy hisR;y argY'y argZ;

o en el que dicho adaptador polinucleotidico heter6logo comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N2 14
(adaptador valU/valX) o 15 (adaptador ileT/alaT).

11. El sistema de traduccion de la reivindicacion 9, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un O-ARNt
es un operdn policistrénico que comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos que codifican un O-ARNt.

o en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un O-ARNt comprende una secuencia de nucleétidos de
SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA));

o en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un O-ARNt es un operdn policistronico que comprende una
secuencia de nuclettidos de SEC ID N2 1 (MjtRNA-Tyr(CUA));

o en el que dicha O-RS es una aminoacil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii;

o en el que dicha O-RS es una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii;

o en el que dicha O-RS tiene una sustitucion de &acido aspartico en arginina en la posicién del aminoacido 286 o en
una posicion andloga a la posicién 286 respecto a la secuencia de amino&cidos de la tirosil-ARNt sintetasa de
Methanococcus jannaschii de tipo silvestre que se proporciona en la SEC ID N2: 2 (M-tRNATyr RS de tipo silvestre).

12. El sistema de traduccion de la reivindicacién 8, que comprende una célula huésped que comprende (a), (b) y (c).

13. El sistema de traduccion de la reivindicacion 12, en el que dicha célula huésped es una célula huésped
eubacteriana.

14. Un procedimiento para producir en una célula huésped un polipéptido de interés, que comprende un aminoacido
no natural en una posicién especificada; comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar:

(i) un aminoacido no natural;
(i) un constructo de acido nucleico que comprende:

secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de
Escherichia coli y una secuencia de nucleétidos expresable, en donde dicha secuencia de
nucleétidos expresable codifica un ARNt ortogonal de Archaea (O-ARNt).

en donde dicho O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72 y en el que dichas secuencias del
promotor y del terminador esta unidos operativamente a dicha secuencia de nucleétidos expresable
y en donde dicha secuencia de nuclebtidos expresable es heterdloga de dichas secuencias de
nucleétidos del promotor y del terminador, en donde dicha secuencia de nucleétidos del promotor
tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°® 32 o 34 y dicha secuencia de nucleétidos del
terminador tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 33, 35y 36;y

una secuencia de nucledétidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho aminoacido no natural; y

(iii) un polinucleétido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al
menos un coddn selector que es reconocido por dicho O-ARNt y en el que la posicién del codon selector se
correlaciona con la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés.

(iv) una célula huésped que comprende (i), (ii) y (iii); y
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(b) cultivar dicha célula huésped;y

(c) incorporar dicho aminoacido no natural en dicha posicion especificada en dicho polipéptido durante la
traduccion de dicho polipéptido en dicha célula huésped, de modo que se produce dicho polipéptido de interés
que comprende dicho aminoacido no natural en la posicién especificada.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende
proporcionar un operén policistrénico que comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos que codifican una
0 mas especies de O-ARN; o en el que dicha provisién de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar
una secuencia de nucle6tidos que codifican un O-ARNt que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N®
1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un
operdn policistrénico que comprende una pluralidad de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N% 1 (MjtRNA-
Tyr(CUA)); o en el que dicha provisiéon de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una aminoacil-
ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico
comprende proporcionar una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o en el que dicha provisién de un
constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de nucleétidos que codifica una O-RS que
tiene una sustitucion de &cido aspartico en arginina en la posicién de aminoacidos 286 o en una posicion analoga a
la posicion 286 respecto a la secuencia de aminodacidos de la tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii de
tipo silvestre proporcionada en la SEC ID N°® 2 (Mj-tRNATyrRS de tipo silvestre); o en el que dicha provision de un
constructo de acido nucleico comprende proporcionar al menos uno de:

(I) secuencias del promotor y del terminador que comprenden las secuencias del promotor y del terminador de
proK de E. coli proporcionadas en las SEC ID N° 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente;

(1) una secuencia de nucleotidos del promotor que tiene un promotor de ginS modificado de E. coli que tiene
una secuencia de nucleétidos de SEC ID N¢ 13, en donde dicha secuencia de nucleotidos de gInS de E. coli
esta unida operativamente a dicha secuencia de nucle6tidos que codifica dicha O-RS; y

(1) un operodn policistronico que comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos del gen de O-ARNt,
en el que al menos un gen de O-ARNt estad separado de al menos un gen de O-ARNt adyacente por un
adaptador polinucleotidico heterélogo de un adaptador polinucleotidico de un operén de ARN.

16. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que dicha provisién de un operén policistrénico de (lll) comprende
proporcionar una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos heter6logos idénticos; o en el que dicha provision de
un operdon policistronico de (lll) comprende proporcionar una pluralidad de adaptadores polinucleotidicos
heterdlogos, en el que al menos dos de los adaptadores polinucleotidicos heterélogos son diferentes; o en el que
dicha provision de un operdn policistronico de (Ill) comprende proporcionar un adaptador polinucleotidico heter6logo
que comprende un nucleotido timidina en el extremo 5', un nucleétido adenosina en el extremo 3' 0 ambos un
nucledtido timidina en el extremo 5' y un nucleétido adenosina en el extremo 3’; o en el que dicha provision de un
operén policistronico de (lll) comprende proporcionar un adaptador polinucleotidico heterélogo del adaptador
polinucleotidico localizado entre los genes de ARNt enddgenos de Escherichia coli seleccionados de: valU y valX;
ileTy alaT; serVy argV; valVy valW; glyTy thrT, metTy leuW,; ginW'y metU, hisRy leuT; ginUy ginW; leuPy leuV;
ginVy ginX; alaW'y alaX; ileUy alaU; ile Vy alaV; metUy ginV; glyW'y cysT; argX'y hisR;y argY'y argZ; o en el que
dicha provision de un operén policistronico de (Ill) comprende proporcionar un adaptador polinucleotidico heter6logo
que tiene la secuencia de nucleétidos de SEC ID N?: 14 (adaptador valU/valX) o 15 (adaptador ileT/alaT).

17. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que dicha provision de una célula huésped comprende
proporcionar una célula huésped eubacteriana o una célula huésped de Escherichia coli.

18. Un procedimiento para producir en una célula huésped un polipéptido de interés, que comprende un aminoacido
no natural en una posicién especificada; comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar:

(i) un aminoacido no natural;

(i) un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un ARNt
ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en el que el O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72.

(iii) un constructo de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en la que dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-
ARNt con dicho aminoacido no natural;

(iv) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al
menos un coddn selector que es reconocido por dicho O-ARNt y en el que la posicién del codon selector se
correlaciona con la posicion especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés; y

(v) una célula huésped que comprende (i), (ii), (iii) y (iv);

en el que dicho constructo de acido nucleico de (ii) comprende secuencias de nucleotidos del promotor y
del terminador de un gen de ARNt de prolina de Escherichia coli, en donde dichas secuencias de
nucleétidos del promotor y del terminador estan unidas operativamente a dicha secuencia de nucleétidos
que codifica dicho O-ARNt, y en donde dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho O-ARNt es
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heter6loga de dichas secuencias del promotor y del terminador, en donde dicha secuencia de nucleétidos
del promotor tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 32 o 34 y dicha secuencia de nucle6tidos
del terminador tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 33, 35 y 36;

(b) cultivar dicha célula huésped; y

(c) incorporar dicho aminoacido no natural en dicha posicion especificada en dicho polipéptido durante la
traduccién de dicho polipéptido en dicha célula huésped, de modo que se produce dicho polipéptido de
interés que comprende dicho amino&cido no natural en la posicién especificada.

