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DESCRIPCION
ARNt Supresor hibrido en células de vertebrados
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion pertenece al campo de la traduccién bioquimica en células de vertebrados. La invencién se
refiere a métodos y composiciones para producir ARNs de transferencia (ARNts) ortogonales, sintetasas ortogonales
y pares de los mismos, en células de vertebrados. La invencién también se refiere a composiciones de aminoacidos
no naturales, proteinas y métodos de produccion de proteinas en células de vertebrados que incluyen aminoacidos
no naturales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI cédigo genético de cada organismo conocido, desde bacterias hasta humanos, codifica los mismos
veinte aminoacidos comunes. Las diferentes combinaciones de los mismos veinte aminoacidos naturales de
proteinas llevan a cabo todos los procesos complejos de la vida, desde la fotosintesis hasta la transduccion de sefial
y la respuesta inmune. Para estudiar y modificar la estructura y la funcién de las proteinas, los cientificos han
intentado manipular tanto el codigo genético como la secuencia aminoacida de proteinas. Sin embargo, ha sido
complicado eliminar las limitaciones impuestas por el cddigo genético, que limita las proteinas a veinte unidades
estructurales estdndares genéticamente codificadas, con la rara excepcion de la selenocisteina (véase, por ejemplo,
A. Bock et al., (1991), Molecular Microbiology 5: 515 — 20) y la pirrolisina (véase, por ejemplo, G. Srinivasa, et al.,
(2002), Science 296: 1459 — 62).

[0003] Se han realizado algunos progresos para eliminar estas limitaciones, aunque este progreso es limitado, y la
capacidad de controlar racionalmente la estructura y la funcién de proteinas esta todavia sin desarrollar. Por
ejemplo, algunos quimicos han desarrollado métodos y estrategias para sintetizar y manipular las estructuras de
moléculas pequefias (véase, por ejemplo, E. J. Corey, & X. - M. Cheng, The logic of chemical synthesis (Wiley —
Interscience, New York, 1995)). La sintesis total (véase, por ejemplo, B. Merrifield, (1986), Science 232: 341 — 7
(19686)), y las metodologias semisintéticas (véanse, por ejemplo, D. Y. Jackson et al., (1994) Science 266: 243 — 7,
y P. E. Dawson, & S. B. Kent, (2000), Annual Review of Biochemistry 69: 923 — 60), han hecho posible sintetizar
péptidos y proteinas pequefias, pero estas metodologias tienen utilidad limitada respecto a las proteinas de unos 10
kilo daltons (kDa). Los métodos de mutagénesis, aunque potentes, se limitan a un nimero restringido de cambios
estructurales. En diversos casos, ha sido posible incorporar competitivamente analogos de aminoacidos comunes
estructuralmente cercanos mediante proteinas. Véanse, por ejemplo, R. Further, (1998), Protein Science 7: 419 — 26;
K. Kirshenbaum, et al., (2002), ChemBioChem 3: 235 — 7; y V. Doring et al., (2001), Science 292: 501 — 4.

[0004] En un intento de expandir la capacidad de manipular la funcién y la estructura de proteinas, se han
desarrollado métodos in vitro que utilizan ARNts ortogonales acilados quimicamente que permiten a los aminoacidos
no naturales incorporarse selectivamente en respuesta a un codén antisentido, in vitro (véase, por ejemplo, J. A.
Ellman, et al., (1992), Science 255: 197 — 200). Los aminoacidos con nuevas estructuras y propiedades fisicas se
incorporaron selectivamente a proteinas para estudiar el plegamiento y la estabilidad proteicos y el reconocimiento y
la catalisis biomolecular. Véase, por ejemplo, D. Mendel, et al., (1995), Annual Review of Biophysics and
Biomolecular Structure 24: 435 - 462; y, V. W. Cornish, et al. (Mar. 31, 1995), Angewandte Chemie - International
Edicién en Inglés 34: 621 — 633. Sin embargo, la naturaleza estoicométrica de este proceso ha limitado severamente
la cantidad de proteina que podria generarse.

[0005] Los aminoacidos no naturales se microinyectaron en células. Por ejemplo, se introdujeron aminoacidos no
naturales en el receptor nicotinico de acetilcolina en oocitos de Xenopus (por ejemplo, M. W. Nowak, et al., (1998), In
vivo incorporation of unnatural amino acids into ion channels in Xenopus oocyte expression system, Method
Enzymol. 293: 504 — 529) mediante la microinyeccion de un ARNt disaminoacilado quimicamente de Tetrahymena
thermophila (por ejemplo, M. E. Saks, et al., (1996), An engineered Tetrahymena tRNAGIn for in vivo incorporation of
unnatural amino acids into proteins by nonsense suppression, J. Biol. Chem. 271: 23169 — 23175), y el ARNm
relevante. Esto ha permitido estudios biofisicos detallados del receptor en oocitos mediante la introduccion de
aminoacidos que incluyen cadenas laterales con propiedades fisicas o quimicas Unicas. Véase, por ejemplo, D. A.
Dougherty (2000), Unnatural amino acids as probes of protein structure and function, Curr. Opin. Chem. Biol. 4: 645
— 652. Desafortunadamente, esta metodologia se limita a proteinas en células que pueden microinyectarse y, debido
a que el ARNt relevante es acilado quimicamente in vitro y no puede reacetilarse, los rendimientos de las proteinas
son muy bajos.

[0006] Para superar estas limitaciones, se afiadieron nuevos componentes a la maquinaria biosintética de la
proteina del organismo procariota Escherichia coli (E. coli) (por ejemplo, L. Wang, et al., (2001), Science 292: 498 —
500) que permitieron la codificacion genética de aminoacidos no naturales in vivo. Se afiadieron eficientemente y con
alta fidelidad numerosos aminoacidos nuevos con propiedades quimicas, fisicas o biolégicas nuevas, incluyendo
marcadores de fotoafinidad y aminoacidos fotoisomerizables, cetoaminoacidos y aminoacidos glicosilados a
proteinas de E. coli en respuesta al codon &mbar, TAG, utilizando esta metodologia. Véanse, por ejemplo, J. W.
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Chin et al., (2002), Journal of the American Chemical Society 124: 9026 — 9027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002),
ChemBioChem 11: 1135 — 1137; J. W. Chin, et al., (2002), PNAS United States of America 99: 11020 — 11024; y L.
Wang, & P. G. Schultz, (2002), Chem. Comm. 1 — 10. Sin embargo, la maquinaria translacional de procariotas y
eucariotas no se conserva muy bien; por lo tanto, los componentes de la maquinaria biosintética afiadida a E. coli no
pueden utilizarse a menudo para incorporar especificamente en el sitio aminoacidos no naturales en proteinas de
células de vertebrados. Por ejemplo, el par tirosil - ARNt sintetasa / ARNt de Methanococcus jannaschii que se
utilizé, en E. coli no es ortogonal en las células de vertebrados. Ademas, la transcripcion de ARNt en eucariotas,
pero no en procariotas, se lleva a cabo por ARN polimerasa lll, y esto supone restricciones en la secuencia primaria
de los genes estructurales del ARNt que pueden transcribirse en células de vertebrados. Ademas, a diferencia de las
células procariotas, los ARNts en las células de vertebrados necesitan exportarse desde el nucleo, donde se
transcriben, hasta el citoplasma, para funcionar en la traduccién. Finalmente, el ribosoma 80S del vertebrado es
diferente del ribosoma 70S procariético. Por lo tanto, es necesario desarrollar componentes mejorados de la
maguinaria biosintética para expandir el codigo genético en vertebrados. La presente invencion cubre tanto esta
como otras necesidades, como se vera reflejado en el andlisis de la presente divulgacion.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] La invencion proporciona células de vertebrados, en las que la célula de vertebrado no es una célula madre
embrionaria humana o una célula humana in vivo, con componentes de traduccion, por ejemplo, pares de aminoacil
— ARNI sintetasas ortogonales (O — RSs) y ARNts ortogonales (O — tRNAs con una secuencia como la descrita en la
SEC ID N° 87) y componentes individuales de los mismos, que se emplean en la maquinaria biosintética de las
proteinas de vertebrados para incorporar un aminoécido no natural en una cadena polipeptidica cultivada en una
célula de vertebrado.

[0008] Las composiciones de la invencion incluyen una célula de vertebrado (por ejemplo, una célula de mamifero,
una célula aviar, una célula de pez, una célula de reptil, una célula de anfibio, células derivadas de animales no
mamiferos, etc.) que comprende una aminoacil — ARNt sintetasa ortogonal (O — RS) (por ejemplo, derivada de un
organismo no vertebrado, como Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus, etc.), en la que la O — RS aminoacila,
preferentemente, al ARNt ortogonal con una secuencia como la descrita en la SEC ID N° 87 (O — tRNA) con, al
menos, un aminoacido no natural en la célula de vertebrado. Opcionalmente, pueden aminoacilarse dos o méas O -
tRNAs en una célula de vertebrado dada. En un aspecto, una O — RS aminoacila una O — tRNA con el amino&cido
no natural, por ejemplo, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 75
%, al menos un 80 % o incluso un 90 % o mas tan eficazmente como lo hace una O — RS con una secuencia
aminoacida, como se describe, por ejemplo, en la SEC ID N° 86 o 45. En una realizacion, una O — RS de la
divulgacion aminoacila el O — tRNA con el aminoacido no natural, por ejemplo, al menos 10 veces, al menos 20
veces, al menos 30 veces, etc. mas eficientemente que la O — RS aminoacila el O — tRNA con un aminoéacido
natural.

[0009] En una realizacion, la O — RS o una parte de la misma esté codificada por una secuencia polinucleétida
como se describe en cualquiera de las SECs ID N° 3 — 35, 0 una secuencia polinucledtida complementaria de la
misma. En otra realizacion, la O — RS comprende una secuencia aminoacida como la descrita en cualquiera de las
SECs ID N° 36 — 63, y / o la 86, 0 una variacion conservadora de la misma. En otra realizacién, la O — RS
comprende una secuencia aminoacida que es, por ejemplo, idéntica en, al menos, el 90 %, al menos el 95 %, al
menos el 98 %, al menos el 99 % o, al menos, el 99,5 % o mas, a la de una tirosil aminoacil — ARNt sintetasa natural
(TyrRS) y comprende dos o0 mas aminoécidos de los grupos A — E. El grupo A incluye valina, isoleucina, leucina,
glicina, serina, alanina o treonina en una posicion correspondiente a Tyr37 de una TyrRS de E. coli. El grupo B
incluye aspartato en una posicion correspondiente a Asn126 de una TyrRS de E. coli. El grupo C incluye treonina,
serina, arginina, asparagina o glicina en una posicion correspondiente a Asp182 de una TyrRS de E. coli. El grupo D
incluye metionina, alanina, valina o tirosina en una posicién correspondiente a Phel83 de una TyrRS de E. coli. El
grupo E incluye serina, metionina, valina, cisteina, treonina o alanina en una posicion correspondiente a Leul86 de
una TyrRS de E. coli.

[0010] En otra realizacion, la O — RS tiene una 0 mas propiedades enzimaticas aumentadas o mejoradas para los
aminoacidos no naturales en comparacion a un aminodcido natural. Por ejemplo, las propiedades aumentadas o
mejoradas para el aminoacido no natural en comparacion a un aminoacido natural incluyen, por ejemplo, un Km mas
alto, un Km mas bajo, un kcat mas alto, un kcat mas bajo, un kcat / km mas bajo, un kcat / km mas alto, etc.

[0011] La célula de vertebrado también incluye, opcionalmente, aminoacido (s) no natural (es). La célula de
vertebrado también incluye un ARNt ortogonal (O — tRNA) con una secuencia como la descrita en la SEC ID N° 87,
en la que el O — tRNA reconoce un coddn selectivo y se aminoacila, preferentemente, con el aminoacido no natural
mediante la O — RS. En un aspecto, el O — tRNA regula la incorporacion del aminoacido no natural en una proteina
en, por ejemplo, al menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 % o el 99 % o la eficacia de un ARNt que comprende 0 se procesa en una célula
procedente de una secuencia polinucleétida como la descrita en la SEC ID N° 65.

[0012] En otra realizacion, la célula de vertebrado comprende un acido nucleico que comprende un polinucleétido
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que codifica un polipéptido de interés, en el que el polinucleétido comprende un codén selectivo reconocido por el O
— tRNA. En un aspecto, el rendimiento del polipéptido de interés que comprende los aminoacidos no naturales es de,
por ejemplo, al menos 2,5 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 40 %, 50 % o
mas, del obtenido con el polipéptido natural de interés procedente de una célula en la que el polinucleétido carece de
codon selectivo. En otro aspecto, la célula produce el polipéptido de interés en ausencia del aminoacido no natural,
con un rendimiento que es, por ejemplo, menor del 35 %, menor del 30 %, menor del 20 %, menor del 15 %, menor
del 10 %, menor del 5 %, menor del 2,5 %, etc. del rendimiento del polinucleétido en presencia del aminoacido no
natural.

[0013] Lainvencién también proporciona una célula de vertebrado que comprende una aminoacil — ARNt sintetasa
ortogonal (O — RS), un ARNt ortogonal (O — tRNA con una secuencia como la descrita en la SE ID N° 87), un
aminoacido no natural y un acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés. El
polinucleétido comprende un codon selectivo reconocido por el O — tRNA. Ademas, la O — RS aminoacila,
preferentemente, el ARNt ortogonal (O — tRNA) con el aminoacido no natural en la célula de vertebrado, y la célula
produce el polipéptido de interés en ausencia del aminoacido no natural, con un rendimiento que es, por ejemplo,
menor del 30 %, menor del 20 %, menor del 15 %, menor del 10 %, menor del 5 %, menor del 2,5 %, etc. del
rendimiento del polipéptido en presencia del aminoacido no natural.

[0014] Las composiciones que incluyen una célula de vertebrado que comprenden un ARNt ortogonal (O — tRNA
con una secuencia como la descrita en la SEC ID N° 87) también son una caracteristica de la invencion.
Normalmente, el O — tRNA regula la incorporacién de un aminoacido no natural en una proteina que se codifica por
un polinucledtido que comprende un coddn selectivo reconocido por el O — tRNA in vivo. En una realizacion, el O —
tRNA regula la incorporaciéon del aminoacido no natural en la proteina con, por ejemplo, al menos el 45 %, al menos
el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o incluso el 99
% o0 mas de la eficacia de un ARNt que comprende o se procesa en una célula procedente de una secuencia
polinucleétida como la descrita en la SEC ID N° 65.

[0015] En un aspecto de la presente divulgaciéon, el O — tRNA se modifica post — transcripcionalmente. La
divulgacion también proporciona un &cido nucleico que codifica un O — tRNA en una célula de vertebrado, o un
polinucleétido complementario del mismo. En una realizacion, el &cido nucleico comprende una caja A y una caja B.

[0016] La invencion también proporciona métodos para producir, en una célula de vertebrado, al menos, una
proteina que comprende, al menos, un aminoacido no natural (asi como proteinas producidas por dichos métodos).
Los métodos incluyen, por ejemplo, el cultivo en un medio apropiado de una célula de vertebrado que comprende un
acido nucleico que incluye, al menos, un cododn selectivo y codifica la proteina. La célula de vertebrado también
comprende un ARNt ortogonal con una secuencia como la descrita en la SEC ID N° 87 u 88 (O — tRNA) que funciona
en la célula y reconoce el codén selectivo y una aminoacil — ANRt sintetasa ortogonal (O — RS) que aminoacila,
preferentemente, el O — tRNA con el aminoacido no natural, y el medio comprende un aminoacido no natural. En una
realizacién, la O — RS aminoacila el O — tRNA con el aminoacido no natural por ejemplo, al menos el 45 %, al menos
el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o incluso el 99
% o0 mas tan eficientemente como lo hace una O — RS que tiene una secuencia aminoacida, por ejemplo, como la
descrita en la SEC ID N° 86 o 45. En otra realizacion, la O — RS comprende una secuencia aminoacida como la
descrita en cualquiera de las SECs ID N° 36 — 63y / 0 la 86.

[0017] En ciertas realizaciones, la proteina codificada comprende una proteina terapéutica, una proteina de
diagndstico, una enzima industrial o una parte de las mismas. En una realizacion, la proteina producida mediante el
método se modifica, ademas, mediante un aminoacido no natural. Por ejemplo, el aminoacido no natural se modifica
mediante, por ejemplo, una reaccién nucleofilica — electrofilica, cicloadicién [3 + 2], etc. En otra realizacion, la
proteina producida mediante el método se modifica por, al menos, una modificacion post translacional (por ejemplo,
N — glicosilacién, O — glicosilacion, acetilacion, acilacién, modificacion lipidica, palmitolacién, adicion de palmitato,
fosforilacion, modificacion del enlace glicolipidico y similares) in vivo.

[0018] En algunas realizaciones, las composiciones y métodos de la invencion incluyen células de vertebrados.
Una célula de vertebrado de la invencion incluye cualquiera entre, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula
de levadura, una célula de hongo, una célula de planta, una célula de insecto, etc. en la que la célula no es una
célula madre no embrionaria humana o una célula humana in vivo. Los componentes de traduccién de la invencién
pueden derivarse de numerosos organismos como, por ejemplo, organismos no vertebrados, como un organismo
procariotico (por ejemplo, E. coli, Bacillus steatothermophilus o similares), o una arqueobacteria, o, por ejemplo, un
organismo vertebrado.

[0019] Un coddn selectivo de la invencion expande la estructura del codén genético de la maquinaria biosintética
de la proteina del vertebrado. Pueden utilizarse numerosos codones selectivos en la invencion, incluyendo codones
de terminacién (por ejemplo, un codén ambar, un codén ocre o un codén de terminacién 6palo), codones sin sentido,
codones raros, codones de cuatro (o mas) bases y / o similares.

[0020] Algunos ejemplos de aminoacidos no naturales que pueden emplearse en las composiciones y métodos
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descritos en la presente incluyen (de manera no limitante): una p — acetil — L — fenilalanina, una p — yodo — L —
fenilalanina, una O — metil — L — tirosina, una p — propargiloxi — fenilalanina, una p — propargil — fenilalanina, una L —
3 — (2 — nattil) alanina, una 3 — metil — fenialalanina, una O — 4 — alil — L — tirosina, una 4 — propil — L — tirosina, una tri
— O — acetil — GIcNAc — serina, una L — Dopa, una fenialalanina fluorinada, 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 — bromofenilalanina, una p — amino — L — fenilalanina, una isopropil — L —
fenilalanina, un analogo no natural de un aminoacido tirosina; un analogo no natural de un aminoacido glutamina; un
analogo no natural de un aminoacido fenilalanina; un analogo no natural de un aminoacido serina; un analogo no
natural de un aminoacido treonina; un alquilo, arilo, acilo, azido, ciano, halo, hidracina, hidracida, hidroxilo, alquenilo,
alquinilo, éter, tiol, sulfonil, seleno, éster, tioacido, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico, enona,
imina, aldehido, hidroxilamina, ceto, o aminoacido amino sustituido, o cualquier combinacion de los mismos; un
aminoacido con un reticulador fotoactivable; un aminoacido marcado en spin; un aminoécido fluorescente; un
aminoacido de unién a metales; un aminoacido con metal; un aminoacido radioactivo; un aminoéacido fotocargado y /
o fotoisomerizable; un aminoacido con biotina o un analogo de biotina; un aminoacido con ceto; un aminoacido con
polietilenglicol o poliéter; un aminoacido sustituido por un atomo pesado; un aminoacido quimicamente escindible o
fotoescindible; un aminoacido con una cadena lateral alargada; un aminoacido con un grupo téxico; un aminoacido
sustituido con azlcar; un aminoacido con azUlcar con enlaces carbono; un aminoacido redox activo; un aminoacido
con a — hidroxi; un aminotioacido; un aminoacido disustituido con a, a; un aminoacido ; un aminoacido ciclico
diferente de prolina o histidina, un aminoacido aromatico diferente de fenilalanina, tirosina o triptéfano, y / o similares.

[0021] Se describen en la presente polipéptidos (O — RS) y polinucleétidos, por ejemplo polinucleétidos de O —
tRNAs que codifican O — Rss o partes de las mismas (por ejemplo, el sitio activo de la sintetasa), oligonucledtidos
utilizados para construir mutantes de aminoacil — ARNt sintetasa, polinucledtidos que codifican una proteina o un
polipéptido de interés que comprende uno o mas codones selectivos, etc. Por ejemplo, un polinucleétido incluye un
polipéptido que comprende una secuencia aminoacida como la descrita en cualquiera de las SECs ID N° 36 — 63 y /
o la 86, un polipéptido que comprende una secuencia aminoacida codificada por una secuencia polinucleotida como
la descrita en cualquiera de las SECs ID N° 3 — 35, y un polipéptido que es inmunoreactivo especificamente con un
anticuerpo especifico de un polipéptido que comprende una secuencia aminoacida como se muestra en cualquiera
de las SECs ID N° 36 — 63 y / 0 la 86, 0 un poliepéptido que comprende una secuencia aminoécida codificada por
una secuencia polinucleétida como se muestra en cualquiera de las SECs ID N° 3 — 35.

[0022] También se incluye entre los polipéptidos descritos en la presente un polipéptido que comprende una
secuencia aminoacida que es indéntica en, al menos, el 90 % a la tirosil aminoacil — ARNt sintetasa (TyrRS) natural
(por ejemplo la SEC ID N° 2) y comprende dos 0 mas aminoacidos de los grupos A - (descritos anteriormente). De
manera similar, los polipéptidos también incluyen, opcionalmente, un polipéptido que comprende, al menos, 20
aminoacidos contiguos a cualquiera de las SECs ID N° 36 — 63 y / o la 86, y dos 0 més sustituciones aminoéacidas
como de indica anteriormente en los grupos A — E. También se incluye como polipéptido de la invencion una
secuencia aminoacida que comprende una variacién conservadora de cualquiera de los polipéptidos anteriores.

[0023] Los kits también son una caracteristica de la invencién. Por ejemplo, se presenta un kit para producir una
proteina que comprende, al menos, un aminoacido no natural en una célula, que incluye un depdsito con una
secuencia polinucledtida como la descrita en la SEC ID N° 87 u 88. En una realizacion, el kit incluye, ademas, al
menos un aminoacido no natural. En otra realizacion, el kit comprende, ademas, materiales informativos de
ensefianza para producir la proteina.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0024]
La Figura 1 muestra la expresion incrementada de hGH utilizando el ARNt hibrido.

DESCRIPCION DETALLADA

[0025] Antes de describir detalladamente la presente invencion, cabe sefialar que esta invencion no se limita a
dispositivos particulares o sistemas bioldgicos, que pueden, por supuesto, variar. También cabe destacar que la
terminologia empleada en la presente tiene el objetivo de describir Unicamente realizaciones particulares, y no
pretende ser limitante. Las formas singulares “un”, “una”, “el”’ y “la” utilizadas en este especificaciéon asi como en las
reivindicaciones, incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto,
por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una combinacion de dos o mas células; la referencia a “bacteria”

incluye mezclas de bacterias, y similares.

[0026] A menos que se defina lo contrario en la presente o en la parte restante de la especificacion, todos los
términos técnicos y cientificos empleados en la presente tienen el mismo significado que el entendido por cualquier
experto en la disciplina a la que pertenece la invencion.