19. El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende
proporcionar un operén policistrénico que comprende una pluralidad de secuencias de nucle6tidos que codifican una
0 mas especies de O-ARNt: o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar
una secuencia de nucle6tidos que codifican un O-ARNt que comprende una secuencia de nucleotidos de SEC ID N®
1 (MjtRNA-Tyr(CUA)); o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar un
operdn policistrénico que comprende una pluralidad de la secuencia de nucleétidos de SEC ID N% 1 (MjtRNA-
Tyr(CUA)); o en el que dicha provisiéon de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una aminoacil-
ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii; o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico
comprende proporcionar una tirosil-ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschir,

o en el que dicha provision de un constructo de acido nucleico comprende proporcionar una secuencia de
nucleétidos que codifica una O-RS que tiene una sustitucién de acido aspartico en arginina en la posiciéon del
aminoacido 286 o en una posicion analoga a la posicion 286 respecto a la secuencia de aminodacidos de la tirosil-
ARNt sintetasa de Methanococcus jannaschii de tipo silvestre que se proporciona en la SEC ID N° 2 (Mj-tRNATyrRS
de tipo silvestre); o en el que dicha provisién de un constructo de acido nucleico de (I) comprende secuencias del
promotor y del terminador que comprenden las secuencias del promotor y del terminador de proK de E. coli
proporcionadas en las SEC ID N° 32 (promotor) y 33 (terminador), respectivamente; o en el que dicha provisidon de
una célula huésped comprende proporcionar una célula huésped eubacteriana; o en el que dicha provision de una
célula huésped comprende proporcionar una célula huésped de Escherichia coli.

20. Un procedimiento para producir un sistema de traduccién para la expresion de un polipéptido de interés que
comprende al menos un aminoacido no natural en una posicién especificada; comprendiendo el procedimiento
proporcionar:

(a) un aminoécido no natural;
(b) un constructo de acido nucleico, comprendiendo dicho constructo:

(i) secuencias de nucleotidos del promotor y del terminador de un gen de ARNt de prolina de Escherichia
coliy una secuencia de nucleétidos expresable, codificando dicha secuencia de nucleétidos expresable un
ARNt ortogonal (O-ARNt) de Archaea, en donde dicho O-ARNt de Archaea comprende un par C1-G72 y en
donde dichas secuencias del promotor y del terminador estan unidas operativamente a dicha secuencia de
nucleétidos expresable y en donde dicha secuencia de nucleétidos expresable es heteréloga de dichas
secuencias de nucledtidos del promotor y del terminador, y en donde dicha secuencia de nucleétidos del
promotor tiene una secuencia de nucledtidos SEC ID N® 32 o 34; y en donde dicha secuencia de
nucledtidos del terminador tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de SEC ID N2 33,35y 36; y

(i) una secuencia de nucle6tidos que codifica una aminoacil-ARNt sintetasa ortogonal (O-RS), en donde
dicha O-RS aminoacila preferentemente dicho O-ARNt con dicho amino&cido no natural; y

(c) un polinucledtido que codifica dicho polipéptido de interés, comprendiendo dicho polinucleétido al menos un
codén selector que es reconocido por dicho O-ARNt, en el que la posicion del codén selector en el
polinucleétido controla la posiciéon especificada del aminoacido no natural en el polipéptido de interés tras la
expresion del polinucledtido para producir el polipéptido.

21. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que (a), (b) y (c) se proporcionan en una célula huésped.
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Secuencias de nucledtidos y de aminoacidos

Descripcion

SECUENCIA

tirosil-ARNtCUA supresor de

Methanococcus iannaschii
también conocido como

MiRNA-Tyr(CUA) o
mutRNAZ,

CCGGCEGUAGUUCAGCGCAGGGECAGARACGGCGGALCUCUAAAUCTCG
CAUGGCGCUGGUUCAAAUCCGGCCCGCCGGACCA

Secuencia de aminoacidos
e la tirosil-ARNt sintetasa (MjTyrRS)
de tipo silvestre de
Methanococcus jannaschii