[0027] Homédlogo: Las proteinas y / o secuencias de proteinas son “homélogas” cuando derivan, natural o
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artificialmente, de una proteina o secuencia de proteina comun ancestral. De manera similar, los acidos nucleicos y /
0 secuencias de acido nucleico son homoélogas cuando derivan, natural o artificialmente, de un acido nucleico o
secuencia de acido nucleico comun ancestral. Por ejemplo, un acido nucleico natural puede modificarse mediante
cualquier método de mutagénesis disponible para incluir uno o mas codones selectivos. Cuando se expresa, este
acido nucleico mutagenizado codifica un polipéptido que comprende uno o mas aminoacidos no naturales. El
proceso de mutacion puede, por supuesto, alterar adicionalmente uno o mas codones estandares, cambiando asi
uno 0 mas aminoacidos estandar en la proteina mutante resultante. La homologia se deduce, generalmente, de la
similitud de secuencia entre dos 0 mas acidos nucleicos o proteinas (0 secuencias de los mismos). El porcentaje
exacto de similitud entre secuencia Util para establecer la homologia varia con el acido nucleico y la proteina, pero
se utiliza una similitud de secuencia rutinaria del 25 % para establecer la homologia. También pueden utilizarse para
establecer la homologia niveles de similitud de secuencia mas altos, por ejemplo del 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 %, 99 % o més. Se describen en la presente métodos generalmente disponibles para determinar los
porcentajes de similitud de secuencia (por ejemplo, BLAST y BLASTN utilizando parametros por defecto).

[0028] Ortogonal: El término “ortogonal” utilizado en la presente se refiere a una molécula (por ejemplo, un ARNt
ortogonal (O — tRNA) y / 0 a una aminoacil — ARNt sintetasa ortogonal (O — RS)) que funciona con componentes
enddgenos de una célula con eficacia reducida en comparacién a la molécula correspondiente enddgena a la célula
o al sistema de traduccién, o que rechaza funcionar con componentes enddgenos de la célula. En el contexto de
ARNIts y aminoacil — ARNt sintetasas, ortogonal se refiere a incapacidad o a eficacia reducida, por ejemplo, eficaz en
menos del 20 %, menos del 10 %, menos del 5 % o menos del 1 % de un ARNt ortogonal para funcionar con una
ARNIL sintetasa enddgena en comparacion a un ARNt enddgeno para funcionar con la ARNt sintetasa enddgena, o
de una amioacil — ARNt sintetasa ortogonal para funcionar con un ARNt enddégeno en comparacion a una ARNt
sintetasa enddgena para funcionar con el ARNt endégeno. La molécula ortogonal carece de molécula funcional
complementaria endégena en la célula. Por ejemplo, un ARNt ortogonal en una célula es aminoacilado por cualquier
RS enddgena de la célula con eficacia reducida o incluso cero, en comparacion a la aminoacilacion de un ARNt
enddgeno por la RS enddgena. En otro ejemplo, una RS ortogonal aminoacila cualquier ARNt enddégeno en una
célula de interés con eficacia reducida o incluso cero, en comparacion a la aminoacilacion de ARNt enddgeno por la
RS enddgena. Una segunda molécula ortogonal puede introducirse en la célula que funciona con la primera
molécula ortogonal. Por ejemplo, un par ARNt / RS ortogonal incluye componentes introducidos
complementariamente que funcionan juntos en la célula con una eficacia (por ejemplo, con una eficacia del 50 %, el
60 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 90 %, el 95 %, el 99 % o més) a la de un par ARNt / RS endbgeno
correspondiente.

[0029] Complementario: El término “complementario” se refiere a componentes de un par ortogonal, O —tRNA y O
— RS que pueden funcionar juntos, por ejemplo, cuando la O — RS aminoacila el O — tRNA.

[0030] Aminoacila, preferentemente: El término “aminoacila, preferentemente” se refiere a una eficacia de, por
ejemplo, el 70 %, el 75 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 99 % o mas, en la que una O — RS aminoacila un O — tRNA
con un aminoacido no natural en comparacion a la O — RS aminoacilando un ARNt natural o un material de inicio
empleado para generar el O — tRNA. El aminoacido no natural se incorpora a la cadena polipeptidica en el cultivo
con alta fidelidad, por ejemplo, superior al 75 % de eficacia para un coddn selectivo dado, superior al 80 % de
eficacia para un coddn selectivo dado, superior al 90 % de eficacia para un codon selectivo dado, superior al 95 %
de eficacia para un codon selectivo dado, superior al 99 % o mas de eficacia para un codon selectivo dado.

[0031] Codon selectivo: El término “coddn selectivo” se refiere a codones reconocidos por el O — tRNA en el
proceso de traduccién y no reconocidos por un ARNt enddgeno. El lazo anticodon de O — tRNA reconoce el codén
selectivo en el ARNm e incorpora sus aminoéacidos, por ejemplo, un aminoacido no natural, en este sitio del
polipéptido. Los codones selectivos puede incluir, por ejemplo, codones antisentido, como, codones de terminacion,
por ejemplo codones ambar, ocre y 6palo; codones de cuatro o0 mas bases; codones raros; codones derivados de
pares de bases naturales o no y / o similares.

[0032] ARNt supresor: Un ARNt supresor es un ARNt que altera la lectura de un ARN mensajero (ARNm) en un
sistema de traduccion dado, por ejemplo, proporcionando un mecanismo para incorporar un aminoacido en una
cadena polipéptida en respuesta a un codon selectivo. Por ejemplo, un ARNt supresor puede leer a través de, por
ejemplo, un coddn de terminacion, un codén de cuatro bases, un codon raro y / o similares.

[0033] ARNt reciclable: El término “ARNt reciclable” se refiere a un ARNt que esta aminoacilado y puede
reaminoacilarse repetidamente con un aminoacido (por ejemplo un aminoacido no natural) para la incorporacion del
aminoacido (por ejemplo el aminoacido no natural) en una o mas cadenas polipeptidicas durante la traduccion.

[0034] Sistema de traduccién: El término “sistema de traduccion” se refiere al conjunto de componentes que
incorporan un aminodacido natural en una cadena polipéptida cultivada (proteina). Los componentes de un sistema
de traduccion pueden incluir, por ejemplo, ribosomas, ARNts, sintetasas, ARNm, aminoacidos y similares. Los
componentes de la invencién (por ejemplo, O — RS, O — tRNAs, aminodcidos no naturales, etc) pueden afiadirse a
un sistema de traduccion in vitro o in vivo como, por ejemplo, una célula de vertebrado, por ejemplo una célula de
levadura, una célula de mamifero, una célula de planta, una célula de alga, una célula de hongo, una célula de
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insecto y / o similares.

[0035] Aminoacido no natural: El término “aminoacido no natural” utilizado en la presente se refiere a cualquier
aminoécido, aminoacido modificado y / o analogo de aminoacido que no es uno de los 20 amino&cidos esenciales
naturales, seleno cisteina o pirrolisina.

[0036] Derivado de: El término “derivado de” utilizado en la presente se refiere a un componente que es aislado de
0 hecho utilizando informacion de una molécula u organismo especificos.

[0037] RS inactiva: El término “RS inactiva” utilizado en la presente se refiere a una sintetasa que ha sido mutada
de manera que no puede aminoacilar mas su ARNt semejante natural con un aminoacido.

[0038] Marcador de seleccion o cribado positivo: El término “marcador de seleccion o cribado positivo” utilizado en
la presente se refiere a un marcador que, cuando esta presente, por ejemplo, expresado, activado o similares, da
como resultado la identificacion de una célula con el marcador de seleccion positiva de aquellos sin el marcador de
seleccién positiva .

[0039] Marcador de seleccion o cribado negativo: El término “marcador de seleccién o cribado negativo” utilizado
en la presente se refiere a un marcador que, cuando esta presente, por ejemplo, expresado, activado o similares,
permite la identificacion de una célula que no posee la propiedad deseada (por ejemplo en comparacion a una célula
que si posee la propiedad deseada).

[0040] Indicador: El término “indicador” utilizado en la presente se refiere a un componente que puede utilizarse
para seleccionar componentes diana de un sistema de interés. Por ejemplo, un indicador puede incluir un marcador
fluorescente (por ejemplo, proteina verde fluorescente), un marcador luminiscente (por ejemplo, una proteina
luciferasa “firefly”), un marcador basado en afinidad, o genes marcadores de seleccion como his3, ura3, leu2, lys2,
lacZ, B — gal / lacZ (B-galactosidasa), Adh (alcohol deshidrogenasa) o similares.

[0041] Vertebrado: El término “vertebrado” utilizado en la presente se refiere a organismos que pertenecen al
dominio Eucarya como animales, por ejemplo mamiferos, reptiles, aves, etc.

[0042] No eucariota: El término “no eucariota” utilizado en la presente se refiere a organismos no vertebrados. Por
ejemplo, un organismo no vertebrado puede pertenecer al dominio filogenético de las Eubacterias (por ejemplo
Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus, etc.), o al dominio filogenético de las
Arqueobacterias (por ejemplo, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium
como las especies NRC - | Haloferax volcanii y Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus,
Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix.

[0043] Anticuerpo: El término “anticuerpo” utilizado en la presente incluye, de manera no limitante, un polipéptido
sustancialmente codificado por el / los gen o genes de la inmunoglobulina o fragmentos del mismo, que se une
especificamente y reconoce un analito (antigen). Algunos ejemplos incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales,
guiméricos y monocatenarios, y similares. Los fragmentos de inmunoglobulinas, incluyendo los fragmentos Fab y los
fragmentos producidos por una biblioteca de expresion, incluyendo la manifestacion del fago, también se incluyen en
el término “anticuerpo” utilizado en la presente. Véase, por ejemplo, Paul, Fundamental Immunology, 42 Ed., 1999,
Raven Press, New York, para la estructura y terminologia sobre anticuerpos.

[0044] Variante conservadora: El término “variante conservadora” se refiere a un componente de la traduccion, por
ejemplo una variante conservadora de O — tRNA o0 una variante conservadora de O — RS, que actla funcionalmente
como el componente en el que se basa la variante conservadora, por ejemplo un O — tRNA o una O — RS, pero tiene
variaciones en la secuencia. Por ejemplo, una O — RS aminoacilara un O — tRNA complementario 0 una variante
conservadora de O — tRNA con un aminoacido no natural, aunque el O — tRNA y la variante conservadora de O —
tRNA no tengan la misma secuencia. La variante conservadora puede tener, por ejemplo, una variacién, dos
variaciones, tres variaciones, cuatro variaciones, 0 cinco 0 mas variaciones en la secuencia, siempre y cuando la
variante conservadora sea complementaria al O —tRNA o a la O — RS correspondientes.

[0045] Agente de seleccion o de cribado: El término “agente de seleccion o cribado” utilizado en la presente se
refiere a un agente que, cuando esta presente, permite la selecciéon / cribado de ciertos componentes de una
poblacién. Por ejemplo, un agente de seleccién o cribado incluye, de manera no limitante, por ejemplo un nutriente,
un antibiotico, una longitud de onda de luz, un anticuerpo, un polinucleétido expresado (por ejemplo una proteina
moduladora transcripcional), o similares. El agente de seleccién puede variar, por ejemplo, por la concentracion, la
intensidad, etc.

[0046] Sustancia detectable: El término “sustancia detectable” utilizado en la presente se refiere a un agente que,
cuando esta activo, alterado, expresado o similares, permite la seleccién / cribado de ciertos componentes de una
poblacién. Por ejemplo, la sustancia detectable puede ser un agente quimico, por ejemplo, acido 5 — fluorético (5 —
FOA) que, en ciertas condiciones, por ejemplo la expresién de un indicador URA3, se vuelve detectable, por ejemplo
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un producto téxico que mata las células que expresan el indicador URAS.

[0047] La capacidad de modificar genéticamente las estructuras de proteinas directamente en células de
vertebrados, mas alla de las limitaciones quimicas impuestas por el cédigo genético, proporcionaria una potente
herramienta molecular para sondear y manipular procesos celulares. La invencién proporciona componentes de
traducciéon que expanden el nimero de aminoacidos genéticamente codificados en células de vertebrados. Estos
incluyen ARNts (por ejemplo ARNts ortogonales (O — tRNASs)), aminoacil — ARNt sintetasas (por ejemplo sintetasa
ortogonal (O — RS)), pares de O —tRNA / O — RSs y aminoacidos naturales.

[0048] Tipicamente, los O — tRNAs de la invencion se expresan y procesan eficazmente, y funcionan en la
traducciéon en una célula de vertebrado, pero no se aminoacilan significativamente por las aminoacil — ARNt
sintetasas del huésped. En respuesta a un codon selectivo, un O — tRNA de la invencién emite un aminoacido no
natural que no codifica ninguno de los veinte aminoacidos esenciales, a una cadena polipéptida cultivada durante la
traduccién de ARNm.

[0049] Una O — RS aminoacila, preferentemente, un O — tRNA de la invencion con un aminoacido no natural en
una célula de vertebrado, pero no aminoacila ninguno de los ARNts de huésped citoplasmatico. Ademas, la
especificidad de una aminoacil — ARNt sintetasa presenta la aceptacion de un aminoacido no natural mientras
excluye cualquier aminoacido endégeno. También se describen en la presente polipéptidos que incluyen secuencias
aminoéacidas de O — RSs, o partes de las mismas. Ademas, también se describen en la presente polinucleétidos que
codifican componentes de traduccién, O —tRNAs, O — RSs y partes de los mismos.

[0050] La invencion también proporciona los métodos para producir una proteina en una célula de vertebrado,
donde la proteina comprende un aminoacido no natural. La proteina se produce empleando los componentes de
traduccion de la invencion.

[0051] También son una caracteristica de la invencion los kits para producir una proteina o un polipéptido con un
amino&cido no natural.

Aminoacil — ARNt sintetasas ortogonales (O — RS)

[0052] Para incorporar especificamente un aminoacido no natural en una proteina o polipéptido de interés en una
célula de vertebrado, la especificidad del sustrato de la sintetasa se altera de manera que solo el aminoacido no
natural, pero no ninguno de los 20 aminoacidos esenciales, estan cargados al ARNt. Si la sintetasa ortogonal es
promiscua, dara como resultado proteinas mutantes con una mezcla de aminoacidos naturales y no naturales en la
posicion diana. La invencién proporciona las composiciones de, y los métodos para, producir aminoacil — ARNt
sintetasas ortogonales que tienen especificidad de sustrato modificada para un aminoacido no natural especifico.

[0053] Se describe una célula o linea celular de un vertebrado que incluye una aminoacil — ARNt sintetasa
ortogonal (O — RS). La O — RS aminoacila, preferentemente, un ARNt ortogonal con una secuencia como la
establecidad en la SEC ID N° 87 (O — tRNA) con un aminoacido no natural en la célula de vertebrado. En algunas
realizaciones, la O — RS emplea mas de un aminoacido no natural, por ejemplo dos o mas, tres 0 mas, etc. Por lo
tanto, una O — RS de la divulgacion puede tener la capacidad de aminoacilar, preferentemente, un O — tRNA con una
secuencia como la establecida en la SEC ID N° 87 con diferentes amino4cidos naturales. Esto permite un nivel de
control adicional seleccionando qué amino&cidos no naturales o qué combinacion de aminoacidos no naturales se
van a introducir en la célula y / o seleccionando las diferentes cantidades de aminoéacidos no naturales que se van a
introducir en la célula para su incorporacion.

[0054] Una O - RS tiene, opcionalmente, una o mas propiedades aumentadas o mejoradas para el aminoacido no
natural en comparacion a un aminoacido natural. Estas propiedades incluyen, por ejemplo, un Km més alto, un Km
mas bajo, un kcat mas alto, un kcat mas bajo, un kcat / km mas bajo, un kcat / km més alto, etc. para el aminoéacido
no natural en comparacion a un aminodacido natural, por ejemplo, uno de los 20 aminoacidos esenciales conocidos.

[0055] Opcionalmente, la O — RS puede presentarse en la célula de vertebrado mediante un polipéptido que
incluye una O — RS y / 0 mediante un polinucledtido que codifica una O — RS o una parte de la misma. Por ejemplo,
una O — RS o una parte de la misma, se codifica mediante una secuencia polinucleétida como la descrita en
cualquiera de las SECs ID N° 3 — 35 o una secuencia polinucleétida complementaria de las mismas. En otro ejemplo,
una O — RS comprende una secuencia aminoacida como la descrita en cualquiera de las SECs ID N° 36 - 63y /o la
86, 0 una variacion conservadora de las mismas. Véanse, por ejemplo, las Tablas 5, 6 y 8 y el Ejemplo 6 descritos
en la presente para las secuencias de moléculas de O — RS ejemplares.

[0056] Una O — RS también puede incluir una secuencia aminoacida que es idéntica en, por ejemplo, al menos el
90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o, incluso, al menos el 99,5 % a la de una tirosil
aminoacil — ARNt sintetasa natural (TyrRS) (por ejemplo, como la descrita en la SEC ID N° 2) y comprende dos o
mas aminoacidos del grupo A — E. El grupo A incluye valina, isoleucina, leucina, glicina, serina, alanina o treonina en
una posicién correspondiente a Tyr37 de una TyrRS de E. coli. El grupo B incluye aspartato en una posicion
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correspondiente a Asn126 de una TyrRS de E. coli. El grupo C incluye treonina, serina, arginina, asparagina o glicina
en una posicién correspondiente a Asp182 de una TyrRS de E. coli. El grupo D incluye metionina, alanina, valina o
tirosina en una posicién correspondiente a Phel83 de una TyrRS de E. coli. El grupo E incluye serina, metionina,
valina, cisteina, treonina o alanina en una posicién correspondiente a Leul86 de una TyrRS de E. coli.

[0057] Ademas de la O — RS, una célula de vertebrado de la divulgacion puede incluir componentes adicionales,
por ejemplo, un aminoacido no natural. La célula de vertebrado también incluye un ARNt ortogonal (O — tRNA) (por
ejemplo, derivado de un organismo no vertebrado, como Escherichia coli, Bacillu stearothermophilus y / o similares),
en el que el O — tRNA reconoce un codon selectivo y se aminoacila, preferentemente, con el aminoacido no natural
mediante la O — RS. También pueden estar presente en la célula un acido nucleico que comprende un polinucleétido
que codifica un polipéptido de interés, en el que el polinucleétido comprende un codén selectivo reconocido por el O
—tRNA, o una combinacién de uno o mas de estos.

[0058] En un aspecto, el O — tRNA regula la incorporaciéon del aminoacido no natural en una proteina con una
eficacia de, al menos, el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el
90 %, al menos el 95 % o el 99 % del ARNt que comprende o se procesa a partir de una secuencia polinucleétida
como la descrita en la SEC ID N° 65.

ARNIts ortogonales

[0059] La invencion presenta una célula o linea celular de vertebrado que incluye un ARNt ortogonal (O — tRNA)
con una secuencia como la descrita en las SECs ID N° 87 u 88 en la que la célula no es una célula madre
embrionaria humana o una célula humana in vivo y la linea celular no es una linea celular embrionaria humana. El
ARNt ortogonal regula la incorporacion de un aminoacido no natural en una proteina que se codifica mediante un
polinucleétido que comprende un codon selectivo reconocido por el O — tRNA in vivo. En algunas realizaciones, un O
— tRNA de la invencién regula la incorporacion de un aminoacido no natural en una proteina con una eficacia de, al
menos, el 40 %, al menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 75 %, al menos el 80 % o
incluso el 90 % o més que el ARNt que comprende 0 se procesa en una célula a partir de una secuencia
polinucleétida como la descrita en la SEC ID N° 65. Véase la Tabla 5 descrita en la presente.

Fidelidad, eficacia y rendimiento

[0060] Fidelidad se refiere a la exactitud con la que una molécula deseada, por ejemplo, un aminoacido no natural
0 un aminoacido, se incorpora en un polipéptido cultivado en una posicién deseada. Los componentes de traduccion
de la invencion incorporan aminoacidos no naturales, con alta fidelidad, en proteinas en respuesta a un codon
selectivo. Por ejemplo, empleando los componentes de la invencion, la eficacia de incorporacion de un aminoacido
no natural deseado en una cadena polipéptida cultivada en una posicién deseada (por ejemplo, en respuesta a un
codon selectivo) es eficaz en mas de un 75 %, mas de un 85 %, mas de un 95 %, o incluso mas de un 99 % en
comparacion a la incorporacién no deseada de un aminoacido natural especifico que se esta incorporando en la
posicion deseada de la cadena polipéptida cultivada.

[0061] La eficacia puede también referirse al grado con el que la O — RS aminoacila el O — tRNA con el
aminoacido no natural en comparacion al control relevante. Las O — RSs pueden definirse por su eficacia. En ciertas
realizaciones de la divulgacion, se compara una O — RS a otra O — RS. Por ejemplo, una O — RS de la divulgacion
aminoacila un O — tRNA con un aminoé&cido no natural, por ejemplo, al menos al 40 %, al menos al 50 %, al menos
al 60 %, al menos al 75 %, al menos al 80 % al menos al 90 %, al menos al 95 % o incluso al 99 % o mas, tan
eficazmente como una O — RS con una secuencia aminoacida como, por ejemplo, la descrita en las SECs ID N° 86 o
45 (u otra RS especifica en la Tabla 5) aminoacila un O — tRNA. En otra realizacion, una O — RS de la divulgacion
aminoacila el O — tRNA con el aminoacido no natural al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces,
etc. mas eficazmente que la O — RS aminoacila el O — tRNA con un aminoacido no natural.

[0062] Empleando los componentes de traduccion de la divulgacion, el rendimiento del polipéptido de interés que
comprende el aminoacido no natural es, por ejemplo, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 25 %, al menos 30 %,
al menos 40 %, 50 % o mas, del obtenido con el polipéptido natural de interés procedente de una célula en la que el
polinucleétido carece de codon selectivo. En otro aspecto, la célula produce el polipéptido de interés en ausencia del
aminoacido no natural, con un rendimiento que es, por ejemplo, menor del 30 %, menor del 20 %, menor del 15 %,
menor del 10 %, menor del 5 %, menor del 2,5 %, etc. del rendimiento del polipéptido en presencia del aminoacido
no natural.

Organismos fuente y huésped

[0063] Los componentes ortogonales de traduccién de la divulgacion derivan, normalmente, de organismos no
vertebrados para su uso en células de vertebrado o sistemas de traduccion. Por ejemplo, el O — tRNA ortogonal
puede derivarse de un organismo no vertebrado, por ejemplo de Eubacterias como Escherichia coli, Thermus
thermophilus, Bacillus stearothermophilus o similares, o de Arqueobacterias, como Methanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium como las especies NRC - | Haloferax volcanii y
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Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix o similares,
mientras la O — RS ortogonal puede derivarse de un organismo no vertebrado, como una Eubacteria, como
Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus o similares, o de Arqueobacterias, como
Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium como las especies NRC - |
Haloferax volcanii y Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii,
Aeuropyrum pernix o similares. De manera alternativa, también pueden emplearse las fuentes de vertebrados, por
ejemplo plantas, algas, protistas, hongos, levaduras, animales (por ejemplo mamiferos, insectos, artropodos, etc) o
similares, por ejemplo cuando los componentes son ortogonales a una célula 0 a un sistema de traduccién de
interés, o cuando se modifican (por ejemplo, mutan) para ser ortogonales a la célula o al sistema de traduccion.

[0064] Los componentes individuales de un par O — tRNA / O — RS pueden derivarse del mismo organismo o de
organismos diferentes. En una realizacion, el par O — tRNA / O — RS procede del mismo organismo. Por ejemplo, el
par O —tRNA / O — RS puede derivar de un par tirosil — ARNt sintetasa / ARNtcua de E. coli. Alternativamente, el O —
tRNAy la O — RS del par O —tRNA / O — RS proceden, opcionalmente, de organismos diferentes.

[0065] EI O —tRNA, la O — RS o el par O — tRNA / O — RS ortogonales pueden seleccionarse o cribarse y / o
usarse en una célula de vertebrado para producir un polipéptido con un aminoacido no natural. Una célula de
vertebrado, en la que la célula no es una célula madre embrionaria humana ni una célula humana in vivo, puede
proceder de diversas fuentes, por ejemplo de cualquier animal vertebrado (por ejemplo un mamifero, un anfibio,
aves, reptiles, peces, etc.) o similares. También son una caracteristica de la divulgacion las composiciones de
células de vertebrado con componentes de traduccion de la divulgacion.