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKXDEKSAYIGFEPSGKIHL
GHYLQIKKMIDLONAGFDIIILLADLHAYLNQKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSEFQLDKDY TLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELTAREDENPKVAEVIYPIMOVNDIHYLGVDVAVGGME
QRKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNEIAV
DDSPEETRAKIKKAYCPAGVVEGNP IMETAKYFLEYPLTTKRP
EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRL

Secuencia de nucledtidos
e la tirosil-ARNt sintetasa (MjTyrRS)
de tipo iilvestre de
Meinanococcus jannaschii

ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGARACACATCTGAAATTATCAGC
GAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTARAAARAGATGAARAATCTGCTTAC
ATAGGTTTTGRACCAAGTGGTAABATACATTTAGGGCATTATCTCCAR
ATAARARAAGATCGATTGATTTACARAATGCTGGATTTGATATAATTATA
TTETTGECTGATTTACACGCCTATTTARACCAGAMAGGAGAGTTGGAT
GAGATTAGAAAAATAGGAGATTATAACARAMAAGTTTTTGAAGCAATG
GGGTTAAAGGCARAATATGTTTATGGAAGTGAATTCCAGCTTGATAMG
GATTATACACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTAALR
AGAGCAAGARGGAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATCCA
AAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATARTGCAGETTAATGATATTCAT
TATTTAGGCGTTGATGTTGCAGTTCCAGGGATGCAGCAGAGANMA AT
CACATGTTAGCARGGGAGCTTTTACCAARARAGGTTGTTTGTATTCAC
AACCCTGTCTTARCGGETTTCCATGCAGAAGCAAAGATGAGTTCTTCA
AAAGGGAATTTTATAGCTGTTGATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCT
AAGATAMAGARAGCATACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGAAGGARATCCA
ATAATGGAGATAGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATARAR
AGGCCAGAAAMATTTGETEGAGATTTGACAGTTAATAGCTATCGAGGAG
TTAGAGAGTTTATTTAARRATAAGGAATTGCATCCAATGGATTTAARA
AARTGCTETAGCTGAAGAACTTATAAAGAT TTTAGAGCCRAATTAGARAG
AGATTA

Secuencia de aminoacidos de
p-benzoil L fenilalanina
aminoacil-ARNt sintetasa

( derivada de |a tirosil ARNt

(derivada de tirosil ARNt-sintetasa de|
Methanococcus jannaschii de tipo
silvestre

MDEFEMIKRNTSEI ISEEELREVLKKDEKSAGIGFEPSGKTIHL |
GHYLQIKKMIDLONAGFDIITLLADLHAYLNOKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYLYGSPFOLDEDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELIAREDENPRKVAEVIYPIMQVNTSHYLGVDVAVGGME
QREKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAY
DDSPEETIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMRLENAVAEELIKILEP
IRKRL :

Fig. 8
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[ SEC
ID
No:

Descripcién

SECUENCIA

Secuencia de nucledtidos de
p-benzoil-L-fenilalanina
aminoacil ARNt sintetasa

ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAANARARAGATGARAA
ATCTGCTGGTATAGGTTTTGAACCAAGTGGTAARAATACATTTA
GGGCATTATCTCCAAATAAAAAAGATGATTGATTTACAAAATG
CTGGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTARRCCAGAARGCAGACTTGGATGAGATTAGAAARATAGGA
GATTATAACAAAPAAGTTTTTGAAGCAATGGGGTTAAAGGCAAL
AATATCTTTATGGAAGTCCTTTCCAGCTTGATARGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTAAAAAGA
GCAAGAAGGAGTATGGARCTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATAC
GAGTCATTATTTAGGCGTTGATGTTGCAGTTEGAGGGATGGAG
CAGAGARARATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAARARD
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGG
AGAAGGAAAGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGCCTAAGATAARGARAGCAT
ACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGRATATCCTTTAACCATAARBAGGCCA
GAARAATTTGGTGGAGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTT
ARARAATGCTGTAGCTGAAGAACTTATAAAGATTTTAGAGCCA
ATTAGRAAGAGATTA