[0066] La divulgacion también proporciona el cribado eficaz en una especie para el uso opcional en esa especie y /
0 una segunda especie (opcionalmente sin seleccion / cribado adicional). Por ejemplo, los componentes del par O —
tRNA / O — RS se seleccionan o se criban en una especie, por ejemplo, una especie manipulada facilmente (como
una célula de levadura, etc.) y se introduce en una segunda especie de vertebrado, por ejemplo, una planta (por
ejemplo plantas complejas como monocotiledéneas o dicotiledéneas), un alga, un protista, un hongo, una levadura,
un animal (por ejemplo un mamifero, un insecto, un artropodo, etc) o similares, para su uso en la incorporacion in
vivo de un aminoé&cido no natural en la segunda especie.

[0067] Por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) puede elegirse como primera especie de
vertebrado, ya que es unicelular, tiene un tiempo de generacion rapido y genética relativamente bien caracterizada.
Véase, por ejemplo, D. Burke, et al., (2000) Methods in yeast genetics, Cold Spring Harbor Laboratiry Press, Cold
Spring Harbor, NY. Ademas, ya que la maquinaria de traduccion de eucariotas se conserva altamente (véanse, por
ejemplo, (1996) Translational Control. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY; Y. Kwok, & J.T.
Wong, (1980), Evolutionary relationship between Halobacterium cutirubrum and eukaryotes determined by use of
aminoacyl-tRNA synthetases as phylogenetic probes, Canadian Journal of Biochemistry 58: 213 - 218; vy, (2001) The
Ribosome. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY), los genes aaRSs para la incorporacion
de un aminoacido no natural descubiertos en S. cerevisiae pueden introducirse en organismos vertebrados
superiores y usarse, junto con ARNts semejantes (véase, por ejemplo, K. Sakamoto, et al., (2002) Site-specific
incorporation of an unnatural amino acid into proteins in mammalian cells, Nucleic Acids Res. 30: 4692 - 4699; vy, C.
Kohrer, et al., (2001), Import of amber and ochre suppressor tRNA’s into mammalian cells: a general approach to
site-specific insertion of amino acid analogues into proteins, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98: 14310 — 14315) para
incorporar amino&cidos no naturales.

[0068] En un ejemplo, el método para producir O — tRNA / O — RS en una primera especie como la descrita en la
presente incluye la introduccion de un &cido nucleico que codifica el O —tRNA y un acido nucleico que codificala O —
RS en una célula de vertebrado de una segunda especia (por ejemplo un mamifero, un insecto, un hongo, un algo,
una planta y similares). En otro ejemplo, un método para producir una aminoacil — ARNt sintetasa ortogonal (O — RS)
gue aminoacila, preferentemente, un ARNt ortogonal con un aminoacido no natural en una célula de vertebrado
incluye: (a) someter a seleccién positiva, en presencia de un aminoacido no natural, a una poblacion de células de
vertebrado de una primera especia (por ejemplo, levadura y similares). Cada célula de vertebrado comprende: i) un
miembro de una biblioteca de aminoacil — ARNt sintetasas (RSs), ii) un ARNt ortogonal (O — tRNA), iii) un
polinucleétido que codifica un marcador de seleccidn positiva, y iv) un polinucleétido que codifica un marcador de
seleccidn negativa. Las células que sobrevivan a la seleccion positiva comprenden una RS activa que aminoacila al
ARNt ortogonal (O — tRNA) en presencia de un amino&cido no natural. Las células que sobrevivan a la seleccion
positiva se someten a seleccion negativa en ausencia del aminoacido no natural para eliminar las RSs activas que
aminoacilan al O — tRNA con un aminoé&cido natural. Esto presenta una O — RS que aminoacila, preferentemente, el
O — tRNA con el aminoacido no natural. Se introducen un acido nucleico que codifica el O — tRNA y un &cido
nucleico que codifica la O — RS (0 los componentes O — tRNA y / u O — RS) en una célula de vertebrado de una
segunda especie, por ejemplo un mamifero, un insecto, un hongo, un alga, una planta y / o similares. Normalmente,
el O — tRNA se obtiene sometiendo a seleccion negativa a una poblacién de células de vertebrado de una primera
especie, en la que las células de vertebrado comprenden un miembro de una biblioteca de ARNts. La seleccion
negativa elimina células que comprenden un miembro de la biblioteca de ARNts que se aminoacilan por una
aminoacil — ARNt sintetasa (O — RS) endogena a las células de vertebrado, que proporcionan un grupo de ARNts
ortogonales a la célula de vertebrado de la primera y segunda especie.
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Codones selectivos

[0069] Los codones selectivos de la divulgacién expanden la estructura genética del codén de la maquinaria
biosintética de la proteina. Por ejemplo, un codén selectivo incluye, por ejemplo, un Unico codén de tres bases, un
codon antisentido, como un codén de terminacién, por ejemplo un codén ambar (UAG), un codén épalo (UGA), un
codoén no natural, al menos un codoén de cuatro bases, un codoén raro o similares. Pueden introducirse numerosos
codones selectivos en un gen deseado, por ejemplo, uno o mas, dos 0 mas, mas de tres, etc. Un gen puede incluir
multiples copias de un coddn selectivo dado, o puede incluir multiples codones selectivos diferentes, o cualquier
combinacion de los mismos.

[0070] En una realizacion, los métodos implican el uso de un codén selectivo que es un codén de terminacion para
la incorporacion de aminoacidos no naturales in vivo en una célula de vertebrado. Por ejemplo, se produce un O —
tRNA que reconoce el coddén de terminacién, por ejemplo UAG, y se aminoacila mediante una O — RS con un
aminoacido no natural deseado. Este O — tRNA no es reconocido por las aminoacil — ARNt sintetasas naturales del
huésped. La mutagénesis digirida al sitio convencional puede utilizarse para introducir el codon de terminacién, por
ejemplo, TAG, en el sitio de interés en un polipéptido de interés. Véase, por ejemplo, Sayers, J.R., et al. (1988), 5,3’
Exonuclease in phosphorothioate - based oligonucleotide - directed mutagenesis. Nucleic Acids Res, 791 — 802.
Cuando la O — RS, el O — tRNA y el &cido nucleico que codifica el polipéptido de interés se combinan in vivo, el
aminoacido no natural se incorpora en respuesta al codon UAG para dar un polipéptido con el aminoacido no natural
en la posicién especificada.

[0071] Laincorporacion de amino&cidos no naturales in vivo puede llevarse a cabo sin perturbacion significante de
la célula huésped de vertebrado. Por ejemplo, ya que la eficacia de supresion del codon UAG depende de la
competicion entre el O — tRNA, por ejemplo, el ARNt supresor ambar, y un factor de liberacion de vertebrado (por
ejemplo, eRF) (que se une a un coddn de terminacion e inicia la liberacion del péptido cultivado desde el ribosoma),
la eficacia de supresién puede modularse mediante, por ejemplo, el incremento del nivel de expresion de O — tRNA,
por ejemplo, el ARNt supresor.

[0072] Los codones selectivos también comprenden codones extendidos, por ejemplo, codones de cuatro 0 mas
bases, como codones de cuatro, cinco, seis 0 mas bases. Algunos ejemplos de codones de cuatros bases incluyen,
por ejemplo, AGGA, CUAG, UAGA, CCCU y similares. Algunos ejemplos de codones de cinco bases incluyen, por
ejemplo, AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC vy similares. Una caracteristica de la invencion
incluye el uso de codones extendidos basados en la supresion del marco de lectura. Los codones de cuatro o mas
bases pueden insertar, por ejemplo, uno 0 mas aminoacidos no naturales en la misma proteina. Por ejemplo, en
presencia de O — tRNAs mutados, un ARNt supresor del marco de lectura especial, con lazos anticodones, por
ejemplo con lazos anticodones de, al menos, de 8 a 10 nt, el codén de cuatro 0 mas bases se lee como un
aminoéacido Unico. En otras realizaciones, los lazos anticoddén pueden descodificar, por ejemplo, un codoén de, al
menos, cuatro bases, un codon de, al menos, cinco bases o un coddn de, al menos, seis bases o mas. Ya que hay
256 posibles codones de cuatro bases, pueden codificarse multiples aminoacidos no naturales en la misma célula
utilizando un coddn de cuatro o més bases. Véanse, Anderson et al., (2002) Exploring the Limits of Codon and
Anticodon Size, Chemistry and Biology, 9: 237 - 244; Magliery, (2001) Expanding the Genetic Code: Selection of
Efficient Suppressors of Four - base Codons and ldentification of "Shifty" Four - base Cordons with a Library
Approach in Escherichia coli, J. Mol. Biol. 307: 755 — 769.

[0073] Por ejemplo, los codones de cuatro bases se han utilizado para incorporar aminoacidos no naturales en
proteinas utilizando métodos biosintéticos in vitro. Véanse, por ejemplo, Ma et al., (1993) Biochemistry, 32: 7939; y
Hohsaka et al., (1999) J. Am. Chem. Soc., 121:34. Se utilizaron CGGG y AGGU para incorporar simultdneamente 2
— natftilalanina y un NBD derivado de lisina en estreptavidina in vitro con dos ARNts supresores del marco de lectura
quimicamente acilados. 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 derivados de ARNtLeu con anticodones NCUA para eliminar codones
UCUA (N puede ser U, A, G o C), y encontraron que el cuadruplo UAGA puede descodificarse mediante un ARNtLeu
con un anticodén UAGN con una eficacia del 13 al 26 % con una pequefia descodificacion en el marco 0 o — 1.
Véase Moore et al., (2000) J. Mol. Biol., 298: 195. En una realizacion, pueden utilizarse codones extendidos basados
en codones raros o codones antisentido, que pueden reducir la translectura sin sentido y la supresién del marco de
lectura en otros sitios no deseados.

[0074] Para un sistema dado, un coddn selectivo también puede incluir uno de los codones de tres bases
naturales, en los que el sistema endégeno no emplea (o lo hace rara vez) el codén de base natural. Por ejemplo,
esto incluye un sistema que carece de un ARNt que reconozca el codon de tres bases natural, y / 0 un sistema en el
gue el coddn de tres bases es un coddn raro.

[0075] Los codones selectivos incluyen, opcionalmente, pares de bases no naturales. Estos pares de bases no
naturales expanden el alfabeto genético existente. Un par de bases extra incrementa el nUmero de codones triples
de 64 a 125. Las propiedades de los pares de la tercera base incluyen el apareamiento de bases estable y selectivo,
la incorporacion enzimatica eficaz en ADN con alta fidelidad mediante una polimerasa, y la extension continuada
eficaz tras la sintesis del par de bases no natural emergente. Las descripciones de pares de bases no naturales que
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pueden adaptarse para métodos 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. Se enumeran a
continuacion otras publicaciones relevantes.

[0076] Para su uso in vivo, el nucleésido no natural es una membrana permeable y esta fosforilada para formar el
correspondiente trifosfato. Ademas, la informacion genética incrementada es estable y no se destruye por enzimas
celulares. Los intentos anteriores de Benner y otros se aprovecharon de los patrones de adhesién a hidrégeno que
son diferentes de los de los pares canénicos Watson - Crick, el ejemplo mas notable es el par iso — C: iso — G.
Véanse, 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 malaparean en cierto grado con las bases
naturales y no pueden replicarse enzimaticamente. Kool y sus compafieros demostraron que el material hidrofébico
gue interacciona entre bases puede reemplazar la adhesién de hidrégeno para conducir a la formacion de pares de
bases. Véanse Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4: 602; y Guckian and Kool, (1998) Angew. Chem. Int. Ed.
Engl., 36, 2825. En un intento por desarrollar un par de bases no naturales que satisficiera todas las necesidades
anteriores, Schultz, Romesberg y sus compafieros sintetizaron y estudiaron sistematicamente una serie de bases
hidrofébicas no naturales. Se descubrié que un par PICS : PICS es mas estable que los pares de bases naturales, y
gue pueden incorporarse eficazmente en ADN mediante un fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de
Escherichia coli (KF). Véanse, por ejemplo, McMinn et al., (1999) J. Am. Chem. Soc., 121: 11586; y Ogawa et al.,
(2000) J. Am. Chem. Soc., 122: 3274. Un par 3MN : 3MN puede sintetizarse mediante KF con eficacia y selectividad
suficientes para la funcién biol6gica. Véase, por ejemplo, Ogawa et al., (2000) J. Am. Chem. Soc., 122: 8803. Sin
embargo, ambas bases actlan como un terminador de cadena para otras replicaciones. Se ha desarrollado
recientemente una ADN polimerasa mutante que puede emplearse para replicar el par PICS. Ademas, un par 7Al
puede replicarse. Véase, por ejemplo, Tae et al., (2001) J. Am. Chem. Soc., 123: 7439. También se ha desarrollado
un nuevo par metalobase, Dipic : Py, que forma un par estable en cuanto a su union 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 los codones naturales, los métodos de la invencién pueden aprovecharse de esta
propiedad para generar ARNts ortogonales para ellos.

[0077] También puede emplearse un sistema de derivacion de traduccion para incorporar un aminoacido no
natural en un polipéptido deseado. En un sistema de derivacion de traduccion, se inserta una gran secuencia en un
gen, pero no se traduce en la proteina. La secuencia contiene una estructura que funciona como sefial para inducir
al ribosoma a recorrer la secuencia y continuar la traduccion aguas abajo de la insercién.

Aminoacidos no naturales

[0078] Tal y como se utiliza en la presente, un aminodcido no natural se refiere a cualquier aminoécido,
aminoacido modificado o analogo de aminoacido diferente a selenocisteina y / o pirrolisina y a los siguientes
aminoécidos alfa genéticamente codificados: alanina, arginina, aspargina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido
glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptfano,
tirosina, valina. La estructura genética de un aminoéacido alfa se ilustra mediante la Formula I:

I

R

PN

HzN CoH,

[0079] Un aminoacido no natural es, normalmente, cualquier estructura que tenga la Férmula | en la que el grupo
R es cualquier sustituyente diferente del utilizado en los veinte aminoacidos esenciales. Véase, por ejemplo,
Biochemistry by L. Stryer, 32 ed. 1988, Freeman and Company, New York, para las estructuras de los veinte
aminoacidos esenciales. Cabe destacar que los amino&cidos no naturales de la invencion pueden ser compuestos
naturales diferentes de los veinte aminoacidos alfa mencionados anteriormente.

[0080] Debido a que los aminoacidos no naturales de la divulgacion difieren, normalmente, de los aminoacidos
naturales de la cadena lateral, los aminodcidos no naturales forman enlaces amida con otros aminoacidos, por
ejemplo, naturales o no, de la misma manera en la que se forman en las proteinas naturales. Sin embargo, los
aminoacidos no naturales tienen grupos de cadena lateral que los distinguen de los aminoacidos naturales. Por
ejemplo, R en la Formula | comprende, opcionalmente, un alquil -, aril -, acil -, ceto -, azida -, hidroxil -, hidrazina -,
ciano -, halo -, hidracida -, alquenil -, alquinil -, éter -, tiol -, seleno -, sulfonil -, borato, boronato, fosfo, fosfono,
fosfina, heterciclico, enona, imina, aldehido, éster, tioacido, hidroxialamina, amina y similares, o cualquier
combinacién de los mismos. Otros aminoacidos no naturales de interés incluyen, de manera no limitante,
aminoacidos que comprenden un reticulador fotoactivable; aminoacidos marcados en spin; aminoéacidos
fluorescentes; aminoacidos de union a metales; aminoacidos con metal; aminoacidos radioactivos; fotocargados y / o
fotoisomerizables; aminoacidos con biotina o analogos de biotina; aminoacido con ceto; aminoacidos con polietileno
glicol o poliéter; aminoacidos sustituidos por un atomo pesado; aminoacidos quimicamente escindibles o
fotoescindibles; aminoacidos con una cadena lateral alargada en comparacion a los aminoacidos naturales (por
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ejemplo, poliéteres o hidrocarbonos de cadena larga, por ejemplo de mas de 5, de mas de 10 carbonos, etc.);
aminoacidos con azUcar con enlaces carbono; aminoacidos redox activos; aminotioacidos con aminoacidos y
aminoacidos con uno o mas grupos téxicos. En algunas realizaciones, los aminoacidos no naturales tienen un
reticulador fotoactivable que se utiliza, por ejemplo, para unir una proteina a un soporte sélido. En una realizacion,
los aminoacidos no naturales tienen un grupo sacarido unido a la cadena lateral aminoacida (por ejemplo,
aminodcidas glicosilados) y / u otra modificacion de carbohidrato.

[0081] Ademas de los aminoacidos no naturales que contienen cadenas laterales nuevas, los aminoacidos no
naturales comprenden, opcionalmente, estructuras de segmento principal modificadas, por ejemplo, como la
ilustrada por las estructuras de Férmula ll y 111

I

Z/I\ICi—\H
11
HyN Xc oM

[0082] en las que Z comprende, normalmente, OH, NH,, SH, NH - R' 0 S — R'; X e Y, que pueden ser iguales o
diferentes, incluyen, normalmente, Su O, y Ry R', que pueden ser iguales o diferentes, se seleccionan normalmente
de la misma lista de constituyentes para el grupo R descrito anteriormente en los aminoacidos no naturales con
Formula |, asi como hidrégeno. Por ejemplo, los amino&cidos no naturales de la invencibn comprenden,
opcionalmente, sustituciones en el grupo amino o carboxilo, como se ilustra en las Formulas Il y Ill. Los aminoacidos
no naturales de este tipo incluyen, de manera no limitante, aminoacidos a — hidroxi, a — tioacidos a —
aminotiocarboxilados, por ejemplo, con las cadenas laterales correspondientes a los veinte aminoacidos naturales
esenciales o las cadenas laterales no naturales. Ademas, las sustituciones en el carbono a incluyen, opcionalmente,
aminoacidos L, D o a — a - disustituidos, como D — glutamato, D — alanina, D — metil — O — tirosina, acido
aminobutirico y similares. Otras alternativas estructurales incluyen aminoacidos ciclicos, como anélogos de prolina,
asi como analogos de prolina con un anillo de 3, 4, 6, 7, 8 y 9 miembros, aminoacidos B y y como (3 — alanina y &cido
y — amino butirico. Por ejemplo, muchos aminoéacidos no naturales se basan en aminoacidos naturales, como
tirosina, glutamina, fenilalanina y similares. Los analogos de tirosina incluyen tirosinas para — sustituidas, tirosinas
orto — sustituidas y tirosinas meta sustituidas, en los que la tirosina sustituida comprende, por ejemplo, un grupo ceto
(por ejemplo un grupo acetil), un grupo benzoilo, un grupo amino, una hidrazina, una hidroxiamina, un grupo tiol, un
grupo carboxi, un grupo isopropilo, un grupo metilo, un hidrocarbono Cs — Cyo de cadena lineal o ramificada, unn
hidrocarbono saturado o insaturado, un grupo O — metilo, un grupo poliéter, un grupo nitro, un grupo alquinilo o
similares. Ademas, también se contemplan anillos arilo sustituidos. Los anélogos de glutamina de la invencion
incluyen, de manera no limitante, derivados a — hidroxi, derivados sustituidos por y, derivados ciclicos y derivados de
glutamina sustituidos por amida. Algunos ejemplos de anélogos de fenilalanina incluyen, de manera no limitante,
fenilalaninas para — sustituidas, fenilalaninas orto — sustituidas y fenilalaninas meta — sustituidas, en las que los
sustituyentes incluyen, por ejemplo, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo metilo, un grupo alilo, un grupo
aldehido, un grupo azido, un grupo yodo, un grupo bromo, un grupo ceto (por ejemplo, un grupo acetilo), un grupo
benzoilo, un grupo alquinilo o similares. Algunos ejemplos especificos de aminoacidos no naturales incluyen, de
manera no limitante, una p — acetil — L - fenilalanina, una p — propargiloxifenilalanina, O — metil — L — tirosina, una L —
3 — (2 — natftil) alanina, una 3 — metil — fenilalanina, una O — 4 — alil — L — tirosina, una 4 — propil — L — tirosina, una tri
— O — acetil — GIcNAcB — serina, una L — Dopa, una fenilalanina fluorinada, una isopropil — L — fenilalanina, una p —
azido — L — fenilalanina, p — acil — L — fenilalanina, p — benzoil — L — fenilalanina, una L — fosfoserina, una
fosfonoserina, una fosfonotirosina, p — yodo — fenilalanina, p — bromofenilfenilalanina, p — amino — L — fenilalanina, p
— azido — L — fenilalanina y una isopropil — L — fenilalanina y similares. Se describen otras estructuras de una
variedad de aminoéacidos no naturales en, por ejemplo, las Figuras 16, 17, 18, 19, 26 y 29 de la patente WO 2002 /
085923 titulada “In vivo incorporation of unnatural amino acids”. Véanse también, las estructuras 2 — 5 de la Figura 1
de Kiick et al., (2002) Incorporation of azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the
Staudinger ligtation, PNAS 99: 19-24, para analogos de metionina adicionales.

[0083] Se describen en la presente composiciones que incluyen un aminoacido no natural (como p — (propargiloxi)
— fenilalanina). También se presentan varias composiciones que comprenden p — (propargiloxi) — fenilalanina y, por
ejemplo, proteinas y / o células. En un aspecto, una composicién que incluye el aminoacido no natural p —
(propargiloxi) — fenilalanina también incluye un ARNt ortogonal. EI aminoacido no natural puede unirse (por ejemplo,
covalentemente) al ARNt ortogonal, por ejemplo, unirse covalentemente al ARNt mediante un enlace amino — acilo, o
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unirse covalentemente a un 3'OH o0 a un 2'OH de un azucar ribosa terminal del ARNt ortogonal, etc.

[0084] Los grupos quimicos que pueden incorporarse mediante un aminoacido no natural en proteinas ofrecen
numerosas ventajas y manipulaciones de la proteina. Por ejemplo, la reactividad Unica de un grupo ceto funcional
permite la modificacién selectiva de proteina con cualquier nimero de reactivos con hidrazina — o hidroxilamina in
vivo e in vitro. Un aminoacido de un atomo pesado, por ejemplo, puede ser practico para los datos estructurales de
rayos X por fases. La introduccidon especifica en un sitio de atomos pesados mediante aminoacidos no naturales
también proporciona selectividad y flexibilidad en cuanto a la eleccién de posiciones para los atomos pesados. Los
aminoacidos no naturales fotoreactivos (por ejemplo aminoacidos con cadenas laterales benzofenona y arilazidos
(por ejemplo fenilazido)), por ejemplo, permiten la fotoreticulacion de proteinas in vivo e in vitro. Algunos ejemplos de
aminoacidos no naturales fotoreactivos incluyen, de manera no limitante, p — azido — fenilalanina y p — benzoil —
fenilalanina. La proteina con los aminoacidos no naturales fotoreactivos pueden reticularse mediante excitacion del
grupo fotoreactivo que proporciona control temporal (y / o espacial). En un ejemplo, el grupo metilo de un aminoacido
no natural puede sustituirse con, por ejemplo, un grupo metilo isotépicamente marcado, como una sonda de
estructura local y dinamica, por ejemplo, con el uso de resonancia magnética nuclear y espectroscopia vibracional.
Los grupos funcionales alquinilo o azido, por ejemplo, permiten la modificacién selectiva de proteinas con moléculas
mediante una reaccion de cicloadicion [3 + 2].