Secuencia de aminoacidos de
P-acetil L fenilalanina
aminoacil -ARNt sintetasa -
(pAcPheRS)
(derivada de tirosil ARNt-sintetasa de
Methanococcus jannaschii de tipo
silvestre

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKEKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLOIKEMIDLONAGFDIIILLADLHAYLNOQKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLEAKYVYGSEFQLDEDYTLNVYRLALKTTLEKR
ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMQVNGCHYRGVDVAVGGME
QRKTHMLARELLPKEKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAV
DDSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EXKFGGDLTVNSYEELESLFRKNKELHPMDLENAVAEELIKILEP
IRKRL

Secuencia de nucledtidos
P-acetil L fenilalanina

aminoacil ARNt sintetasa

ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTGAARATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAARAAGATGAARA
ATCTGCTCTGATAGGTTITGAACCAAGTGGTAAAATACATTTA
GGGCATTATCTCCAAATARAALMAGATGATTGATTTACAAAATG
CTGGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTARACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAAAAATAGGA
GATTATAACAAMRAAAGTITTTGAAGCAATGCGGCTTAAAGGCAA
AATATCTTTATGGAAGTGAATTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATIGGCTTTAAARACTACCTTAARAAGA
GCARGAAGCAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATGG
TTCTCATTATAGCGGCGTTCGATGTTCGCTGTTCEGAGGGATGGAG
CAGRGAAAAATACACATGTTAGCARGGGAGCTTTTACCARRRR
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGG
AGAAGGAAAGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGARAGCAT
ACTGCCCAGCTGCAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATARARAGGCCA
GAAARATTTGGTGGAGATTTGACAGT TAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTT
ARARAATGCTGTAGCTGAAGARACTTATAAAGATTTTRAGAGCCA
ATTAGAARGAGATTA
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SECUENCIA

secuencia de aminoacidos de
p-azido-L fenilalanina ine
a aminoacii-ARNt sintetasa
(pAzPheRS) .
(derivada de tirosil ARNt-sintetasa de
Methanococcus jannaschii de tipo
silvestre

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLQIKKMIDLONAGFDIIILLADLHEAYLNQKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSPFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMOVNQIHSSGVDVAVGGME
QRKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAV
DDSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRL

secuencia de nucledtidos de
p-azido-L fenilalanina
aminoacil-ARNt sintetasa

ATGGACGAATTTGAAATGATARAGAGAAACACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAMRAARGATGAALA
ATCTGCTCTGATAGGTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTA
GGGCATTATCTCCAARATAAARAAGATGATTGATTTACAAAATG
CTGGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTAAACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAAAAATAGGA
GATTATAACAARAAAGTTTTTGAAGCAATGGGGTTAAAGGCAR
AATATGTTTATGGAAGTCCGTTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTAAAAAGA
GCAAGAAGGAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATCA
GATTCATTCTAGTGGCGTTGATGTTGCAGTTGGAGGGATGGAG
CAGAGAAAPATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAAAR
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGG
AGAAGGAAAGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCAT
ACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAANAAGGCCA
GAAAAATTTGGTGGAGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTT
AAAAAATGCTGTAGCTGAAGAACTTATAAAGATTTTAGAGCCA
ATTAGAAAGAGATTA

10

silvestre

secuencia de aminoacidos de
p-yodo-L fenialanina aminoacil-
ARNtsintetasa (pIPheRS)
(derivada de tirosil ARNt-sintetasa de
Methanococcus jannaschii de tipo