Sintesis quimica de amino&cidos no naturales

[0085] Muchos de los amino&cidos presentados anteriormente se encuentran disponibles comercialmente, por
ejemplo, en Sigma (EEUU) o Aldrich (Milwaukee, WI, EEUU). Los que no se encuentran disponibles comercialmente
se sintetizan, opcionalmente, como se describe en la presente 0 como se ha descrito en varias publicaciones o
empleando métodos estandares conocidos por los expertos en la disciplina. Para las técnicas de sintesis orgéanica,
véanse, por ejemplo, Organic Chemistry by Fessendon and Fessendon, (1982, Second Edition, Willard Grant Press,
Boston Mass.); Advanced Organic Chemistry by March (Third Edition, 1985, Wiley and Sons, New York); y Advanced
Organic Chemistry by Carey and Sundberg (Third Edition, Parts A and B, 1990, Plenum Press, New York). Otras
publicaciones que describen la sintesis de aminoacidos no naturales incluyen, por ejemplo, la patente WO 2002 /
085923 titulada “In vivo incorporation of Unnatural Amino Acids;" Matsoukas et al., (1995) J. Med. Chem., 38, 4660 -
4669; King, F.E. & Kidd, D.A.A. (1949) A New Synthesis of Glutamine and of y - Dipeptides of Glutamic Acid from
Phthylated Intermediated. J. Chem. Soc., 3315 - 3319; Friedman, O.M. & Chatterrji, R. (1959) Synthesis of
Derivatives of Glutamine as Model Substrates for Anti - Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750 - 3752; Craig,
J.C. 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, M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991)
Glutamine analogues as Potential Antimalarials,. Eur. J. Med. Chem. 26, 201 — 5; Koskinen, A.M.P. & Rapoport, H.
(1989) Synthesis of 4 - Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues. J. Org. Chem.
54, 1859-1866; Christie, B.D. & Rapoport, H. (1985) Synthesis of Optically Pure Pipecolates from L - Asparagine.
Application to the Total Synthesis of (+) - Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium lon
Cyclization. J. Org. Chem. 1989: 1859 - 1866; Barton et al., (1987) Synthesis of Novel 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 beta - heterocyclic 2 - aminopropanoic acid derivatives and their activity at a novel
quisqualate - sensitized site. J. Med. Chem. 35: 4602 — 7.

Absorcién celular de aminoacidos no naturales

[0086] Un amino&cido no natural absorbido por una célula de vertebrado es un tema considerado normalmente
cuando se disefian y seleccionan aminoacidos no naturales, por ejemplo, para su incorporacién en una proteina. Por
ejemplo, la densidad de alta carga de aminoacidos a sugiere que estos compuestos no son probablemente
permeables a células. Los aminoacidos no naturales se introducen en la célula de vertebrado mediante una
coleccién de sistemas de transporte basados en proteinas. Puede realizarse un control rapido que evalie qué
aminoécido, si lo hay, esta siendo tomado por las células. Véanse, por ejemplo, los ensayos de toxicidad de, por
ejemplo, la solicitud de patente titulada “Protein Arrays”, nimero de expediente P1001US00 publicado el 22 de
diciembre del 2002; y Liu, D.R. & Schultz, P.G. (1999) Progress toward the evolution of an organism with an
expanded genetic code. PNAS United States 96: 4780 — 4785. Aunque la absorcién se analiza facilmente con varios
ensayos, una alternativa para disefiar aminoacidos no naturales susceptibles a las vias de absorcién celular es
proporcionar vias biosintéticas para crear aminoacidos in vivo.

Biosintesis de aminoacidos no naturales

[0087] Existen numerosas vias biosintéticas en células para la produccién de aminoacidos y otros compuestos. Ya
que un método biosintético para un aminoacido no natural en particular puede no existir en la naturaleza, por
ejemplo, en una célula de vertebrado, la invencion proporciona dichos métodos. Por ejemplo, las vias biosintéticas
para aminoacidos no naturales se generan, opcionalmente, en células huésped afadiendo enzimas nuevas o
modificando las vias de la célula huésped existentes. Puede haber otras enzimas nuevas naturales o artificialmente
involucradas. Por ejemplo, la biosintesis de p — aminofenilalanina (como se presenta en un ejemplo de la patente
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WO 2002 / 085923 titulada (“In vivo incorporation of unnatural amino acids") relaciona la adicién de una combinacion
de enzimas conocidas de otros organismos. Los genes para estas enzimas pueden introducirse en una célula de
vertebrado transformando la célula con un plasmido que comprende los genes. Los genes, cuando se expresan en la
célula, proporcionan una via enzimatica para sintetizar el compuesto deseado. Algunos ejemplos de los tipos de
enzimas que se afiaden opcionalmente se presentan en los ejemplos descritos a continuacién. Otras secuencias de
enzimas se encuentran, por ejemplo, en Genbank. También pueden afiadirse, opcionalmente, enzimas involucradas
artificialmente en una célula de la misma manera. De este modo, la maquinaria y los recursos celulares de una
célula se manipulan para producir aminoacidos no naturales.

[0088] Se encuentran disponibles numerosos métodos para producir enzimas nuevas para Su usO en vias
biosintéticas o para la evolucién de vias ya existentes. Por ejemplo, la recombinacién recursiva, por ejemplo, como la
desarrollada por Maxygen, INC (disponible en la pagina web www.maxygen.com) se emplea, opcionalmente, para
desarrollar nuevas enzimas y vias. Véanse, 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.
Igualmente, DesignPathTM, desarrollada por Genencor (disponible en la pagina web genencor.com) se emplea,
opcionalmente, para modificar vias metabdlicas, por ejemplo, para modificar una via para crear O — metil — L —
tirosina en una célula. Esta tecnologia reconstruye vias existentes en organismos huésped utilizando una
combinacion de nuevos genes, por ejemplo, identificados a través de gendmica funcional, y disefio y evolucion
molecular. Diversa Corporation (disponible en la pagina web diversa.com) también proporciona tecnologia para el
cribado rapido de bibliotecas genéticas y vias génicas, por ejemplo, para crear nuevas vias.

[0089] Normalmente, el amino&cido no natural producido con una via biosintética modificada de la invencion se
produce en una concentracion suficiente para la biosintesis eficaz de proteinas, por ejemplo, una cantidad celular
natural, pero no a un nivel que afecte la concentracion de otros aminoacidos o que agote recursos celulares. Las
concentraciones normales producidas in vivo de esta manera son de 10 mM a 0,05 mM. Una vez que la célula ha
sido transformada con un pldsmido que comprende los genes empleados para producir las enzimas deseadas para
una via especifica y se genera un aminoacido deseado, se emplean, opcionalmente, selecciones in vivo para
optimizar la produccién del aminoacido no natural tanto para la sintesis de proteina ribosémica como para el
crecimiento celular.

Polipéptidos con aminoéacidos no naturales

[0090] Se describen en el presente documento proteinas o polipéptidos de interés con al menos un aminoacido. La
divulgacion incluye asimismo polipéptidos o proteinas con, al menos, un aminoacido no natural producido utilizando
las composiciones y procedimientos de la invencion. Un excipiente (por ejemplo, un excipiente farmacéuticamente
aceptable) puede ademas estar presente en la proteina.

[0091] Mediante la produccion de proteinas o polipéptidos de interés con, al menos, un aminoacido no natural en
células de vertebrados, las proteinas o los polipéptidos incluiran modificaciones post — traduccionales de
vertebrados. Una proteina puede incluir, al menos, un aminoacido no natural y, al menos, una modificacién post —
traduccional realizada in vivo por una célula de vertebrado, en el que la modificacién post — traduccional no es
realizada por una célula procariota. Por ejemplo, la modificacion post — traduccional incluye, por ejemplo, acetilacion,
acilacion, modificacion de lipidos, palmitoilacion, adicién de palmitato, fosforilacion, modificacion del enlace de
glucolipidos, glicosilacion y similares. En un aspecto, la modificacion post — traduccional incluye el acoplamiento de
un oligosacéridos (por ejemplo, GIcNAc — Man), — Man — GIcNAc — GIcNAc)) en una asparagina por un enlace de
GIcNAc — asparagina. Véase también, la Tabla 7, que enumera algunos ejemplos de N - oligosacéridos de proteinas
de vertebrados (pueden estar presentes residuos adicionales, aunque no se muestran). En otro aspecto, la
modificacién post — traduccional incluye el acoplamiento de un oligosacéarido (por ejemplo, Gal — GalNAc, Gal —
GIcNAC, etc) a una serina o treonina por un enlace de GalNAc — serina o GalNAc — treonina, o un enlace de GIcNAc
serina — 0 GIcNAc — treonina.

TABLA 7: EJEMPLOS DE OLIGOSACARIDOS A TRAVES DEL ENLACE GIcNAc

Tipo Estructura base

Yores2 | Manal-6
> Mana1-6
Mana1-3 > ManB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn
Mana1-3

Hibrido Mana1-6 :
Manp1-4GIcCNAcB1-4GIcNAcf1-Asn

GlcNAcp1-2

Mana1-3
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Tipo Estructura base

Complejo | GICNACB1-2 Mana1-6

Manp1-4GIicNAcB1-4GIcNAcB1-Asn

GicNAcB1-2 Mana1-3

%o | Mana1-6

ManB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn

Xyip1-2

[0092] En otro aspecto, la maodificacion post — traduccional incluye el procesamiento proteolitico de precursores
(por ejemplo, precursor de la calcitonina, precursor del péptido relacionado con el gen de la calcitonina, hormona
preproparatiroidea, preproinsulina, proinsulina, preproopiomelanocortina, proopiomelanocortina y similares), el
ensamble en una proteina de multiples subunidades o el ensamble de macromoléculas, la traduccion a otro sitio en
la células (por ejemplo, en organulos, como el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, el nucleo, liposomas,
peroxisomas, mitocondrias, cloroplastos, vacuolas, etc, o a través de la via secretora). En algunas realizaciones, la
proteina comprende una secuencia de secrecion o localizaciéon, un marcador de epitopo, un marcador FLAG, un
marcador de polihistidina, una fusion de GST o similares.

[0093] Una ventaja del aminoacido no natural es que presenta restos quimicos adicionales que pueden ser
utilizados para afiadir moléculas adicionales. Estas modificaciones pueden realizarse in vivo en una célula de
vertebrado, o in vitro. De este modo, en algunas realizaciones, la modificacion post — traduccional se realiza a través
del aminoacido no natural. Por ejemplo, la modificacion post — traduccional puede realizarse a través de una
reaccion nucledfilica — electrofilica. La mayoria de las reacciones utilizadas actualmente para la modificacion
selectiva de proteinas incluyen la formacion de enlaces covalentes entre pares de reaccion nucleofilica y
electrofilica, por ejemplo, la reaccién de a — halocetonas con cadenas laterales de histidina o cisteina. La
selectividad en estos casos se determina por el nimero y accesibilidad de los residuos nucleofilicos en la proteina.
En las proteinas de la invencion, pueden utilizarse otras reacciones mas selectivas, como la reaccién de un
cetoaminodacido no natural con compuestos hidrazida o aminooxi, in vitro e in vivo. Véanse, por ejemplo, Cornish, et
al., (1996) Am. Chem. Soc., 118: 8150 - 8151; Mahal, et al., (1997) Science, 276: 1125 -1128; Wang, et al., (2001)
Science 292: 498 - 500; Chin, et al., (2002) Am. Chem. Soc. 124: 9026 - 9027; Chin, et al., (2002) Proc. Natl. Acad.
Sci., 99: 11020 - 11024; Wang, et al., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci., 100: 56 - 61; Zhang, et al., (2003) Biochemistry,
42: 6735 - 6746; y, Chin, et al., (2003) Science, en prensa. Esto permite el marcaje selectivo de practicamente
cualquier proteina con numerosos reactivos que incluyen fluéroforos, agentes reticulantes, derivados de sacaridos y
moléculas citotoxicas. Véase, también, la Solicitud de la Patente USSN 10/686.944 titulada “Glycoprotein synthesis”
presentada el 15 de octubre de 2003. Las modificaciones post — traduccionales, por ejemplo, a través de un
aminoéacido azida, pueden realizarse también a través de la ligadura de Staudinger (por ejemplo, con reactivos de
triarilfosfina). Véase, por ejemplo, Kiick et al., (2002) Incorporation of azides into recombinant proteins for
chemoselective modification by the Staudinger ligation, PNAS 99: 19 - 24.

[0094] Una célula de vertebrado de la divulgacion proporciona la capacidad para la sintetizacion de proteinas que
comprenden aminoacidos no naturales en grandes cantidades utiles. En un aspecto, la composicion incluye
opcionalmente, por ejemplo, al menos 10 microgramos, al menos 50 microgramos, al menos 75 microgramos, al
menos 100 microgramos, al menos 200 microgramos, al menos 250 microgramos, al menos 500 microgramos, al
menos 1 miligramo, al menos 10 miligramos 0 mas de la proteina que comprende un amino&cido no natural, o una
cantidad que puede alcanzarse con los procedimientos de produccion in vivo de proteinas (se proporcionan en la
presente, los detalles de la produccion y purificacion de proteinas recombinantes). En otro aspecto, la proteina esta
opcionalmente presente en la composicion de una concentracion, por ejemplo, al menos 10 microgramos de una
proteina por litro, al menos 50 microgramos de una proteina por litro, al menos 75 microgramos de una proteina por
litro, al menos 100 microgramos de una proteina por litro, al menos 200 microgramos de una proteina por litro, al
menos 250 microgramos de una proteina por litro, al menos 500 microgramos de una proteina por litro, al menos 1
miligramos de una proteina por litro, al menos 10 miligramos de una proteina por litro 0 mas, en, por ejemplo, un
lisado celular, un tampdn, un tampén farmacéutico, u otra suspensién liquida (por ejemplo, en un volumen de, por
ejemplo, que oscila entre 1 nl a 100 L). Es una caracteristica de la invencion, la produccién de grandes cantidades
(por ejemplo, superiores a los normalmente posibles con otros procedimientos, por ejemplo, traduccién in vitro) de
una proteina en una célula de vertebrado incluye, al menos, un aminoacido no natural.

[0095] La incorporacion de un aminoacido no natural puede realizarse para, por ejemplo, adaptar los cambios en la
estructura de la proteina y / o de la funcién, por ejemplo, para cambiar el tamafio, la acidez, la nucleofilicidad, los
enlaces de hidrégeno, la hidrofobicidad, la accesibilidad de los sitios diana de la proteasa, la diana de un resto (por
ejemplo, para una matriz de proteina), etc. Las proteinas que incluyen aminoacidos no naturales pueden tener
propiedades fisicas o cataliticas mejoradas o incluso completamente nuevas. Por ejemplo, las siguientes
propiedades estan opcionalmente modificadas por la inclusiéon de un aminoacido no natural en una proteina:
toxicidad, biodistribucion, propiedades estructurales, propiedades espectroscopicas, propiedades quimicas y / o
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fotoquimicas, capacidad catalitica, vida media (por ejemplo, vida media del suero), capacidad de reaccion con otras
moléculas, por ejemplo, covalente o no covalente, y similares. Las composiciones que incluyen proteinas, incluyen al
menos un aminoacido no natural Gtil para, por ejemplo, nuevos terapéuticos, diagnésticos, enzimas cataliticas,
enzimas industriales, proteinas de union (por ejemplo, anticuerpos) y por ejemplo, el estudio de la estructura y
funcién de la proteina. Véase, por ejemplo, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure
and Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4: 645 - 652.

[0096] En un aspecto descrito en el presente documento, una proteina incluye al menos uno, 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 o mas sitios diferentes en la proteina que
comprende 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 0 10 0 mas aminoacidos no naturales diferentes. En otro aspecto, se describe en
la presente, una proteina que tiene al menos, aunque no todos, un aminoacido particular presente en la proteina que
se sustituye con un aminoacido no natural. Para una proteina determinada con mas de un aminoacido no natural, los
aminoacidos no naturales pueden ser idénticos o diferentes (por ejemplo, la proteina puede incluir dos o mas tipos
diferentes de aminoacidos no naturales, o puede incluir dos aminoacidos no naturales iguales). Para una proteina
determinada con mas de dos aminoacidos no naturales, los aminoacidos pueden ser iguales, diferentes o una
combinacion multiples aminoacidos no naturales del mismo tipo con al menos un aminoacido no natural diferente.

[0097] Esencialmente, cualquier proteina (o parte de la misma) que incluye un aminoacido no natural (y cualquier
correspondiente acido nucleico codificador, por ejemplo, que incluye uno o mas codones selectivos) puede
producirse utilizando las composiciones y procedimientos de la presente invencion. No se intenta identificar los
cientos de miles de proteinas conocidas, cualquiera de ellas pueden ser modificadas para incluir uno o mas
aminoacidos no naturales, por ejemplo, adaptando cualquier procedimiento de mutacion disponible para incluir uno o
mas codones selectivos apropiados en un sistema de traduccién pertinente. Los depdsitos de secuencias comunes
para las proteinas conocidas incluyen GenBank EMBL, DDBJ y NCBI. Otros depésitos pueden identificarse
facilmente realizando bdsquedas en Internet.

[0098] Las proteinas son, por ejemplo, idénticas 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 % o mas para cualquier proteina disponible
(por ejemplo, una proteina terapéutica, una proteina de diagnéstico, una enzima industrial, o parte de las mismas, y
similares), y comprenden uno o mas aminoacidos no naturales. Los ejemplos de proteinas terapéuticas, de
diagndstico y otras pueden modificarse para comprender uno o mas aminoacidos no naturales que incluyen, de
manera no limitante, por ejemplo, Alfa — 1 antitripsina, angiostatina, factor antihemolitico, anticuerpos (a
continuacion, se encuentran mas detalles sobre anticuerpos), apolipoproteina, apoproteina, factor natriurético atrial,
polipéptido natriurético atrial, péptidos atriales, quimiocinas C —X — C (por ejemplo, T39765, NAP- 2, ENA - 78, Gro -
a, Gro -b, Gro -c, IP- 10, GCP- 2, NAP- 4, SDF - 1, PF4, MIG), calcitonina, quimiocinas CC (por ejemplo, proteina
quimioatrayente de monocitos - 1, proteina quimiotactica de monocitos - 2, proteina quimioatrayente de monocitos -
3, proteina - 1 alfa inflamatoria de monocitos, proteina - 1 beta inflamatoria de monocitos, RANTES, 1309, R83915,
R91733, HCC1, T58847, D31065, T64262), ligando CD40, ligando C -kit, colageno, factor estimulante de colonias
(CSF), factor del complemento 5a, inhibidor del complemento, receptor 1 del complemento, citocinas (por ejemplo,
péptido epitelial activador de los neutréfilos 78, GROaMGSA, GROB, GROy, MIP - 1a, MIP — 15, MCP - 1), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), eritropoyetina ("EPQO", que representa una diana preferida para la modificacion
mediante la incorporaciéon de uno o mas aminoacidos no naturales), toxinas exfoliantes A y B, factor IX, factor VII,
factor VI, factor X, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), fibrindgeno, fibronectina, G-CSF, GM-CSF,
glucocerebrosidasa, gonadotropina, factores de crecimiento, proteinas Hedgehog (por ejemplo, Sonic, Indian,
Desert), hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), hirudina, albimina de suero humano, insulina,
factor de crecimiento de tipo insulina (IGF), interferones (por ejemplo, IFN — a, IFN — B, IFN — y), interleucinas (por
ejemplo, IL-1,IL-2,IL-3,IL-4,IL-5,IL-6,IL-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
neutrdfilos (NIF), oncostatina M, proteina osteogénica, hormona paratiroidea, PD - ECSF, PDGF, hormonas
peptidicas (por ejemplo, hormona del crecimiento humano), pleyotropina, proteina A, proteina G, exotoxinas
pirogénica A, B , y C, relaxina, renina, SCF, receptor | soluble del complemento, soluble | - CAM 1, 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 estafilococicas (SEA, SEB,
SEC1, SEC2, SEC3, SED, VER), superoxido dismutasa (SOD), toxina del sindrome de shock tdxico (TSST - 1),
timosina alfa 1, activador plasmindgeno tisular, factor de necrosis tumoral beta (TNF beta), receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR), factor de necrosis tumoral - alfa (TNF alfa), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGEF), uroquinasa, y muchos otros.

[0099] Una clase de proteinas que pueden hacerse utilizando las composiciones y procedimientos para la
incorporacion in vivo de aminoacidos no naturales descritos en el presente documento, incluye moduladores
transcripcionales o partes de los mismos. Un ejemplo de moduladores transcripcionales incluye genes y proteinas
moduladoras de la transcripcién que modula el crecimiento celular, la diferenciacion, la regulacion, o similares.

Los moduladores transcripcionales se encuentran en procariotas, virus y eucariotas, incluyendo hongos, plantas,
levaduras, insectos y animales, incluyendo mamiferos, que proporcionan una amplia variedad de objetivos
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terapéuticos. Se apreciara que los activadores de la expresion y la transcripcién regulan la transcripcion mediante
muchos mecanismos, por ejemplo, mediante la unién a receptores estimulando una cascada de transduccién de
sefiales, regulando la expresion de factores de transcripcion, uniéndose a promotores y potenciadores, uniéndose a
proteinas que se vinculan a promotores y potenciadores, desenrollando ADN, splicing pre- ARNm, poliadenilando
ARN y degradando ARN. Por ejemplo, las composiciones de la proteina GAL4 o parte de la misma en una célula de
vertebrado es también una caracteristica de la invencion. La proteina GAL4 o parte de la misma comprende, al
menos, un aminoacido no natural. Véase también la seccién del presente documento titulado "aminoacil — ARNt
sintetasa ortogonal”.

[0100] Una clase de proteinas descritas en el presente documento (por ejemplo, proteinas con uno 0 mas
aminoacidos no naturales) incluye activadores de expresién como citocinas, moléculas inflamatorias, factores de
crecimiento, sus receptores, productos de oncogenes, por ejemplo, interleucinas (por ejemplo, IL — 1, IL — 2, IL — 8,
etc), interferones, FGF, IGF — 1, IGF — Il, FGF, PDGF, TNF, TGF — a, TGF - 3, EGF, KGF, SCF / ¢ — Kit, CD40L /
CD40, VLA — 4 | VCAM — 1, ICAM — 1/ LFA - 1, hialurina / CD44; moléculas de transduccién de sefiales y sus
correspondientes productos de oncogenes, por ejemplo; Mos, Ras, Raf y Met; activadores transcripcionales y
supresores, por ejemplo; p53, Tat, Fos, Myc, Jun, Myb, Rel, y receptores de hormonas esteroideas tales como el
estrdgeno, progesterona, testosterona, aldosterona, ligando del receptor LDL y corticosterona.

[0101] Se proporcionan asimismo en la invencion enzimas (por ejemplo, enzimas industriales), o partes de las
mismas con, al menos, un aminoacido no natural. Ejemplos de enzimas incluyen, de manera no limitante, por
ejemplo, amidasas, aminoacidos racemasas, acilasas, deshalogenasas, dioxigenasas, diarilpropano - peroxidasa,
epimerasas, epoxido hidrolasas, esterasas, isomerasas, quinasas, glucosa — isomerasas, glucosidasas, glucosil —
transferasas, haloperoxidasas, monooxigenasas (por ejemplo, p450s), lipasas, lignina peroxidasa, nitrilo hidratasas,
proteasas, fosfatasas, subtilisinas, transaminasas y nucleasas.

[0102] Algunas de estas proteinas se encuentran disponibles comercialmente (véase, por ejemplo, el catalogo de
Sigma BioSciences 2002 y la lista de precios), sus correspondientes secuencias proteicas y génicas y algunas
variantes de las mismas ya conocidas (véase, por ejemplo, Genbank). Pueden modificarse cualquiera de ellas
mediante la insercién de uno 0 mas amino&cidos no naturales segun la presente invencion, por ejemplo, para alterar
la proteina con respecto a una o mas propiedades terapéuticas, de diagnéstico o enzimaticas de interés. Ejemplos
de propiedades terapéuticamente pertinentes incluyen vida media del suero, vida media Cutil, estabilidad,
inmunogenicidad, actividad terapéutica, detectabilidad (por ejemplo, por la inclusion de grupos indicadores (por
ejemplo, marcadores o sitios de unidon de marcadores) en aminoacidos no naturales), reduccién de LDsg u otros
efectos secundarios, capacidad para entrar en el cuerpo a través del tracto gastrico (por ejemplo, disponibilidad oral),
o similares. Ejemplos de propiedades de diagndstico incluyen vida media util, estabilidad, actividad de diagnostico,
detectabilidad o similares. Ejemplos de propiedades enzimaticas pertinentes incluyen vida media til, estabilidad,
actividad enzimética, capacidad de produccion o similares.