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLOIKKMIDLONAGFDIIILLADLHAYLNQKGELDEIRKIG
DYNKXVFEAMGLKAKYVYGSSFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMOQVNPLHYEGVDVAVGGME
QRKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAV
DDSPEEIRAKIKKAYCPAGUVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRL
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ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAAAAAGATGAAAR
ATCTGCTCTGATAGGTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTA
GGGCATTATCTCCAAATAAAAAAGATGATTGATTTACAAAATG
CTGEGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTAAACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAARAATAGGA
GATTATAACAAAAAAGTTTTTGAAGCAATGGGGTTAAAGGCAA
AATATGTTTATGGAAGTTCGTTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAALRACTACCTTAARAAGA
iad ledtidos d GCAAGAAGGAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAARATC
i tiatibio kbl Lo CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATCC
11 | p-vodoL fenilalanina aminoacil- TCTTCATTATGAGGGCGTTGATGTTGCAGTTGGAGGGATGGAG
ARNt sintetasa CAGAGAAAAATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAAAA
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGG
AGAAGGAAAGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCAT
ACTGCCCAGCTGEGGAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAAANAGGCCA
GAAAMATTTGGTGGAGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTT
AAAAAATGCTGTAGCTGAAGAACTTATARAGATTTTAGAGCCA
ATTAGAAAGAGATTA
promotor de ginS mutante de E. coli
que tiene una secuencia TATC en lugar | ¢ GaAPTATCAATTTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCTGTCCCG
12 [ de GATC en la regin 10 _. | crTATARTATCATACGCE
(identificada por Plumbridge and S¢ll,
Biochimie 69:539-541 [1987])
13 promotor de gInS mutante de E. coli CGATTATCAATTTTAAARAACTAACAGTTGTCAGCCTGTCCCG
modificado TRN CTTTAATATCATACGCC
14 secuencia de union de ARNt ACTACTTTATGTAGTCTCCGCCGTGTAGCAAGAAATTGAGAAG
entre los genes valU y valX de E.coli_ | T
secuencia de union de ARNt 5
15 entre los genes ileT y alaTde E.coli AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT
secuencia de union de ARNt
16 entre los genes serVy argV E.coli TTT
secuencia de unidn de ARNt
17 entre los genes valV y valW de E.coli TCCT
secuencia de union de ARNt
18 entre los genes dlyt tthrT de E.coli RN
secuencia de unién de ARNt
19 entre los genes metl y leuw de E.coli TEUTTTELE.
secuencia de union de ARNt
20 entre los genes gnW y metU de E.coli TCGAAGRAACAATCT
secuencia de unidn de ARNt
21 entre los genes hisR y leuT de E.coli TTATTAGAAGTTGTGACAAT
secuencia de union de ARNt
22 entre los genes ginU y alnW de E.coli TCTTCTTCGAGTAAGCGGTTCACCGCCCGGTTAT
23 sacuencia de union de ARNt AACGAGGCGATATCARAAAAAGTAAGATGACTGT

entre los genesleuP y leu¥ de E.coli

Fig. 8 cont.