[0103] Puede modificarse otra variedad de proteinas para incluir uno o mas aminoacidos no naturales. Por
ejemplo, sustituir uno 0 mas aminoacidos naturales en una o mas proteinas de vacuna con un aminoacido no
natural, por ejemplo; en proteinas flngicas infecciosas, por ejemplo; Aspergillus, especies Candida; bacterias,
particularmente como E. coli, que sirve de modelo para las bacterias patdgenas, asi como bacterias importantes
como Staphylococci (por ejemplo, aureus), o Streptococci (por ejemplo, pneumoniae); protozoos como esperozoos
(por ejemplo, Plasmodia), rizopodos (por ejemplo, Entamoeba) y flagelados (Trypanosoma, Leishmania,
Trichomonas, Giardia, etc); virus como virus ARN (+), (los ejemplos incluyen poxvirus, por ejemplo, vaccinia,;
picornavirus, por ejemplo, polio; togavirus, por ejemplo; rubella; flavivirus, por ejemplo; VHC; y coronavirus), virus
ARN (-) (por ejemplo, rabdovirus, por ejemplo; VSV; paramixovirosis, por ejemplo; RSV; ortomixovirus; por ejemplo,
influenza; bunyavirus; arenavirus), virus de ADN bicatenario (reovirus, por ejemplo), virus ARN en ADN, es decir;
retrovirus, por ejemplo, VIH y HTLV, y se describen en el presente documento algunos virus ADN en ARN como la
Hepatitis B.

[0104] Las proteinas relacionadas con la agricultura como las proteinas de resistencia contra los insectos (por
ejemplo, las proteinas Cry), almidon y las enzimas de produccion de lipidos, toxinas de plantas e insectos, proteinas
de resistencia a la toxina, proteinas de detoxificacion de micotoxinas, enzimas de crecimiento de la planta (por
ejemplo, ribulosa 1, 5 — biofosfato carboxilasa / oxigenasa, “RUBISCQO”), lipoxigenasa (LOX), y fosfoenolpiruvato
(PEP) carboxilasa ,son también dianas para la modificacion de amino&cidos no naturales.

[0105] La invencion proporciona asimismo procedimientos para producir en una célula de vertebrado, al menos,
una proteina que comprende, al menos, un aminoacido no natural (y proteinas producidas por dichos
procedimientos). Por ejemplo, un procedimiento incluye: el crecimiento en un medio apropiado, una célula de
vertebrado que comprende un acido nucleico que comprende, al menos, un coddn selectivo y codifica a la proteina.
La célula de vertebrado comprende también: un ARNt ortogonal que tiene una secuencia de nucledtidos tal como se
describe en la SEC ID N° 87 (O — tRNA) que funciona en las células y reconoce al codén selectivo; y una aminoacil —
ARNt sintetasa ortogonal (O — RS) que preferentemente aminoacila el O — tRNA con un amino&cido no natural, y el
medio comprende un amino&cido no natural.
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[0106] En una realizacion, el procedimiento incluye la incorporacion de la proteina en el aminoacido no natural, en
el que el aminoacido no natural comprende un primer grupo reactivo; y la puesta en contacto de la proteina con la
molécula (por ejemplo; un colorante, un polimero, por ejemplo; un derivado de polietilenglicol, un fotoreticulador, un
compuesto citotéxico, un marcador de afinidad, un derivado de la biotina, una resina, una segunda proteina o
polipéptido, un quelante de metales, un cofactor, un acido graso, un carbohidrato, un polinucleétido (por ejemplo,
ADN, ARN, etc), y similares) que comprende un segundo grupo reactivo. El primer grupo reactivo reacciona con el
segundo grupo reactivo para unir la molécula al aminoacido no natural a través de la cicloadiciéon [3 + 2]. En una
realizacién, el primer grupo reactivo es un resto alquinilo o azida y el segundo grupo reactivo es un resto azida o
alquinilo. Por ejemplo, el primer grupo reactivo es un resto alquinilo (por ejemplo, en un aminoéacido no natural de p —
propargiloxifenilalanina) y un segundo grupo reactivo es un resto azida. En otro ejemplo, el primer grupo reactivo es
un resto azida (por ejemplo, en un aminoacido no natural de p — azido — L — fenillalanina) y el segundo grupo reactivo
es un resto alquinilo.

[0107] En una realizacién, la O — RS aminoacila el O — tRNA con un aminoéacido no natural de, al menos, el 50 %
tan eficiente como una O — RS que tiene una secuencia de aminoacidos, por ejemplo, tal y como se describe en la
SEC ID N° 86 o 45. En otra realizacion, la O — RS comprende un aminoacido que se describe en cualquiera de las
SECs IDN°36 -63y/0la86.

[0108] La proteina codificada puede comprender, por ejemplo, una proteina terapéutica, una proteina de
diagnostico, una enzima industrial o una parte de las mismas. Opcionalmente, la proteina producida por el
procedimiento, es ademas, modificada a través de un amino&cido no natural. Por ejemplo, la proteina producida por
el procedimiento es opcionalmente modificada por, al menos, una modificacion post — traduccional in vivo.

[0109] Se describen ademés procedimientos de produccién de un cribado o de seleccion de una proteina
moduladora transcripcional (y el cribado o la seleccion de proteinas moduladoras transcripcionales producidas por
dichos procedimientos). Por ejemplo, un procedimiento incluye: la seleccion de una primera secuencia de
polinucleétidos, en la que la secuencia de polinucleétidos codifica un dominio de unién del acido nucleico; la
mutacion de una primera secuencia de polinucleétidos para incluir, al menos, un codén selectivo. Esto proporciona
un cribado o seleccién de una secuencia de polinucleétidos. El procedimiento incluye asimismo: la seleccién de una
segunda secuencia de polinucleétidos, en la que la segunda secuencia de polinucleétidos codifica el domino de
activacion transcripcional; proporciona un constructo que comprende el cribado o la seleccion de una secuencia de
polinucledtidos operativamente unida a la segunda secuencia de polinucledtidos; y la introduccion del constructo, un
aminoacido no natural, una ARNt sintetasa ortogonal (O — RS) y un ARNt ortogonal (O — tRNA) en una célula. Con
estos componentes, la O — RS aminoacila el O — tRNA con un aminoacido no natural y el O — tRNA reconoce el
codon selectivo y se incorpora al aminoacido no natural en el dominio de union del &cido nucleico en respuesta del
codon selectivo en el cribado o la seleccién de la secuencia de polinucledtidos, proporcionando, de este modo, el
cribado o la seleccion de la proteina moduladora transcripcional.

[0110] En algunas realizaciones, la proteina o el polipéptido de interés (o parte del mismo) en los procedimientos
de la invencion se codifica mediante un acido nucleico. El acido nucleico comprende, al menos un codén selectivo, al
menos dos codones selectivos, al menos tres codones selectivos, al menos cuatro codones selectivos, al menos
cinco codones selectivos, al menos seis codones selectivos, al menos siete codones selectivos, al menos ocho
codones selectivos, al menos nueve codones selectivos, diez 0 mas codones selectivos.

[0111] Los genes que codifican las proteinas o polipéptidos de interés pueden mutagenizarse utilizando
procedimientos ya conocidos para los expertos en la disciplina y se describen en el presente documento titulado
“Mutagenesis and Other Molecular Biology Techniques” para incluir, por ejemplo, uno o mas codones selectivos para
incorporar un aminoacido no natural. Por ejemplo, se mutageniza un &cido nucleico para una proteina de interés
para incluir uno o méas codones selectivos proporcionando la insercion de uno o mas aminoacidos no naturales. La
divulgacion incluye cualquier variante, por ejemplo; un mutante, versiones de cualquier proteina, por ejemplo,
incluyendo al menos, un aminoacio no natural. De manera similar, la invencion incluye ademas los correspondientes
acidos nucleicos, es decir; cualquier acido nucleico con uno o mas codones selectivos que codifican uno o mas
aminoacidos no naturales.

[0112] La purificacién de proteinas recombinantes comprende aminoacidos no naturales.

[0113] Las proteinas que comprenden aminoacidos no naturales, los anticuerpos de proteinas que comprenden
aminoacidos no naturales, etc, pueden purificarse, ya sea parcial o sustancialmente en homogeneidad, segin los
métodos estandar conocidos y utilizados por los expertos en la disciplina. En consecuencia, los polipéptidos pueden
recuperarse y purificarse por diversos procedimientos ya conocidos en la disciplina, incluyendo por ejemplo, la
precipitacion de sulfato de amonio o etanol, la extraccién de acido o de base, la cromatografia en columna, la
cromatografia en columna de afinidad, la cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, la cromatografia en
fosfocelulosa, la cromatografia de interaccion hidrofébica, la cromatografia de hidroxiapatita, la cromatografia de
lectinas, la electroforesis en gel y similares. Las etapas de repliegue de las proteinas puede utilizarse como se desee
fabricando correctamente las proteinas plegadas maduras. La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), la
cromatografia de afinidad u otros procedimientos adecuados pueden utilizarse en las etapas finales de purificacion
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cuando se desee una alta pureza. Los anticuerpos hechos contra los aminoacidos no naturales (o proteinas que
comprenden aminoacidos no naturales) se utilizan como reactivos de purificacion, por ejemplo, purificacion basada
en la afinidad de las proteinas que comprenden uno o mas aminoacido(s) no natural(es). Una vez purificados, parcial
u homogéneamente, segun se desee, los polipéptidos se utilizan opcionalmente por ejemplo, como componentes de
ensayo, reactivos terapéuticos o como inmundgenos para la produccién de anticuerpos.

[0114] Ademas de otras referencias ya citadas anteriormente, se conoce en la disciplina una variedad de
procedimientos de purificacion / plegamiento proteico, incluyendo, aquellos descritos en R. Scopes, Protein
Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182; Guide to Protein Purification,
Academic Press, Inc. N.Y. (1990); Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; Bollag et al.
(1996) Protein Methods, 22 Ed. Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ,
Harris and Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, England;
Harris and Angal Protein Purification Methods: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, England; Scopes
(1993) Protein Purification: Principles and Practice 32 Ed. Springer Verlag, NY; Janson and Ryden (1998) Protein
Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications, 2% Ed. Wiley-VCH, NY; y Walker (1998) Protein
Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ; y las referencias citadas en los mismos.

[0115] Una de las ventajas de producir una proteina o polipéptido de interés con un aminoacido no natural en una
célula de un vertebrado, es que las proteinas o polipéptidos se plegaran en sus conformaciones nativas. Sin
embargo, los expertos en la materia reconoceran que, tras la sintesis, expresion y / o purificacion, las proteinas
pueden poseer una conformacién diferente a las conformaciones deseadas de los polipéptidos pertinentes. En un
aspecto de la invencién, la proteina expresada esta opcionalmente desnaturalizada y, a continuacién, se
renaturaliza. Esto se consigue, por ejemplo, afiadiendo una chaperorina a la proteina o polipéptido de interés, y / o
solubilizando las proteinas en un agente caotropico tal como una guanidina HCI, etc.

[0116] En general, es deseable de vez en cuando desnaturalizar y reducir los polipéptidos expresados y, a
continuacion, provocar los polipéptidos para que se replieguen en la conformacion preferida. Por ejemplo, puede
afiadirse guanidina, urea, DTT, DTE, y / o chaperonina al producto de traduccién de interés. Son ya conocidos en la
disciplina los procedimientos de reduccion, desnaturalizacion y renaturalizacion de proteinas (véanse, las referencias
anteriores, y Debinski, et al. (1993) J. Biol. Chem., 268: 14065 -14070; Kreitman and Pastan (1993) Bioconjug.
Chem.,4: 581 - 585; y Buchner, et al., (1992) Anal. Biochem.. 205: 263 - 270). Debinski, et al., describe, por ejemplo,
la desnaturalizacion y reduccion de proteinas de cuerpos de inclusiéon en guanidina — DTE. Las proteinas pueden
volver a plegarse en una solucién de tampo6n redox que contiene, por ejemplo, glutatiéon oxidado y L — arginina. Los
reactivos de repliegue pueden fluir o, de otra manera, moverse al contacto con uno o mas polipéptidos u otro
producto de expresion o viceversa.

Anticuerpos

[0117] Se describen en la presente invencion anticuerpos de moléculas de la divulgacion, por ejemplo, sintetasas,
ARNLt y proteinas que comprenden aminoacidos no naturales. Los anticuerpos de moléculas de la divulgacion se
utilizan como reactivos de purificacion, por ejemplo, para purificar las moléculas de la divulgacion. Ademas, los
anticuerpos pueden utilizarse como reactivos indicadores para indicar la presencia de una sintetasa, un ARNt o una
proteina que comprende un aminoacido no natural, por ejemplo, para seguir la presencia o ubicacion (por ejemplo, in
vivo 0 in situ) de una molécula.

[0118] Un anticuerpo puede ser una proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancial o parcialmente
codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina. Los genes de
inmunoglobulina reconocidos incluyen los kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y genes de region constante
mu, asi como la miriada de genes de region variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como
kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, lo que, a su vez, define
las clases de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, igD e IgE, respectivamente. Una unidad estructural de inmunoglobulina
(por ejemplo, anticuerpo) comprende un tetramero. Cada tetramero esta compuesto de dos pares idénticos de
cadenas polipeptidicas; cada par tiene una cadena “ligera” (25 kD) y una cadena “pesada” (50 — 70 kD). El extremo
N - terminal de cada cadena define una regién variable que oscila entre 100 y 110 o mas aminodcidos responsables
principalmente del reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable
(Vn) se refieren a estas cadenas ligera y pesada, respectivamente.

[0119] Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos ya caracterizados
producidos por la digestion con diversas peptidasas. De este modo, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por
debajo de los enlaces disulfuro en la region de bisagra para producir F(ab“)2, un dimero de Fab que, en si mismo, es
una cadena ligera unida a Vy — Cul por un enlace disulfuro. El F(ab’), puede reducirse en condiciones suaves para
romper el enlace disulfuro en la region de bisagra convirtiendo de este modo el dimero F(ab’), en un monémero
Fab”. El monémero Fab” es esencialmente un Fab con parte de la regidon de bisagra (véase, Fundamental
Immunology, 42 Ed., W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1999), para una descripcion mas detallada de otros
fragmentos de anticuerpos). Si bien se definen varios fragmentos de anticuerpos en términos de la digestion de un
anticuerpo intacto, un experto se dara cuenta de que dichos fragmentos de Fab’, etc, pueden sintetizarse de novo
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bien quimicamente, bien utilizando una metodologia del ADN recombinante. Asi pues, el término anticuerpo, tal y
como se utiliza en la presente, opcionalmente incluye también fragmentos de anticuerpos ya sea por la modificacion
de anticuerpos completos o por sintetizacion de novo utilizando metodologias del ADN recombinante. Los
anticuerpos incluyen anticuerpos de cadena Unica, por ejemplo anticuerpos Fv de cadena Unica (sFv o scFv) en los
gue una cadena de variable pesada y una cadena de variable ligera se juntan (directamente o a través de un
conector peptidico) para formar un polipéptido continuo. Los anticuerpos de la invencién pueden ser, por ejemplo,
policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, de cadena Unica, de fragmentos Fab, de fragmentos
producidos por una biblioteca de expresion de Fab, o similares.

[0120] En general, los anticuerpos son valiosos, tanto como reactivos generales como reactivos terapéuticos en
diversos procedimientos biolégicos o farmacéuticos moleculares. Los procedimientos para producir anticuerpos
monoclonales y policlonales estan disponibles, y pueden aplicarse para fabricar los anticuerpos de la invencién. Una
serie de téxtos basicos describen los procedimientos de producciéon de anticuerpos estandar, incluyendo, por
ejemplo, Borrebaeck (ed) (1995) Antibody Engineering, 22 Ed. Freeman and Company, NY (Borrebaeck); McCafferty
et al. (1996) Antibody Engineering, A Practical Approach IRL at Oxford Press, Oxford, England (McCafferty), y Paul
(1995) Antibody Engineering Protocols Humana Press, Towata, NJ (Paul); Paul (ed.), (1999) Fundamental
Immunology, 52 Ed. Raven Press, N.Y.; Coligan (1991) Current Protocols in Immunology Wiley/Greene, NY; Harlow
and Lane (1989) Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press, NY; Stites et al. (eds.) Basic and
Clinical Immunology (42 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y referencias en; Goding (1986) Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice (22 ed.) Academic Press, New York, NY; y Kohler and Milstein (1975) Nature 256:
495 - 497.

[0121] Se han desarrollado numerosas técnicas recombinantes para la preparacion de anticuerpos que no se
basan en, por ejemplo, la inyeccién de un antigeno en un animal y puede utilizarse en el contexto de la presente
invencion. Por ejemplo, es posible generar y seleccionar bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o
vectores similares. Véase, por ejemplo, Winter et al. (1994) Making Antibodies by Phage Display Technology Annu.
Rev. Immunol. 12: 433 - 55 y las referencias citadas en el mismo para una revision. Véanse también, Griffiths and
Duncan (1998) Strategies for selection of antibodies by phage display Curr Opin Biotechnol 9: 102 - 8; Hoogenboom
et al. (1998) Antibody phage display technology and its applications Immunotechnology 4: 1 - 20; Gram et al. (1992)
in vitro selection and affinity maturation of antibodies from a naive combinatorial immunoglobulin library PNAS 89:
3576 - 3580; Huse et al. (1989) Science 246: 1275 - 1281; y Ward, et al. (1989) Nature 341: 544 - 546.

[0122] Las bibliotecas de anticuerpos pueden incluir depoésitos de genes V (por ejemplo, las recogidas a partir de
las poblaciones de linfocitos 0 ensambles in vitro) que se clonan para la visualizacién de los dominios variables de
las cadenas ligeras y pesadas asociadas a la superficie del bacteriéfago filamentoso. Los fagos se seleccionan
mediante la union a un antigeno. Los anticuerpos solubles se expresan a partir de bacterias infectadas del fago y el
anticuerpo puede mejorarse, por ejemplo, a través de la mutagénesis. Véanse, por ejemplo, Balint and Larrick (1993)
Antibody Engineering by Parsimonious Mutagenesis Gene 137:109 - 118; Stemmer et al. (1993) Selection of an
Active Single Chain Fv Antibody From a Protein Linker Library Prepared by Enzymatic Inverse PCR Biotechniques
14(2): 256 - 65; Crameri et al. (1996) Construction and evolution of antibody-phage libraries by DNA shuffling Nature
Medicine 2:100 - 103; y Crameri and Stemmer (1995) Combinatorial multiple cassette mutagenesis creates all the
permutations of mutant and wildtype cassettes BioTechniques 18: 194 - 195.

[0123] Los kits para la clonacion y la expresion de sistemas de fagos de anticuerpos recombinantes son también
conocidos y disponibles, por ejemplo, el “sistema de anticuerpos de fagos recombinantes, Mouse ScFv Module”, de
Amersham — Pharmacia Biotechnology (Uppasala, Suecia). Las bibliotecas de anticuerpos bacteriéfagos se han
producido también para realizar anticuerpos humanos con alta afinidad mezclando cadenas (véase, por ejemplo,
Marks et al. (1992) By - Passing Immunization: Building High Affinity Human Antibodies by Chain Snuffling
Biotechniques 10: 779 - 782. Se reconocera también que los anticuerpos pueden ser preparados por diversos
servicios comerciales (por ejemplo, Bethyl Laboratories (Montgomery, TX), Anawa (Suiza), Eurogentec (Bélgica y
EE.UU en Filadelfia, PA, etc.)y muchos otros.

[0124] En algunos casos, es util “humanizar” anticuerpos, por ejemplo, cuando se administran terapéuticamente
los anticuerpos. El uso de anticuerpos humanizados tiende a reducir la incidencia de las respuestas inmunes no
deseadas contra los anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, cuando el paciente sea un ser humano). Las referencias
de anticuerpos anteriores describen estrategias de humanizacion. Aparte de los anticuerpos humanizados, los
anticuerpos humanos son también una caracteristica de la invencion. Los anticuerpos humanos consisten en
secuencias de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanos pueden ser producidos utilizando una amplia
diversidad de procedimientos (véase, por ejemplo, Larrick et al., U.S. Pat. No. 5,001,065, para una revision). Un
enfoque general para producir anticuerpos humanos mediante la tecnologia de trioma se describe en Ostberg et al.
(1983), Hybridoma 2: 361 - 367, Ostberg, U.S. Pat. N°. 4.634.664, y Engelman et al., U.S. Pat. N°. 4.634.666.

[0125] Se conocen varios procedimientos de utilizacion de anticuerpos para purificar y detectar proteinas y pueden
aplicarse para la deteccion y purificacion de proteinas que comprenden amino&cidos no naturales descritos
anteriormente. En general, los anticuerpos son reactivos Utiles para ELISA, transferencia de Western,
inmunoquimica, procedimientos de cromatografia de afinidad, SPR y cualquier otro procedimiento. Las referencias
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citadas anteriormente proporcionan detalles sobre como realizar ensayos ELISA, membranas de Western,
resonancia de plasmones superficiales (SPR) y similares.

[0126] En un aspecto, los mismos anticuerpos incluyen aminoacidos no naturales, proporcionan anticuerpos con
propiedades de interés (por ejemplo, vida media mejorada, estabilidad, toxicidad o similares). Véase asimismo, la
seccion del presente documento titulada “polipéptidos con aminoacidos no naturales”. Los anticuerpos representan
actualmente cerca del 50 % de todos los compuestos en ensayos clinicos (Wittrup, (1999) Phage on display Tibtech
17: 423 - 424 y los anticuerpos se utilizan como reactivos de diagnéstico. En consecuencia, la capacidad para
modificar anticuerpos con aminoacidos no naturales proporciona una importante herramienta de modificaciéon de
estos valiosos reactivos.

[0127] Por ejemplo, hay muchas aplicaciones de mAbs en el campo del diagndstico. Los ensayos van desde
simples pruebas puntuales a procedimientos mas complicados como el Mab radiomarcado a NR — LU — 10 de
DuPont Merck CO utilizado para la imagen tumoral (Rusch et al. (1993) NR-LU-10 monoclonal antibody scanning. A
helpful new adjunct to computed tomography in evaluating non — samll — cell lung cancer. J Thorac Cardiovasc Surg
106: 200 - 4). Como se ha sefalado anteriormente, los mAbs son reactivos centrales para ELISA, transferencia
Western, inmunoquimica, procedimientos de cromatografia de afinidad y similares. Cualquier anticuerpo de
diagndstico puede ser modificado para incluir uno o mas aminoacidos no naturales; modificar, por ejemplo, la
especificidad o avidez del Ab para una diana o alterar una o mas propiedades detectables, por ejemplo, incluyendo
un marcador detectable (por ejemplo, espectrografico, fluorescente, luminiscente, etc) en un amino&cido no natural.

[0128] Una clase de valiosos reactivos de anticuerpos son los Abs terapéuticos. Por ejemplo, los anticuerpos
pueden ser anticuerpos monoclonales especificos de tumores que detienen el crecimiento tumoral para dirigir las
células tumorales a su destruccion por citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediada por células (ADCC) o lisis
mediada por el complemento (CML) (estos tipos generales de Abs se refieren a veces como "balas magicas "). Un
ejemplo es Rituxan, un MAb anti- CD20 para el tratamiento del linfoma no Hodgkin (Scott (1998) Rituximab: a new
therapeutic monoclonal antibody for non-Hodgkin’s lymphoma Cancer Pract 6: 195 - 7). Un segundo ejemplo se
refiere a anticuerpos que interfieren con un componente critico del crecimiento tumoral. Herceptin es un anticuerpo
monoclonal anti - HER- 2 para el tratamiento contra el cancer de mama metastasico, y proporciona un ejemplo de un
anticuerpo con este mecanismo de accion (Baselga et al. (1998) Recombinant humanized arrti-HER2 antibody
(Herceptin) enhances the antitumor activity of paclitaxel and doxorubicin against HER2/neu overexpressing human
breast cancer xenografts [la errata publicada aparece en Cancer Res (1999) 59(8): 2020], Cancer Res 58: 2825 -
31). Un tercer ejemplo se refiere a anticuerpos para la entrega de compuestos citotdxicos (toxinas, radionucleidos,
etc) directamente a un tumor u otro sitio de interés. Por ejemplo, una aplicacién de Mab es CYT - 356, un anticuerpo
ligado a 90Y que dirige la radiacién directamente a las células del tumor de préstata (Deb et al. (1996) Treatment of
hormonerefractory prostate cancer with 90Y-CYT-356 monoclonal antibody Clin Cancer Res 2: 1289 - 97. Una cuarta
aplicacion es la terapia enzimatica de profarmacos dirigida con anticuerpos, donde una enzima colocalizada en un
tumor activa un profarmaco sistémicamente administrado en la proximidad del tumor. Por ejemplo, un anticuerpo anti
- Ep - CAM1 vinculado a la carboxipeptidasa A estd siendo desarrollado para el tratamiento contra el cancer
colorrectal (Wolfe et al. (1999) Antibody-directed enzyme prodrug therapy with the T268G mutant of human
carboxypeptidase Al: in vitro and in vivo studies with prodrugs of methotrexate and the thymidylate synthase
inhibitors GW1031 and GW1843 Bioconjug Chem 10: 38 - 48). Otros Mabs (por ejemplo, antagonistas) estan
disefiados especificamente para inhibir funciones celulares normales para el beneficio terapéutico. Un ejemplo es
Orthoclone OKT3, un MAb anti -CD3 ofrecido por Johnson and Johnson para reducir el rechazo agudo del trasplante
de organos (Strate et al. (1990) Orthoclone OKTS3 as first-line therapy in acute renal allograft rejection Transplant
Proc 22: 219 - 20. Otra clase de productos de anticuerpos son los agonistas. Estos Mabs estan disefiados
especificamente para mejorar las funciones celulares normales para el beneficio terapéutico. Por ejemplo, agonistas
basados en Mab de los receptores de acetilcolina para la neuroterapia que se encuentra en desarrollo (Xie et al.
(1997) Direct demonstration of MuSK involvement in acetylcholine receptor clustering through identification of agonist
ScFv Nat. Biotechnol. 15: 768 - 71. Cualquiera de estos anticuerpos pueden ser modificados para incluir uno 0 mas
aminoacidos no naturales para mejorar una o mas propiedades terapéuticas (especificidad, avidez, vida media del
suero, etc).

[0129] Otra clase de productos de anticuerpos ofrecen funciones novedosas. Los principales anticuerpos de este
grupo son anticuerpos cataliticos, tales como secuencias Ig que han sido disefiadas para imitar las capacidades
cataliticas de las enzimas (Wentworth and Janda (1998) Catalytic antibodies Curr Opin Chem Biol 2: 138 - 44. Por
ejemplo, una aplicacién interesante implica la utilizacion del anticuerpo catalitico mAb 15A10 para hidrolizar la
cocaina in vivo para la terapia de adiccion (Mets et al. (1998) A catalytic antibody against cocaine prevents cocaine’s
reinforcing and toxic effects in rats Proc Natl Acad Sci U S A 95: 10176 - 81). Los anticuerpos cataliticos también
pueden ser modificados para incluir uno o mas aminoacidos no naturales para mejorar una o mas propiedades de
interés.

Acido nucleico y secuencia de polipéptidos y variantes

[0130] Como se describié anteriormente y como se describe a continuacion, la descripcion proporciona secuencias
de polinucleodtidos de acido nucleico, secuencias de aminoacidos de polipéptidos, por ejemplo, O - tRNAs y O - RSs,
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y, por ejemplo, composiciones y procedimientos que comprenden dichas secuencias. Se revelan en el presente
documento ejemplos de dichas secuencias, por ejemplo, O - tRNAs y O - RSs (véase, la Tabla 5, por ejemplo, las
SECs ID N°3 - 65, 86,87y 88,y las SECs IDN° 1y 2).

Mutagénesis y otras técnicas de biologia molecular

[0131] Los textos generales que describen las técnicas de biologia molecular incluyen a Berger and 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 (22 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989 ("Sambrook") y Current Protocols in Molecular Biology, F.M.
Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley &
Sons, Inc., (afiadido en 1999) ("Ausubel’)). Estos textos describen la mutagénesis, el uso de vectores, los
promotores y muchos otros temas relevantes relacionados con, por ejemplo, la generacion de genes que incluyen
codones selectivos para producir proteinas que incluyen aminoacidos no naturales, ARNts ortogonales, sintetasas
ortogonales y pares de los mismos.

[0132] Se utiliza en la divulgacién numerosos tipos de mutagénesis, por ejemplo, para producir bibliotecas de
ARNIts, para producir bibliotecas de sintetasas, para insertar codones selectivos que codifican los aminoacidos no
naturales en una proteina o polipéptido de interés. Incluyen, de manera no limitante, mutagénesis aleatoria dirigida,
recombinacién homdloga, barajado de ADN o cualquier otro procedimiento de mutagénesis recursiva, construccion
quimérica, mutagénesis que utiliza plantillas que contienen uracilo, mutagénesis dirigida a oligonucleotidos,
mutagénesis de ADN modificado con fosforotioato, mutagénesis que utiliza ADN bicatenario ahuecado o similares, o
cualquier combinacion de los mismos. Los procedimientos adecuados adicionales incluyen la reparacion de
malapareamientos de punto, mutagénesis que utiliza cepas huésped deficientes en la reparacion, mutagénesis de
restriccion — seleccion, y mutagénesis restriccion — purificacion, mutagénesis por delecion, mutagénesis mediante
sintesis génica total, reparacidon por recombinacion y similares. La mutagénesis, por ejemplo, implica que las
construcciones quiméricas sean también incluidas en la presente divulgacion. En una realizacion, la mutagénesis
puede ser guiada por la informacién ya conocida de las moléculas de origen natural o alterado o de origen natural
mutado, por ejemplo, una secuencia, una comparacién de secuencias, propiedades fisicas, estructura cristalina o
similares.

[0133] Los textos y ejemplos anteriores descubiertos en el presente documento describen estos métodos. La
informacién adicional se halla en las siguientes publicaciones y referencias citadas en: Ling et al., Approaches to
DNA mutagenesis: an overview, Anal Biochem. 254(2): 157 - 178 (1997); Dale et al., Oligonucleotide-directed
random mutagenesis using the phosphorothioate method, Methods Mol. Biol. 57: 369 - 374 (1996); Smith, In vitro
mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19: 423 — 462 (1985); Botstein & Shortle, Strategies and applications of in vitro
mutagenesis, Science 229: 1193 - 1201(1985); Carter, Site-directed mutagenesis, Biochem. J. 237: 1 - 7 (1986);
Kunkel, The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, in Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F.
and Lilley, D.M.J. eds., Springer Verlag, Berlin)) (1987); Kunkel, Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488 - 492 (1985); Kunkel et al., Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selection, Methods in Enzymol. 154, 367 - 382 (1987); Bass et al., Mutant Trp
repressors with new DNA-binding specificities, Science 242: 240 - 245 (1988); Methods in Enzymol. 100: 468 - 500
(1983); Methods in Enzymol. 154: 329 - 350 (1987); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-
derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment,
Nucleic Acids Res. 10: 6487 - 6500 (1982); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments
cloned into M13 vectors, Methods in Enzymol. 100: 468 - 500 (1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed
mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template, Methods in
Enzymol. 154: 329 - 350 (1987); Taylor et al., The use of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme
reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8749 - 8764 (1985); Taylor et al., The rapid generation of
oligonucleotidedirected mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA, Nucl. Acids Res. 13:
8765 - 8787 (1985); Nakamaye & Eckstein, Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage by phosphorothioate
groups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14: 9679 - 9698 (1986); Sayers
et al., Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 16: 791 -
802 (1988); Sayers et al., Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction
endonucleases in the presence of ethidium bromide, (1988) Nucl. Acids Res. 16: 803 - 814; Kramer et al., The
gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441 - 9456
(1984); Kramer & Fritz Oligonucleotidedirected construction of mutations via gapped duplex DNA, Methods in
Enzymol. 154: 350 - 367 (1987); Kramer et al., Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA
approach to oligonucleotide-directed construction ofmutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988); Fritz et al.,
Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions in
vitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987 - 6999 (1988); Kramer et al., Point Mismatch Repair, Cell 38: 879 - 887 (1984);
Carter et al., Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucl. Acids Res. 13: 4431 -
4443 (1985); Carter, Improved oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors, Methods in Enzymol. 154:
382 - 403 (1987); Eghtedarzadeh & Henikoff, Use of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids Res.
14: 5115 (1986); Wells et al., Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the transition state of subtilisin,
Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415 - 423 (1986); Nambiar et al., Total synthesis and cloning of a gene coding for
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the ribonuclease S protein, Science 223: 1299 - 1301 (1984); Sakamar and Khorana, Total synthesis and expression
of a gene for the a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids
Res. 14: 6361 - 6372 (1988); Wells et al., Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple
mutations at defined sites, Gene 34: 315 - 323 (1985); Grundstrom et al., Oligonucleotide-directed mutagenesis by
microscale ’shot-gun’gene synthesis, Nucl. Acids Res. 13: 3305 - 3316 (1985); Mandecki, Oligonucleotide-directed
doublestrand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83: 7177 - 7181 (1986); Arnold, Protein engineering for unusual environments, Current Opinion in
Biotechnology 4: 450 - 455 (1993); Sieber, et al., Nature Biotechnology, 19: 456 - 460 (2001). W. P. C. Stemmer,
Nature 370, 389 - 91 (1994); vy, I. A. Lorimer, |. Pastan, Nucleic Acids Res. 23, 3067 - 8 (1995). Se pueden encontrar
detalles adicionales en los procedimientos anteriores en Methods in Enzymology Volumen 154, que describe
asimismo los controles Utiles para solucionar problemas con respecto a diversos procedimientos de mutagénesis.

[0134] La divulgacion se refiere también a las células huésped de vertebrados, en el que las células no son células
humanas embrionarias o células humanas in vivo y organismos para la incorporacion in vivo de aminoacidos no
naturales a través de los pares de ARNt / RS ortogonales. Las células huésped son técnicas genéticas (por ejemplo,
transformadas, transducidas o transfectadas) con polinucleétidos de la divulgacion o constructos que incluyen un
polinucleétido de la divulgacion, por ejemplo, un vector de la divulgacion, que puede ser, por ejemplo, un vector de
clonacion o un vector de expresion. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de plasmido, bacteria, virus,
polinucleétido desnudo o un polinucleétido conjugado. Los vectores se introducen en células y / o microorganismos
por procedimientos estandar que incluyen electroporacion (From et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824 (1985),
infeccion por vectores virales, penetracion balistica de alta velocidad por pequefias particulas con un &cido nucleico
bien en la matriz de pequefias perlas o particulas, bien en la superficie (Klein et al., Nature 327, 70 - 73 (1987)).

[0135] Las células huésped genéticas pueden ser cultivadas en medios nutrientes convencionales modificados
segun sea apropiado para actividades como, por ejemplo, la fase de cribado, la activacion de promotores o seleccion
de transformantes. Estas células pueden cultivarse opcionalmente en organismos transgénicos. Otras referencias
utiles, por ejemplo, para el aislamiento celular y cultivo (por ejemplo, para su posterior aislamiento del &cido nucleico)
incluyen Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, 32 ed. Wiley- Liss, New York y las
referencias citadas en; Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in liquid Systems John Wiley & Sons, Inc.
New York, NY; Gamborg and Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods
Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York) y Atlas and Parks (eds) The Handbook of
Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FL.

[0136] La invencion se refiere ademas a lineas celulares de vertebrados, en la que la linea celular no es una célula
madre embrionaria humana con capacidad para incorporarse a un aminoacido o aminoacidos no naturales a través
de pares de ARNt / RS ortogonales, en el que el ARNt comprende una secuencia tal como se describe en la SEC ID
N° 87. Estas lineas celulares pueden establecerse utilizando técnicas de cultivo celular conocidas en la disciplina, en
el que las células huésped han sido transformadas, transducidas o transfectadas con polinucleétidos de la invencion
0 constructos que incluyen un polinucledtido de la invencion. Los procedimientos de introduccion de acidos nucleicos
exogenos en las células huésped son ya conocidos en la disciplina, y variaran segun la célula huésped utilizada. Las
técnicas incluyen, de manera no limitante, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion fosfato de calcio,
tratamiento con cloruro de calcio, transfeccion mediada por polibreno, fusion de protoplastos, electroporacion,
infeccion viral o de fago, encapsulacion de polinucleétido(s) en liposomas y microinyeccion directa.

[0137] Las células pueden ser transformadas o transfectadas de manera que permitan la incorporacién bien
transitoria, bien estable del ADN. A largo plazo, para la produccion de alto rendimiento de proteinas recombinantes,
se prefiere la expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable la molécula del
anticuerpo pueden ser genéticas. En lugar de utilizar vectores de expresion que contienen origenes de replicacion
virales, las células huésped pueden transformarse con ADN controlado por elementos adecuados de control de la
expresion (por ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la transcripcion, sitios de
poliadenilacion, etc), y un marcador seleccionable. Tras la introduccién de ADN extrafio, las células modificadas
pueden cultivarse durante 1 — 2 dias en un medio enriquecido, y a continuacion se cambian a un medio selectivo. El
marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite que las células se
integren de forma estable en el plasmido en sus cromosomas y crezcan para formar focos que, a su vez, pueden
clonarse y expandirse en las lineas celulares. Este procedimiento puede ser utilizado ventajosamente en las lineas
celulares genéticas que expresan una molécula de anticuerpo. Dichas lineas celulares genéticas pueden ser
particularmente Utiles en el cribado y evaluacion de compuestos que interaccionan directa o indirectamente con la
molécula del anticuerpo. Alternativamente, otras técnicas, como las técnicas de transfeccion mediadas por vectores
virales, ya conocidas en la disciplina, pueden permitir la transfeccion transitoria de las células.

[0138] Estan disponibles diversos procedimientos ya conocidos para la introduccion de acidos nucleicos diana en
las células, cualquiera de ellos puede utilizarse en la presente invencion. Estos incluyen: fusion de células receptoras
con protoplastos bacterianos que contienen ADN, electroporacion, bombardeo de proyectiles, (para una expresion
mas estable), e infeccion con vectores virales (que pueden utilizarse para la transfeccion estable o transitoria y que
se discute ademas, a continuacion), etc. Las células bacterianas pueden utilizarse para amplificar el nimero de
plasmidos que contienen constructos de ADN de la presente invencion. Las bacterias se cultivan hasta la fase log y
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los plasmidos en la bacteria pueden aislarse gracias a diversos procedimientos ya conocidos en la disciplina (véase,
por ejemplo, Sambrook). Ademas, un exceso de kits esta disponible comercialmente para la purificacion de
plasmidos de bacterias, (véanse, por ejemplo, EasyPrep'™, FlexiPrep™, ambos de Pharmacia Biotech;
StrataClean™, de Stratagene; y QIAprepT'\’I de Qiagen). Los plasmidos aislados y purificados son manipulados para
producir otros plasmidos, utilizados para transfectar células o incorporados en vectores relacionados con los
organismos infectados. Los vectores contienen los terminadores de transcripcion y traduccion, las secuencias de
transcripcién e iniciacion de traduccion, y los promotores Utiles para la regulacién de la expresion de un acido
nucleico diana particular. Los vectores comprenden opcionalmente casetes de expresiéon genérica que contienen, al
menos, una secuencia terminadora independiente, secuencias que permiten la replicacién de la casete en
eucariotas, procariotas, o0 ambas, (por ejemplo, vectores lanzadera) y marcadores de seleccion tanto para los
sistemas procariotas y de vertebrados. Los vectores son adecuados para la replicacion y la integracion en
procariotas, eucariotas, o preferiblemente en ambas. Véanse, Giliman & Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts, et al.,
Nature, 328: 731 (1987); Schneider, B., el a/., Protein Expr. Purif. 6435: 10 (1995); Ausubel, Sambrook, Berger (all
supra). Se proporciona un catalogo de bacterias y bacteriéfagos Utiles para la clonacion, por ejemplo., mediante
ATCC, por ejemplo., The ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1992) Ghema et al. (eds) publicado por la
ATCC. Se encuentran métodos basicos adicionales para la secuenciacion, clonacion y otros aspectos sobre biologia
molecular y consideraciones tedricas subyacentes en Watson et al. (1992) Recombinant DNA 22 Ed. Scientific
American Books, NY. Ademas, cualquier acido nucleico esencial (y practicamente cualquier acido nucleico marcado,
ya sea estandar o no estandar), pueden pedirse por encargo los estandares de cualquiera de las numerosas fuentes
comerciales, como The Midland Certified Reagent Company (Midland, TX mcrc.com), The Great American Gene
Company (Ramona, CA available on the World Wide Web at genco.com), ExpressGen Inc. (Chicago, IL disponible
en expressgen.com), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA), y muchas otras.

Kits

[0139] Los kits son también una caracteristica de la divulgacion. Por ejemplo, se proporciona un kit de produccién
de proteinas que comprende, al menos, un aminoacido no natural en una célula, en el que el kit incluye un recipiente
que contiene una secuencia de polinucleétidos que codifica un O — tRNA en la secuencia descrita en la SEC ID N°
87,y /o0 un O — tRNA en la secuencia descrita en la SEC ID N° 87, y / o una secuencia de polinucleétidos que
codifica un O — RS, y/ o0 una O — RS. En una realizacion, el kit incluye ademas, al menos, un aminoacido no natural.
En otra realizacion, el kit comprende ademéas materiales informativos para la produccion de proteinas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Métodos de produccion y composiciones de aminoacil - ARNt sintetasas que incorporan aminoacidos no
naturales en células de vertebrados.

[0140] La expansion del cddigo genético de los vertebrados para incluir aminoacidos no naturales con nuevas
propiedades fisicas, quimicas o biolégicas podria proporcionar poderosas herramientas para el andlisis y control de
la funcion proteica en estas células. Con tal proposito, se describe un enfoque general para el aislamiento de
aminoacil — ARNt sintetasas que incorporan aminoacidos no naturales con alta fidelidad en las proteinas en
respuesta a un codén &mbar en Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). El procedimiento se basa en la activacion
de los genes indicadores sensibles GAL4, HIS3, URA3 o LacZ, suprimiendo ambos codones ambar entre el dominio
de union de ADN y el dominio de activacion transcripcional de GAL4. Se describe la optimizaciéon de un indicador
GAL4 para una seleccion positiva de variantes activas de tirosil — ARNt sintetasa de Escherichia coli (EcTyRS). Una
seleccidn negativa de variantes inactivas de EcTyrRs se ha desarrollado también con un indicador URA3 utilizando
una pequefia molécula (acido 5-fluorooroético (5-FOA)) afiadida al medio de crecimiento como un “alelo téxico”. Es
importante destacar que tanto las selecciones positivas como negativas pueden realizarse en una Unica célula y con
un amplio rango de severidad. Esto puede facilitar el aislamiento de una diversidad de actividades de aminoacil —
ARNIL sintetasa (aaRS) de las grandes bibliotecas de las sintetasas mutantes. La potencia del procedimiento para el
aislamiento de fenotipos de aaRS deseados se demuestra en las selecciones de modelos.

Ejemplo 2
Construccion de ARNt hibrido a partir de Tyr tRNA de E. coli y B. stearothermophilus

[0141] Se conoce gracias a los trabajos sobre Saccharomyces cerevisiae, que los pares de Tyr tRNA / RS de E.
coli son ortogonales en los ARNt / RS enddgenos y apoya la supresion de aminoacidos no naturales. Sin embargo,
los esfuerzos para transcribir ARNt'® de E. coli funcional in vivo en células de mamiferos ha supuesto todo un reto.
Debido a ello, el interés se ha dirigido hacia B. sterothermophilus como fuente de una secuencia de ARNt que puede
soportar la supresion de aminoacidos no naturales en las células mamiferas. Aunque el ARNt de B.
sterothermophilus es un sustrato para la ARNt"'® sintetasa de E. coli, se requiere ademas la modificacion del ARNt
para mejorar la eficacia de la aminoacilacion del ARNt. La aminoacilacion mejorada del ARNt, mejorard la eficacia de
la supresion. El tallo aceptor del ARNt es una clave determinante para el reconocimiento de la ARNt sintetasa. En
este ejemplo, se construyd un ARNt hibrido combinando diferentes componentes estructurales del ARNt™" de E. coli
y B. sterothermophilus. Este ARNt hibrido tiene el tallo aceptor del ARNt"™" de E. coli, el brazo D, el brazo TyC, un

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2457527713

lazo variable y un tallo anticodon de ARNt™ de B. estearothermophilus. El nuevo ARNt hibrido, que tiene un tallo

aceptor que deriva de E. coli, es un sustrato mejor para la ARNt™ sintetasa de E. coli. A continuacién, se muestra en
el experimento que se obtuvo una eficacia de supresion de ambar mejorada cuando se utilizo el nuevo hibrido de
ARNLt supresor de ambar. En comparacion, se testé el ARNt hibrido junto al ARNt™ de B. stearothermophilus del
que se deriva.

Estudio experimental:

[0142] Construccién de un plasmido que codifica un ARNt hibrido:

Una expresion de ARNt hibrido supresor de ambar de Unica copia que incluye sitios de restriccion 5~ (EcoR
I'y Bgl 1), secuencia flanqueadora 5" de ARNt"" humano

(GGATTACGCATGCTCAGTGCAATCTTCGGTTGCCTGGACTAGCGCTCCGGTTTT
TCTGTGCTGAACCTCAGGGGACGCCGACACACGTACACGTC (SEQ ID NO: 89)),

el ARNt hibrido supresor de ambar mutante que carece de 3" CCA (la secuencia de nucleétidos del ARNt hibrido es
la siguiente:

GGUGGGGUAGCGAAGUGGCUAAACGCGGCGGACUCUAAAUCCGCUCCCUUUG
GGUUCGGCGGTUCGAAUCCGUCCCCCUCCACCA (SEQ ID NO:87),

y la secuencia del ADN que codifica el ARNt es la siguiente:
GGTGGGGTAGCGAAGTGGCTAAACGCGGCGGACTCTAAATCCGCTCCCTTTGG
GTTCGGCGGTTCGAATCCGTCCCCCA (SEQ ID NO: 88)),

la secuencia flanqueadora 3" del ARNt™" humano (GACAAGTGCGGTTTTTTTCTCCAGCTCCCGATGACTTATGGC

(SEC ID N° 90)) y los sitios de restriccion 3" (BamH | y Hind Ill), se construyeron mediante PCR por solapamiento

utilizando cebadores:

FTam 73: cebador directo con el sitio de EcoR 1y Bgl Il
GTACGAATTCCCGAGATCTGGATTACGCATGCTCAGTGCAATCTTCGGTTGCCT
GGACTAGCGCTCCGGTTTTTCTGTGC (SEQ ID NO: 91)

FTam 115: cebador inverso:

AGTCCGCCGCGTTTAGCCACTTCGCTACCCCACCGACGTGTACGTGTGTCGGCG
TCCCCTGAGGTTCAGCACAGAAAAACCGGAGCGC (SEQ ID NO: 92)

FTam 116: cebador directo para parte 2:
GTGGCTAAACGCGGCGGACTCTAAATCCGCTCCCTTTGGGTTCGGCGGTTCGAA
TCCGTCCCCCACCAGACAAGTG (SEQ ID NO: 93)

FTam 117: cebador inverso para parte 2:
GATGCAAGCTTGATGGATCCGCCATAAGTCATCGGGAGCTGGAGAAAAAAACC
GCACTTGTCTGGTGGGGGACGG (SEQ ID NO: 94).