59




ES 2432391 T3

SEC o
:Eﬂ Descripcion SECUENCIA
24 secuencia de union del ARNtentre | { » ey ) 7o AGACGC TTACCTTGTAAGTGCACCCAGT
los genes ginV t ginX de E.coli 3
secuencia de union del ARNt entre
25 los genes alaW y alaX de E.coli AATTTTGCACCCAGCAAACTTGGTACGTAAACGCATCGT
ia d ign del ARNt ent
26 Tos qonesilelly alall de E.coli | AATTTGCACGGCARATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT
27 secuencia de unién del ARNtentre | , ) 1o A CEGCAAATTTGAAGAGGTTTTARCTACATGTTAT
los genes ileV y alaV de E.coli i
secuencia de unidn del ARNt entre AATTCTGAATGTATCGAATATGTTCGGCAARTTCAARACCART
28 los genes metU y glnV de E.coli TTGT
29 secuencia de unidn del ARNt entre GTTTAAAAGACATCGGCGTCAAGCGGATEGTCTGGCTGARAGGC
los genes glyW y cysT de E.coli CTGAAGAATTT
10 secuencia de unidn del ARNt entre TTTAGTCCCGGCGCTTEGAGCTGCGGTEGETAGTAATACCGCGTA
los genes argX y hisR de E.coli ACARGATTTGETAGT
secuencia de unidn del ARNt entre TCTCTTACTTGATATGGCTTTAGTAGCGGTATCARTATCAGCA
31 los genes argY y argZ de E.coli GTAAAATAAATTTCCCGAT
2 d K de E.coli AGGCATTTTGCTATTARGGGATTGACGAGEGCETATCTGCGCA
3 promatorfe prohoaachoill GTAAGATGCGCCCCGCATT
33 terminador de proK de E.coli AATTCGAAAAGCCTGCTCARCGAGCAGGCTTTTTT
: ATCAGTTAGCGAAATATCTTACTTGCAATCGGTGTGGAAAACG
34 promatorde prol de E.coli GTAGTATTAGCAGCCACGAGT,
35 terminador de proL de E.coli AAAATCCCAAGABAAAACCAACCCTTACGGTTGGTTTTTITT
36 terminador de pro de E.coli ATTTTGAACCCCGCTTCGGCGEGEGTTTTTT
GTGCACGGCTAACTAARGCGGCCTEGCTGACTTTCTCGCCG
37 Cebador de prDK P1 ATCAAAAGGC
CTTTCTCGCCGATCAARAGGCATTTTGCTATTAAGGGAT
38 Cebador de proK T1 TGACGAGGGCGTATCTGCGCAGTAAGATGCGCCCCGCAT
TCCGGCGGTAGTTCAGCAGGGC
CTTTCTCGCCGATCAAAAGGCATTTTGCTATTAAGGGATTGAC
30 Cebador de proK T2 GAGGGCGTATCTGCGCAGTARGATGCGCCCCGCATTCCGRLGE
TAGTTCAGCAGGGC
GCATAAGCTTATGCAAARARAGCCTGCTCGTTGAGCAGGCTTTT
40 Cehador de proKk P2 ce
41 Cebador de proK-F AGTCTGATCAGTGCACGGCTAACTAAGLGG
42 Cebador de proK.R GCATCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTG
43 Cebador de gInS P1 CCGAGCTCCCGGGTCATC
44 Cebador de gInS T1 CCGAGCTCCCGGETCATCAATCATCCCCATAATCCTTGTTAGE
4 TTATCAATTTTAAAAMAACTAACAGTTGTCAGCCTGTC
45 Cebador de gInS T2 GTCCATATGGGATTCCTCAAAGCGTAAACAACGTATAACGGCE
E TATGATATTATAAGCGGGACAGGCTGACAACTGTTAG
46 Cebador de gns P2 GTCCATATGGGATTCCTC
47 Adaptador del cebador P1 GTGCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCA
AAAGGC
48 Adaptador del cebador P2 TACACGECGGAGACTACATAAAGTAGTTGETCCGGCGEGGCLGE
ATTTG
49 Adaptador del cebador P3 GTAGTCTCCGCCGTGTAGCARGARATTGAGAAGTCCGGCGGTA
GTTCAGCAG
50 Adaptador del cebador P4 ARACCTCTTCARATTTGCCGTGCAAATTTGGTCCGGCGGECCE

GATTTG
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_51_ Adaptador del cebador P5 GCARATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGT TATCCGGCGGTAGT |
- TCAGCAG

52 Cebador de proK-R GCATCTCGAGATGCAAAAMAGCCTGCTCGTTG

53 Cebador en tandem P1 ATCAGTGCACGGCTAACTAAGCGG

54 Cebador en tandem P2 GCTGGCATGCATGCAAAAMLGCCTGCTCGTTGAGT

55 Cebador en tindem P3 ATCAGCATGCGGCTAACTAAGCGGCCTGCTG

56 Cebador en tandem P4 GCTGCTCGAGATECAARAAMGCCTGC

57 Secuencia lider MDPLVTAASVLEFGLFET

58 Sonda de anilisis Northern CCCTGCTGAACTACCGCC -
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