Esto se ligo a pUC19 en los sitios EcoR | 'y Hind 111.
[0143] El experimento de supresion de ambar con ARNt hibrido (Figura 1):
Los plasmidos que codifican el mutante @ambar hGH EB88, la ARNt sintetasa de E. coli y bien un ARNt

hibrido supresor de dambar de Unica copia de B. stearothermophilus, bien un ARNt hibrido supresor de
ambar de Unica copia, se transfectaron a células CHO K1. Se analiz6 la expresion de hGH durante 42 horas
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tras la transfeccién. Cuando se utilizé el ARNt hibrido (hbl), la eficacia de supresion de ambar aumenté un
30 % respecto a la obtenida cuando se utilizé un ARNt supresor de ambar de B. stearothermophilus.

Ejemplo 3

[0144] Adicion de moléculas a proteinas con un aminoacido no natural.
En un aspecto, la invenciéon proporciona procedimientos y composiciones relacionadas de proteinas que
comprenden aminoacido no natural acoplado a moléculas de sustitucion adicionales.

[0145] Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en la presente tienen propdsitos meramente
ilustrativos y a tenor de esto, los expertos en la disciplina sugeriran diversas modificaciones o cambios que han de
incluirse en el espiritu, en el &mbito de esta solicitud, asi como dentro del alcance de las reivindicaciones anexas.

[0146] Aunque se ha descrito la invencion anterior detalladamente con fines de claridad y comprension, a partir de
la lectura sera evidente para los expertos en la materia, que se pueden realizar diversos cambios en la forma y los
detalles sin apartarse del verdadero alcance de la invencién. Por ejemplo, pueden ser utilizados en diversas
combinaciones todas las técnicas y aparatos descritos en la presente.
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<210> 1

<211> 1275
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 1
atggcaagca
gacgaggaag
gatcctaccg
ttccagcagg
gacccgagct
gtggacaaaa
gctatcgcegg
gatattggca
ctcaaccgtg
tatgacttcg
cagtggggta
tttggcctga
ggcggcgcag
atcaacactg
gaagagatca
tatgtactgg
aaacgtatta
gaacagctgg
caggcactgg
tccaatgcca
gaagatcgtc
atttgctgga

gtaacttgat
cgttagcaga
ctgacagctt
cgggccacaa
tcaaagctgc
tccgtaagea
cgaacaacta
aacacttctc
aagatcaggg
cctgtctgaa
acatcacttc
ccgttccget
tctggttgga
cggatgccga
acgccctgga
cggagcaggt
ccgaatgect
cgcaggacgg
tcgattctga
tcaccattaa
tgtttggtcg
aataa

taaacaattg
gcgactggcg
gcatttgggg
gccggttgeg
cgagcgtaag
ggttgccccg
tgactegttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac
gatcactaaa
tccgaagaaa
cgttraccge
agaagaagat
gactcgtctg
gttcagcggt
cgtaccgatg
actgcaacct
cggtgaaaaa
ttttacctta

caagagcggg
caaggcccga
catcrtgttc
ctggraggcg
ctgaacaccg

ttcctcgatt

ggcaatatga
atgatrcaaca
actgagtttt
ggtgtggtgc
ctgacccgtc
gcagatggca
accagcccegt
ttcctgaagt
aaaaacagég
gttcacggtg
tctttgagtg
gttgagatgg
tcccgtggte
cagtccgatc
ctgcgtcgceg

53

ggctggtage
tcgcgetcta
cattgttatg
gcgcgacggyg
aagaaactgt
tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
gtctgcatca
ccaaatttgg
acaaattcta
tcttcacctt
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgctgagtga
aaaagggcgc
aggcacgtaa
ctgaatactt

gtaaaaagaa

ccaggtgacg
ttgcggette
cctgaaacgc
tctgattgge
tcaggagtgg
agaaaactct
cttcetgege
taagcagcgt
gttgcagggt
tggttctgac
gaatcaggtg
taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgcgeccag
acaggcgjca
agcggacttc
agacctgatg
aactatcgcc
ctttaaagaa
ttactgtctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1275
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<210> 2
<211> 424
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 2

:et Ala Ser

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val
228

Gln

Ile

Gly

50

His

Pro

GIn

Phe

Phe

130

Phe

ASn

Leu

Leu

val
Ala
35

HMis
Lys
ser
Glu
AS

11

Gly
ser
Arg
Gln
Gln
195

Leu

Leu

ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys

Asn

val

Glu

Gl

18

Ile

Ile

AsSn
S
ASp
Tyr
val
val
LYyS
g%
val
Gly
Met
Asn
AS
16
Tyr
Gly
Arg

Thr

ES 2457527713

Leu
Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
AsSn
GIn
150
Gin
Asp

Gly

Arg

250

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

ASnh

val

135

Met

Gly

Phe

Ser

Leu

215

Ala

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

Asp

GIn
Leu

25

Asp

Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
Asn
ser
Cys
185
Gln

Gin

Gly

54

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
%s
LysS

Ile

Lys
Phe
170
Leu
Trp

AsSn

Thr

Gln
Glu
Thr
Lys
2
Leu
GIn
Ala
Leu
Glu
Thr
Asn
Gly

GIn

255

Glu

Arg

Ala

Arg

Asn

val

Ala

Ala

Glu

Lys

AsSn

val
220

Arg

Leu

AsSp

Phe

Gly

Thr

Ala

AsSn

125

Asp

val

Phe

Gin

Ile

205

Gly

Gly Leu
15

Ala GIn
30

Ser Leu
GIln GIn
Leu Ilé
Glu Glu

95

Pro Phe
110
AsSn Tyr

Ile Gly

Lys GIn

ser Bts'

I¥5 Gly

Thr Ser
Gly Leu

Lys Thr

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

Lys

AsSn

val

Gly

Thr

Glu
240
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Gly

LysS
Glu
Glu
305

Lys

Glu

GIn

Thr
38S

Glu

Asn

Gly
Glin
Phe
Asp
290
GIn
Arg
Ala
Glu
Pro
370
Ile

Asp

Tyr

<210> 3
<211> 1275
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sintetasa artificial

<400> 3

Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LyS
3¥S
ser
Asn
Arg

Cys

Asn

Thr

Thr

248
Ile
Phe
ser
Arg

Glu

Phe Glu

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

ES 2457527713

Leu
Asn
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn
ASp
GIn
LyS
330
Gly

Cys

AsSp

Ser

Leu

Leu

Leu

Ala

375

GlIn

Arg

Trp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

Ser

Phe

LysS

Pro

Gly

ser

Lys

Asp

Thr

Lys
%0
Ala
Glu

Arg

Glu

Thr

Asp

Ile

Ala

Glu

315

Gl

i3

AsSp

Ala

Thr

Pro

Leu
410

ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

ser
val
Asn
GIn
300
Gly
Leu
val
val
Ala
}80

Tyr

Arg

Pro Tyr LysS
i ng

Arg Phe

27

Ala Leu Glu

285

Tyr val Leu
Leu GIn Ala
Ser Ala Leu
Pro Met val
350

Asp Ser Glu
36

ser Asn Ala

Phe Phe Lys

Arg Gly LysS
§ Ry as

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

atggcaagca gtaacttgat taaacaattg caagagcggg ggctggtage ccaggtgacg

gacgaggaag cgttagcaga gcgactggcg caaggceccga tcgcactcgt gtgtggette

gatccraccg ctgacagett gcatttgggg catcttgttc cattgttatg cctgaaacge

ttccagcagg cgggccacaa gocggttgecg ctggtaggeg gegegacggg tctgattgge

gacccgagct tcaaagctge cgagcgtaag ctgaacaccg aagaaactgt tcaggagtgg

55

60
120
180
240
300
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gtggacaaaa
gctatcgegg
gatattggca
ctcaaccgtg
tatagtatgg
cagtggggta
tttggcctga
ggcggegeag
atcaacactg
gaagagatca
tatgractgg
aaacgtatta
gaacagctgg
caggcactgg
tccaatgcca
gaagatcgtc
atttgctgga

tccgtaagea
ccaataatta
aacacttctce
aagatcaggg
cctgtttgaa
acatcacttc
ccgttecget
tctggttgga
cggatgccga
acgccctgga
cggagcaggt
ccgaatgect
cgcaggacgg
tcgattctga
tcaccattaa
tgtttggtcg
aataa

<210> 4
<211> 1275
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> sintetasa artificial

<400> 4

atggcaagca
gacgaggaag
gatcctaccg
ttccagcagg
gacccgagct
gtggacaaaa
gctatcgegg
gatattggca
ctcaaccgtg
tatacgtatg
cagtggggta

gtaacttgat
cgttagcaga
ctgacagctt
cgggccacaa
tcaaagctge
tccgtaagea
ccaataatta
aacacttctc
aagatcaggg
cctgtctgaa
acatcacttc

ES 2457527713

ggttgccccyg
tgactggttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac
gatcactaaa
tccgaagaaa
cgtttaccgc
agaagaagat
gactcgtctg
gttcagcggt
cgtaccgatg
actgcaacct
cggtgaaaaa
ttttacctta

taaacaattg
gcgactggceg
gcatttgggg
gccggttgeg
cgagcgtaag
ggttgccccg
tgactggttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac

ttcctegatt
ggcaatatga
atgatcaaca
actgagtttt
ggtgtggtgc
ctgacccgte
gcagatggca
accagcccgt
ttcctgaagt
aaaaacagcg
gttcacggtg
tctttgagty
gttgagatgg
tcccgtggtce
cagtccgatc
ctgcgtcgeg

caagagcggg
caaggcccga
catctrgtte
ctggtaggeg
ctgaacaccg
ttcctcgatt
agcaatatga
atgatcaaca
actgagtett
ggtgtggtgc
ctgacccgtc

56

tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
grctgeatca
ccaaatttgg
acaaattcta
tctrcaccte
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgcrgagtga
aaaagggcgc
aggcacgtaa
ctgaatactt
gtaaaaagaa

ggctggtage
tcgcactcac
cattgttatg
gcgegacgag
aagaaactgt
tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
gtctgcatca

agaaaactct
cttcctgege
taagcagegt
gctgcagggt
tggttctgac
gaatcaggtg
taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgcgeccag
acaggcggca
agcggacttc
agacctgatg
aactatcgcc
ctttaaagaa
ttactgtctg

ccaggtgacg
ttgtggctte
ccrgaaacge
tctgattggce
tcaggagtgg
agaaaactct
cttcctgege
taagcagcgt
gctgcagggt
tggtrctgac
gaatcaggtg

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1275

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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trtggectga
ggcggcgeag
atcaacactg
gaagagatca
tatgtactgg
aaacgtatta
gaacagctgg
caggcactgg
tccaatgeca
gaagatcgtc
attrgctgga

ccgttceget
tctggttgga
cggatgccga
acgccctgga
cggagcaggt
ccgaatgect
cgcaggacgg
tcgattctga
tcaccattaa
tgtttggtcg
aataa

<210> 5
<211> 1275
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> sintetasa artificial

<400> 5

atggcaagca
gacgaggaag
gatcctaccg
Ttccagcagg
gacccgagcet
gtggacaaaa
gctatcgcgg
gatattggca
ctcaaccgtg
tatagtatgg
cagtggggta
tttggectga
9gcggcgcag
atcaacactg
gaagagatca
tatgtactgg
aaacgtatta
gaacagctgg

gtaacttgat
cgttagcaga
ctgacagctt
cgggccacaa
tcaaagcrge
tccgtaagca
ccaataatta
aacacttctc
aagatcaggg
cctgtttgaa
acatcacttc
ccgtrecget
tctggttgga
cggatgccga
acgccctgga
cggagcaggt
ccgaatgect
cgcaggacgg

ES 2457527713

gatcactaaa
tccgaagaaa
cgrtraccge
agaagaagat
gactcgtctg
gttcagcggt
cgtaccgatg
actgcaacct
cggtgaaaaa
ttitacctta

taaacaattg
gcgactggcg
gcatttgggg
gccggttgeg
cgagcgtaag
ggttgccccg
tgactggttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac
gatcactaaa
tccgaagaaa
cgtttaccge
agaagaagat
gactcgtctg
gttcagcggt
cgtaccgatg

gcagatggca
accagccegt
ttcctgaagt
aaaaacagcg
gttcacggtg
tctttgagtg
gttgagatgg
tcccgtggtce
cagtccgatc
ctgcgrcgeg

caagagcgqgg
caaggcccga
catcttgttc
ctggtaggcg
ctgaacaccg
ttcctcgatt
ggcaatatga
atgatcaaca
actgagtttt
ggtgtrggtgc
ctgacccgtc
gcagatggca
accagcccgt
ttcctgaagt
aaaaacagcg
grtcacggtg
tctttgagtg
gttgagatgg

57

ccaaatttgg
acaaattcta
tcttcaccte
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgcrgagtrga
aaaagggcgce
aggcacgtaa
ctgaatactt
gtaaaaagaa

ggctggtage
tcgcactcgt
cattgttatg
gcgegacggg
aagaaactgt
tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
gtctgcatca
ccaaatttgg
acaaattcta
tcttcacctt
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgctgagtga
aaaagggcge

taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgcgeccag
acaggcggca
agcggacttc
agacctgatg
aactatcgcc
ctttaaagaa
ttactgtctg

ccaggtgacg
gtgtggcttc
cctgaaacgc
tctgattgge

tcaggagtgg

agaaaactct
cttcctgege
taagcagcgt
gctgcagggt
tggttctgac
gaatcaggtg
taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgecgeccag
acaggcggca
agcggacttc
agacctgatg

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1275

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

960
1020
1080



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2457527713

caggcactgg tCgattcrga actgcaacct tcccgtggte
tccaatgcca tcaccattaa cggtgaaaaa cagtccgatc
gaagatcgtc tgtttggtcg ttttacctta ctgcgtcgeg
atttgctgga aataa '

<210> 6

<211> 1275

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 6

atggcaagca gtaacttgat taaacaattg caagagcggg

gacgaggaag cgttagcaga gcgactggcg caaggcccga
gatcctaccg ctgacagctt gcatttgggg catctrgttc
ttccagcagg cgggccacaa gccggttgeg ctggtaggceg
gacccgagct tcaaagctgc cgagcgtaag ctgaacaccg
gtggacaaaa tccgtaagca ggttgccccg ttcctcgatt
gctatcgcgg ccaataatta tgactggttc ggcaatatga
gatattggca aacacttctc cgttaaccag atgatcaaca
ctcaaccgtg aagatcaggg gatttcgttc actgagtttt
tatagtatgg cctgtttgaa caaacagtac ggtgtggtgc
cagtggggta acatcacttc tggtatcgac ctgacccgtce
trttggcctga ccgttccgect gatcactaaa gcagatggcea
ggcggcgcag tctggttgga tccgaagaaa accagcccgt
atcaacactg cggatgccga cgtttaccgc ttcctgaagt
gaagagatca acgccctgga agaagaagat aaaaacagcg
Tatgtactyg cggagcagygr gacrcgtcty gtrcacggry
aaacgtatta ccgaatgcct gttcagcggt tctttgagtg
gaacagctgg cgcaggacgg cgtaccgatg gttgagatgg
caggcactgg tcgattctga actgcaacct tcccgrggtc
tccaatgcca tcaccattaa cggtgaaaaa cagtccgatc
gaagatcgtc tgtttggtcg ttttacctta ctgcgtcgceg
atttgctgga aataa

<210> 7
<211> 1275
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 7

58

aggcacgtaa
ctgaatactt

gtaaaaagaa

ggctggtagce
tcgcactcét
cattgttatg
gcgcgacggg
aagaaactgt
tcgactgtgg
atgrgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
gtctgcatca
ccaaatttgg
acaaatrtcta
tcttcacctt
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgctgagtga
aaaagggcgc
aggcacgtaa
ctgaatactt
gtaaaaagaa

aactatcgcec
ctttaaagaa
ttactgtctg

ccaggtgacg
gtgtggcttc
cctgaaacge
tctgattggc
tcaggagtgg
agaaaactct
cttcctgege
taagcagcgt
gctgcagggt
tggttctgac
gaatcaggtg
taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgegeccag
acaggcggca
agcggacttc
agacctgatg
aactatcgcc
ctttaaagaa
ttactgtctg

1140
1200
1260
1275

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1275
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atggcaagca
gacgaggaag
gatcctaccg
ttccagcagg
gacccgaget
gtggacaaaa
gctatcgegg
gatattggca
ctcaaccgtg
tatacgatgg
cagtggggta
tttggcctga
ggcggcgceag
atcaacactg
gaagagatca
tatgtactgg
aaacgtatta
gaacagctgg
caggcactgg
tccaatgeca
gaagatcgtc
attrgctgga

gtaacttgat
cgttagcaga
ctgacagctt
cgggccacaa
tcaaagctgce
tccgtaagcea
ccaataatta
aacacttctc
aagatcaggg
cctgtctgaa
acatcacttc
ccgttccget
tctggttgga
cggatgccga
acgccctgga
cggagcaggt
ccgaatgcct
cgcaggacag
tcgattctga
tcaccattaa
tgtttggtcg
aataa

<210> 8
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

taaacaattg
gcgactggcg
gcatttgggg
gccggttgeg
cgagcgtaag
ggttgccceg
tgactggttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac
gatcactaaa
tccgaagaaa
cgtttaccgce
agaagaagat
gactcgtctg
gttcagcggt
cgtaccgatg
actgcaacct
cggtgaaaaa
ttttacctta

<223> Sintetasa artificial

<400> 8

€gggggctgg tagcccaggt gacggacgag
ccgatcgecac tcacttgtgg cttcgatcct

gttccattgt tatgcctgaa acgcttccag
ggcggegega cgggtctgat tggcgacccg

caagagcggg
caaggcccga
catcttgttc
ctggtaggcg
ctgaacaccg

ttcctcgatt

ggcaatatga
atgatcaaca
actgagtttt
ggtgtggrac
ctgacccgtce
gcagatggca
accagccegt
ttcctgaagt
aaaaacagcg
gttcacggtg
tctttgagtg
gtrgagatgg
tcccgtggtc
cagtccgatc
ctgcgtcgeg

gaagcgttag
accgctgaca

c€aggcgggee
agcttcaaag

59

ggctggtagce
tcgcactcac
cattgttatg
gcgcgacggg
aagaaactgt
tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacagcct
tgcaaattgg
gtctgcatca
ccaaatttgg
acaaattcta
TCTtcacctt
gtaaagcacc
aagaaggttt
cgctgagtga
aaaagggcgc
aggcacgtaa
ctgaatactt
gtaaaaagaa

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg

ccaggtgacg
gtgtggcttc
ccrgaaacgce
tctgattggce
tcaggagtgg
agaaaactct
cttcctgege
taagcagcgt
gctgcagggt
tggtrctgac
gaatcaggtg
taaaactgaa
ccagttctgg
tatgagcatt
gcgecgeccag
acaggcggca
agcggacttc
agacctgatg
aactatcgec
ctttaaagaa
ttactgtctg

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1275

120
180
240
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accgaagaaa ctgttcagga
gatttcgact gtggagaaaa
atgaatgtgc tgaccttcct
aacaaagaag cggttaagca
ttttcctaca acctgcetgea
<210> 9
<211> 540

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg

<223> Sintetasa artificial

<400> 9
€gggggetgg
ccgatcgceac
gtrccattgt

ggcggcegega
accgaagaaa

taccccaggt
tcacttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gatttcgact gtggagaaaa
atgaatgtgc tgaccttcct
aacaaagaag cggttaagca

ttttcctaca acctgctgea

<210> 10
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 10

€gggggctgg
ccgatcgecac

tagcccaggt
tcacttgtgg
gttccattgt
ggcggcgcga
accgaagaaa

tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct

gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag cggttaagca

ttrtcctaca acctgctgca

gacggacgag
cttcgatect
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg

gacggacgag
ctrcgatcce
acgcttccag
tggcgaccceg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg

aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgtc

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgtc

gaagcgttag
accgcrgaca
caggcgggcc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgtc

60

agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa

aggggatttc
tgaacaaaca

cagagcgact
gctrgcattet
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgce
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca

ccecgttecte
gttcagcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttcoccte
gttcagcaat
ccagatgatc
gttcactgag

gtacggtgtg

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttecte
gttcagcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg

300
360
420
480
540

120
180
240
300
360
420
480
540

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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<210> 11

<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

<223> Sintetasa artificial

<400> 11

<€gggggctgg
ccgatcgceac

gttccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca

tagcccaggt
tcacttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttect
cggttaagca
acctgctgea

<210> 12
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gacggacgag
cttcgatect
acgcttccag
tggcgacccy
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgegatatt
gcgtctcaac
gggttattcy

<223> Sintetasa artificial

<400> 12

€gggggctgg
ccgatcgeac
gttccattgt
ggcggcgega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag

Trttcctaca

tagcccaggt
tcacttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
Tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgca

<210> 13
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 13

gacggacgag
cttcgatect
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgectatc
gcgcgatate
gcgtctcaac
gggttatacg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggece
agctrtcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgtg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggeccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgtce

61

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc

Cgaacaaaca

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgrtaa
aggggatttc

tgaacaaaca

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgctggta

taagctgaac

cccgttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gtrcactgag
gtacggtgtg

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
cccgttcctc
gttcagcaat
ccagatgatc
gttcactgag

gtacggtgtg

120
180
240
300
360
420
480
540

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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Cgggggotgg taccocaggt gacggacgay

ccgatcgeac
gttccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca

tcctttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgtrcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca

acctgctgea

<210> 14
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctate
gcgecgatatt
gcgtctcaac
gggttattct

<223> Sintetasa artificial

<400> 14

c€gggggctgg tagcccaggt
ccgatcgcac tcgtgtgtgg

gttccattgt tatgcctgaa

ggcggegega

cgggtctgat

accgaagaaa ctgttcagga

gatttcgact gtggagaaaa

atgaatgtgc tgaccttcct

aacaaagaag cggttaagca

tittcctaca acctgctgea

<210> 15
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctate
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatagt

<223> Sintetasa artificial

<400> 15

€gggggctgg taccccaggt
ccgatcgcac tcgtgtgtgg

gttccattgt tatgcctgaa

ggcggcgcga cgggtctgat
accgaagaaa ctgttcagga

gatttcgact gtggagaaaa

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgaccecg
gtgggtggac
ctctgetatc

gaagcyttag
accgctgaca

caggcgggee
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggecaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
attgcctgtt

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggecaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
attgcctgtrt

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggece
agcttcaaag
aaaatccgta

gcggccaata

62

cagagcgact
gctrgeatte
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
C€gaacaaaca

cagagcgact
gcttgecattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgrtaa
aggggatttc
tgaacaaaca

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg

ggrgcaagqqc
ggggcatctt

tgcgctggta
taagctgaac
cccgrrccec
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg

ggcgeaagge
ggggcatctt
tgcgctggra
taagctgaac
cccgtrccec
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg

ggcgcaagge
ggggcatctet
tgcgetggta
taagctgaac
cccgticcte
gttcggcaat

80
120

180
240
300
360
420
480
540

60
120
180
240
300
360
420
480
540

120
180
240
300
360
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atgaatgtgc tgaccttcct gcgcgatatt ggcaaacact tetccgttaa ccagatgatce
aacaaagaag cggttaagca gcgtctcaac cgtgaagatc aggggatttc gttcactgag
ttttcctaca acctgctgca gggttatagt attgcctgtt tgaacaaaca gtacggtgtg

<210> 16
<211> 540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

<223> Sintetasa artificial

<400> 16

cgggggctag
CCO&tCQCiC
gttccattgt

ggcggegega:

accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag

ttttcctaca

tagcccaggt
tctggtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgcea

<210> 17
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgegatatt
gcgtctcaac
gggttatatg

<223> Sintetasa artificial

<400> 17

€gggggctgg
ccgatcgcac
gttccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca
grgctgcaaa
cgtcgtctge

tagcccaggt
tcatttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgectgea
ttggtggttc
atcagaatca

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggrggac
ctcrgetate
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatggt
tgaccaatgg
ggtg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggec
agcttcaagg
aaaatccgta
gcggccaatt
ggcaaacact
cgtgaagatc
cgtgcctgtg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaaggtc
atggcectgtg
ggtaacatca

63

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgce
gttatgactg
tctccgttaa

aggggatttc
agaacaaaca

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgagcg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
ctaacaaaca

cttctggtat

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
ccegttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcaétgag
gtacggtgtg

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgectggta
taagctgaac
cccgrrecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

420
480
540

120
180
240
300
360
420
480
540

120
180
240
300
360
420
480
540

624



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

caggtgacag
tgtggcttcg
ctgaaacgct
ctgattggcg
caggagtggg
gaaaactctg
ttcctgegeg
aagcagcgtc
ctgcagggtt
ggttctgacc

gcgttagcag
gctgacaget
gcgggccaca
ttcaaagctg
atccgtaage
gccaataatt
aaacacttct
gaagatcagg
gcctgtatga
aacatcactt

<210> 18
<211> 609
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 18

aatcaggtg

<210> 19
<211> 591
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

acgaggaagc
atcctaccgc
tccagcaggce
acccgagcett
tggacaaaat
ctatcgegge
atattggcaa
tcaaccgtga
atggttttgc
agtggggtaa

ES 2457527713

gttagcagag
tgacagcttg
gggccacaag
caaagctgcc
ccgtaagcag
caataattat
acacttctcc
agatcagggg
ctgtttgaac
catcacttct

<223> Sintetasa artificial

<400> 19

agcgactgge
tgcatttggg
agccggttge
ccgagcgtaa
aggrrgceece
atgactggti
ccgttaacca
ggatttcgtt
acaaacagta
ctggtatcga

gcaaggcccg
gcatcrrgrt
gctggtagge
gctgaacacce
gttcctcgat
cggcaatatg
gatgatcaac
cactgagttt
cggtgtggtyg
cctgaccecgt

cgactggcge
catttggggc
ccggttgege
gagcgtaagc
gttgcccegt
gactggttcg
gttaaccaga
atttcgttca
aaacagtacg
ggtatcgacc

atcgcactcg
ccattgttat
ggcgcgacgg
gaagaaactg
ttcgactgtg
aatgtgctga
aaagaagcgg
tcctacaacc
ctgcaaattg
cgtctgcatc

64

aaggcccgat
atcttgttcc
tggtaggcgg
tgaacaccga
tcctcgattt
gcaatatgaa
tgatcaacaa
ctgagttttc
gtgtggtgcet
tgacccgteg

ggtgtggctt
gcctgaaacg
gtctgattgg
ttcaggagtg
gagaaaactc
ccttcctgeg
ttaagcagcg
tgctgcaggg
gtggttctga
agaatcaggt

cgcactcggt
attgttatgce
cgcgacgggt
agaaactgtt
cgactgtgga
tgtgctgacc
agaagcggtt
ctacaacctg
gcaaattggt
tctgcatcag

cgatcctacce
cttccagcag
cgacccgagce
ggtggacaaa
tgctategeg
cgatattggc
tctcaaccgt
ttatggttat

ccagtggggt.

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

609

60
120
180
240
300
360
420
480
540
591
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<210>
<211>

20
621

<212> ADN

<213>

<220>

<223> Sintetasa artificial

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gggctggtag
atcgcactcc
ccattgttat
ggcgcgacgg
gaagaaactg
ttcgactgtg
aatgtgctga
aaagaagcgg
tcctacaacc
ctgcaaattg
cgtctgcatc

<210>

Artificial

misc_feature
(26)..(26)
nesa,c,g,ot

misc_feature
(612)..(612)
nesa,c,g,ot

misc_feature
(618)..(618)
nesa,cg,ot
20

cccaggtgac
tttgtggctt
gcctgaaacg
gtctgattgg
ttcaggagtg
gagaaaactc
ccttcctgeg
ttaagcagcg
tgctgcaggg
gtggttctga
anaatcangt

21

<211> 588

<212>
<213>

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400>

ADN
Artificial

21

ES 2457527713

ggacgnagaa
cgatcctacc
cttccagcag
cgacccgagce
ggtggacaaa
tgctatcgeg
cgatattggc
tctcaaccgt
ttattctatg
ccagtggggt
g

gcgttagcag
gctgacagct
gcgggccaca
trcaaagctg
atccgtaagc
gccaataatt
aaacacttct
gaagatcagg
gcctgtgcga
aacatcactt

65

agcgactgge
tgcatttggg
agccggttgce
ccgagcgtaa
aggtrtgecce
atgactggtt
ccgttaacca
ggatttcgtt
acaaacagta

ctggtatcga

gcaaggcccg
gcatcttgtt
gctggtaggce
gctgaacacc
gttcctcgat
cggcaatatg
gatgatcaac
cactgagttt
cggtgtggty
ccrgaccegt

120
180
240
300

420
480
540
600
621
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ttagcagagc
gacagcttgc
ggccacaagce
aaagctgcecg
cgtaagcagg
aataattatg
cacttctceg
gatcagggga
tgtgcgaaca
atcacttctg

<210>

<211>
<212>

gactggcgca
atttggggca
cggttgeget
agcgtaagct
ttgceecget
actggttcgg
ttaaccagat
tttcgttcac
aacagtacgg
gtatcgacct

22
600
ADN

<213> Artificial

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Sintetasa artificial

misc_feature
(403)..(403)
nesacg,ot

misc_feature
(513)..(513)
nesa,c,g,ot

misc_feature
(515)..(515)
nesa,c,g,ot

misc_feature
(518)..(518)
nesa,cg,ot

misc_feature
(531)..(531)
nesa,c,g,ot

22

ES 2457527713

aggcccgatc
tcttgttcca
ggtaggcgge
gaacaccgaa
cctcgatttc
caatatgaat
gatcaacaaa
tgagttttcce
tgtggtgctg
gacccgrcgt

gcactcgttt
ttgttatgcc
gcgacgggtc
gaaactgttc
gactgtggag
gtgctgacct
gaagcggtta
tacaacctgc
caaattggtg
ctgcatcaga

66

gtggcttcga
tgaaacgctt
tgattggcga
aggagtgggt
aaaactctgc
tcctgegega
agcagcgtct
tgcagggtta
gttctgacca
atcaggtg

tcctaccget
ccagcaggeg
cccgagettc
ggacaaaatc
tatcgeggec
tattggcaaa
caaccgtgaa
ttctgeggee
gtggggtaac

120
180
240
300
360
420
480
540
588
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ES 2457527713

gacgaggaag cgttagcaga gcgactggcg caaggcccga tcgcactcect
gatcctaccg ctgacagctt gcatttgggg catcttgttc cattgttatg
ttccagcagg cgggccacaa gccggttgcg ctggtaggcg gcgcgacgag
gacccgagct tcaaagctgc cgagcgtaag ctgaacaccg aagaaactgt
grggacaaaa tccgraagca ggttgccccg trcctcgatt tcgactgtgg
gctatcgcgg ccaataatta tgactggttc ggcaatatga atgtgctgac
gatattggca aacacttctc cgttaaccag atgatcaaca aanaagcggt
ctcaaccgtg aagatcaggg gatttcgttc actgagtttt cctacaacct
tattcggctg cctgtgcgaa caaacagtac ggngnggngc tgcaaattgg
caggggggta acatcacttc tggtatcgac ctgacccgtc gtctgcatca

<210> 23

<211> 591

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (588)..(588)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 23
gcgttagcag agcgactgge gcaaggeccg atcgcactcg tttgtggett
gctgacagct tgcatttggg gCatctTgrT Cccatigrtgt gcctgaaacy
gcgggecaca agecggttge gctggtagge ggcgcgacgg gtctgattgg
ttcaaagctg ccgagcgtaa gctgaacacc gaagaaactg ttcaggagtg
atccgtaagc aggttgcccc gttcctcgat ttcgactgtg gagaaaactc
gccaataatt atgactggtt cggcaatatg aatgtgctga ccttcctgeg
aaacacttct ccgttaacca gatgatcaac aaagaagcgg ttaagcagcg
gaagatcagg ggattrtcgtt cactgagttt tcctacaacc tgctgcaggg
gcctgtgtta acaaacagta cggtgtggtg ctgcaaattg gtggttctga
aacatcactt ctggtatcga cctgacccgt cgtctgcatc agaatcangt

<210> 24

<211> 600

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400>

24

67

gtgtggcttc
cctgaaacge
tctgattggce
tcaggagtgg
agaaaactct
cttcctgege
taagcagcgt
gctgcagggt
nggttcrgac
aaatcaggtg

cgatcctacce
ctrccagcag
cgacccgagce
ggtggacaaa
tgctatcgeg
cgatattggc
tctcaaccgt
ttatagtgcg
ccagtggggt
g

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

60
120
180
240
300
360
420
480
540
591
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gacgaggaag
gatcctaccg
ttccageagg
gacccgagcet
gtggacaaaa
gctatcgegg
gatattggca
ctcaaccgtg
tataattttg

cagtggggta

cgttagcaga
ctgacagctt
cgggccacaa
tcaaagctge
tccgtaagea
ccaatgatta
aacacttctc
aagatcaggg
cctgtgtgaa
acatcacttc

<210> 25
<211> 579
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

gcgactggeg
gcatttgggg
gceggttgcg
cgagcgtaag
ggttrgccccg
tgactggttc
cgttaaccag
gatttcgttc
caaacagtac
tggtatcgac

<223> Sintetasa artificial

<400> 25

cgactggcge
catttggggc
ccggttgege
gagcgraagce
gttgccccgt
gactggttcg
gttaaccaga
atttcgttca
aaacagtacg

ggtatcgacc

aaggcccgat
atcttgttcc
tggtaggcag
tgaacaccga
tcctcgattt
gcaatatgaa
tgatcaacaa
ctgagttrtc
gtgtggtgct
tgacccgtcg

<210> 26
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (599)..(599)
<223>nesa,cg, 0t

<400> 26

cgcactcacg
attgttatgc
cgcgacgggt
agaaactgtt
cgactgtgga
tgtgctgacc
agaagcggtt
ctacaatctg
gcaaattggt
tctgcatcag

caaggcccga
catcttgttc
ctggtaggcg
ctgaacaccg
ttcctcgate
ggcaatatga
atgatcaaca
actgagtttt
ggtgtggtgce
ctgacccgtc

Tgtggcttco
ctgaaacgct
ctgattggceg
caggagtggg
gaaaactctg
ttcctgegeg
aagcagcgtc
ctgcagggtt
ggttctgacc
aatcaggtg

68

tcgcactcat
cattgttatg
gcgcgacgag
aagaaactgt
Tcgactgtgg
atgtgctgac
aagaagcggt
cctacaacct
tgcaaattgg
gtctgcatca

atccraccgc
tccagcaggc
acccgagcett
tggacaaaat
ctatcgcgge
atattggcaa
tcaaccgtga
attcggctge
agtggggtaa

ttgtggcttce
cctgaaacgc
tctgattggce
tcaggagtag
agaaaactct
cttcctgegce
taagcagcgt
gctgcagggt
tggttctgac
gaatcaggtg

tgacagcttg
gggccacaag
caaagctgece
ccgtaagcag
caataattat
acacttctcce
agatcagggg
ctgtcttaac
catcacttct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

120
180
240
300
360
420
480
540
579
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€ggg9g9g9ctgg
ccgatcgcac

gttccattgt
ggcggcgcga
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaaéaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgrctge

tancccaggt
tcgggtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgea
ttggtggrtc
atcagaatca

<210> 27
<211> 625
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (600)..(600)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 27

€gggggctgg
ccgatcgeac

gtrccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
ccgtcgtctg

tagcccaggt
tcacgtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgacctrect
cggttaagca
atctgctgea
ttggtggttc
catcaaaatc

<210> 28
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

gacggacgag
cttcgatect
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgetatce
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttattct
tgaccagtgg
ggtg

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttattcg
tgaccagtgg
aagtg

<223> Sintetasa artificial

<400> 28

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggcecaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
atggcctgtt
ggtaacatca

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggcc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
gctgectgte
ggtaacatca

69

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca
crrctggtat

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggtr
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
ttaacaaaca

cttctggtat

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctganc

ggcgcaaggce
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
cccgttectce
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgaacctgan

120
180
240
300
360
420
480
540
600
624

120
180
240
300
360
420
480
540
600
625
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cgggggctag
ccgatcgeac
gttccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gattrcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttrrcctaca
gtgctgcaaa

cgicgretygl atcagaarca

taccccaagt
tctettgtgg

tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttect

cggttaagca

acctgctgcea

ttggtggttc

<210> 29
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 29

cgggggctag
ccgatcgcac
gttccattgt
ggcggegega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgtetge

tagcccaggt
tcgcgtgcgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgea
ttggtggttc
atcagaatca

<210> 30
<211> 624
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 30

ES 2457527713

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgaccceg
gtgggtggac
ctctgctatce
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg
tgaccagtgg
g95c9

gacggacgag
ctrcgatect
acgctrccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgectatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttattct
tgaccagtgg
ggtg

gaaacgttag
accgctgaca
caggcaggcc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
atggccrgtg
ggtaacatca

gaagcgttag
accgctgaca
caggegggece
agcttcaagg
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tatgcctgte
ggtaacatca

70

cagagcgact
gcrrgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttge
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca
cttctggtat

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
ttaacaaaca

cttctggtat

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
cccgttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
524

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
624
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€gggggctgg
ccgatcgcac
gttccattgt
ggcggcgcega
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgce
aacaaagaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
cgtecgtcerge

tagcccaggt
tcgcegtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgea
ttggtggttc
atcagaatca

<210> 31
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

gacggacgag
cttcgatect
acgecttccag
tggcgacceg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg
tgaccagtgg
agtg

<223> Sintetasa artificial

<400> 31

€gggggctygg
ccgatcgeac
gttccattgt
ggcggcgcga
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgtctge

taccccaagt
tcacgtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgca
ttggtggttc
atcagaatca

<210> 32
<211> 606
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 32

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctcrgerate
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg
tgaccagtgg
ggtg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcggocc
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggecaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
atggcctgtt
ggtaacatca

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggece
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tttgcctgta
ggtaacatca

71

cagagcgact
gcttgeattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
gtaacaaaca
cttctggtat

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca
cttctggtat

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttectc
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgctggta
taagctgaac
ccecgttecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcgctgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
624

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
624
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gtgacggacg

ggcttcgatc
aaacgcttcc
attggcgacc
gagtgogtgg
aactctgcta
ctgcgcgata
cagcgtctca
cagggttatt
tctgaccagt

caggtg

aggaagcgtt
ctaccgctga
agcaggcggg
cgagcttcaa
acaaaatccg
tcgcggecaa
ttggcaaaca
accgtgaaga
cggctgectg
ggggtaacat

<210> 33
<211> 624

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 33

€gggggctyy
ccgatcgcac
gttccattgt
ggcggegega
daccgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
trtttcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgtctge

tagcccaggt
tcgtttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgea
ttggtggttc
atcagaatca

<210> 34
<211> 624
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

agcagagcga
cagcttgcat
ccacaagccg
agctgccgag
taagcaggtt
taattatgac
cttctcegtt
tcaggggatt
Tctraacaaa
cacttctggt

gacggacgag
ctrcgatect
acgcttccag
tggcgacceg
gtgggtggac
ctctgctate
gcgegatatt
gcgtctcaac
gggttattcg
tgaccagtgg
ggtg

<223> Sintetasa artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,cg, 0t

<400> 34

ctggcgcaag
trggggeatc
gttgcgetgg
cgtaagctga
gcecegttec
tggttcggea
aaccagatga
tcgttcactg
cagtacggtg
atcgacctga

gaagcgrtag
accgctgaca
caggcgggec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
atggcctgta

ggtaacatca

72

gcccgatcge
ttgttccatt
taggcggege
acaccgaaga
tcgatttcga
atatgaatgt
tcaacaaaga
agttttccta
tggtgctgea
cccgtegtcet

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgagceg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
cgaacaaaca
cttctggtat

actcacgtgt
gttatgcctg
gacgggtctg
aactgttcag
ctgtggagaa
gctgaccttc
agcggttaag
caatctgctg
aattggtggt

gcatcagaat

ggcgcaagge
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
cccgticcte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gracggtgtg
cgacctgacc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
606

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
624
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€gg9gg9ctygg
ccgatcgeac
gttccattgt
ggcggcgega
accgaagaaa
gatctcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
ttttcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgtctge

tancccaagt
tcagttgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctgea
ttgotggttc
atcagaatca

<210> 35
<211> 624
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

gacggacggg
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctatce
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatagt
tgaccagtgg
ggtg

<223> Sintetasa artificial

<400> 35

<€gggggctag
ccgatcgcac

gttccattgt
ggcggcgcga
accgaagaaa
gatttcgact
atgaatgtgc
aacaaagaag
TTtrcctaca
gtgctgcaaa
cgtcgtcrge

tagcccaggt
tcacgtgtgg
tatgcctgaa
cgggtctgat
ctgttcagga
gtggagaaaa
tgaccttcct
cggttaagca
acctgctrgea
ttggtggttc
atcagaatca

<210> 36
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 36

gacggacgag
cttcgatcct
acgcttccag
tggcgacccg
gtgggtggac
ctctgctatc
gcgcgatatt
gcgtctcaac
gggttatacg
tgaccagtgg
ggtg

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tttgcctgtc
ggtaacatca

gaagcgttag
accgctgaca
caggcgggec
agcttcaaag
aaaatccgta
gcggeccaata
ggcaaacact
cgtgaagatc
tttgcctgta
ggtaacatca

73

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctecgttaa
aggggatttc
tgaacaaaca

cttctggtat

cagagcgact
gcttgcattt
acaagccggt
ctgccgageg
agcaggttgc
attatgactg
tctccgttaa
aggggatttc
ctaacaaaca
crtcrggtrat

ggcgcaaggc
ggggcatctt
tgcgetggta
taagctgaac
ccegrrecte
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgacctgacc

ggcgcaagge
ggggcatcte
tgcgctggta
taagctgaac
cccgttcctc
gttcggcaat
ccagatgatc
gttcactgag
gtacggtgtg
cgaccrgacc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
624

120
180
240
300
360
420
480
540
600
624
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Ala
Pro
Leu
g

Asp

val

Ala

GIn

Ile

Gly

50

His

Pro

GIn

ser

val

Ala

35

His

Lys

Ser

Glu

ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Trp

Asn
Asp
val
val
val

&°

val

ES 2457527713

Leu

Glu

Pro
Ala
70

Ala

ASp

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Gln

Lew

ASp

Cys

Gly

Arg

Arg

74

Leu
10

Ala
Pro

Leu

Gly

Lys

GIn Glu
Glu Arg
Thr Ala
Lys Arg
60
Ala Thr
75
Leu Asn

GIn val

Arg

Leu

ASp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala

30

ser

Gln

Leu

Glu

Pro

Leu

15

GIn

Leu

GIn

Ile

Glu

95

Phe

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu
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Asp
Trp
1
Leu
Leu
val
Ile
val

225

Gly

Lys
Glu
Glu
305
Lys

Glu

Met

Phe

Phe

130

Phe

Asn

Leu

Leuv

Asp

210

Pro

Gly

Gln

Phe

Arg

Ala

Glu

As
11

100

Cys

Gly

Gly Asn Met

ser
Arg
GIn
GIn
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val

Ile

Asp

35

val
Glu
W
Ile
Thr
Ile

val

Asn
Thr
Thr
Phe

340

Gly

AsSn

Asp
165

Tyr

Gly

Arg

Thr

Tr

24

Ile

Phe

Ser

Arg

Glu

325

Glu

Ala

Glu
ASn
Gln
150
GIn
ser
Gly
Arg
LYS
zgo
Leu
Asn
Met
Gly
Leu
310
Cys

GIn

Asp

ES 2457527713

Asn
val
135
Met
Gly
TYyr
Ser
Leu
215
Ala
Asp
Thr
ser
LyS
255
val
Leu

Leu

Leu

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

Pro

Ala

Met
360

105

Ala

Thr

AsSn

Ser

Gln

Gly

Lys

Pro
Gly
ser
GIn

345

Gln

75

Ile
Phe
Lys
Phe
170
Leu
Trp
Asn
Thr
LysS
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

33

Asp

Ala

Ala
Leu
Glu
155
Thr
Asn
Gly
GIn
LyS
255
Thr
ASp
Ile
Ala
Glu
315
Ser

Gly

Leu

Ala

Glu

Lys

Asn

val

220

Phe

ser

val

Asn

Glin

300

Gly

Leu

val

val

Asn
125
Asp

val

GIn
Ile
205
Gly
Pro

Tyr

Tyr
Leu
ser

Pro

365

110

Asn Tyr
Ile Gly
Lys GIn
Ser Tyr
Tyr Gly
130
Thr Ser
Gly Leu
Lys Thr
r Lys
L ng
Arg fPhe
27
Leu Glu
val Leu
Gln Ala
Ala Leu
Met val

350

Ser Glu

Asp

Lys

Asn
val

Gly

Glu
240
Phe
Leu
Glu
Ala
Ala
320
Ser

Glu

Leu



ES 2457527713

GIn Pro Ser Arg Gly GIn Ala Arg Lys Thr Ile Ala Ser Asn Ala Ile
370 375 380

Thr Ile Asn Gly Glu Lga GIn Ser Asp Pro Glu Tyr Phe Phe Lys Glu
385 3 395 400

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu Asp Arg Leu Phe Gly Arg Phe Thr Leu Leu Arg Arg Gly Lys Lys
9 405 ¢ 410 4{5

Asn r s Leu Ile Cys Trp LyS
Tyr Cy 420 y p LY

<210> 37

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 37

Met Ala Ser
1

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

Glin

Ile

Gly

50

His

Pro

Gin

Phe

Phe

130

Phe

val
Ala
35

His
LyS
ser
Glu
AS

11

Gly

Ser

Arg

Ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys

AsSn

val

Glu

Asn
Asp
Ile
val
val
88"
val

Gly

Asn

ASp

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

ASp

Glu

AsSn

GIn

150

GIn

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

Asn

val

135

Met

Gly

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Gln
Leu
25
Asp
Cys
Gly
Arg
Ar
10

Ala

Asn

Ser

76

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
Lys
50

Lys
Ile
Phe

Lys

Phe

GIn Glu
Glu Arg
Thr Ala
Lys Ar

Yy 609
Ala Thr
75

Leu Asn
GIn val
Ala Ala
Leu Ar

14

Glu Ala
155

Thr Glu

Arg
Leu
Asp
45

Phe

Gly

Ala
Asn
125
Asp

val

Phe

Gly

Ala

30

ser

GIn

Leu

Glu

Pro

110

ASn

Ile

Lys

ser

Leu val
15

GIn Gly
Leu His
GIn Ala
Ile Gly

80

Glu Thr
95

Phe Leu
Tyr Asp
Gly Lys

Gln ?58

Tyr Asn
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Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Gln

Thr
385

Glu

Asn

<210> 38

Leu

Leu

Pro

Gly

Glin

Phe

ASp

290

GIn

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

Tyr

Gln
GIn
195
Leu
Ala
Phe
Phe
275
LysS
val
Ile
AsSp
Lys
3;5
ser
Asn

Arg

Cys

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

G)
18
Ile
Thr

Ile

val

Asn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

165
Tyr
Gly
Arg
Thr
Tr

24

Ile
Phe
ser
Arg
Glu
325
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

ES 2457527713

Ser
Gly
Arg
LYS
330
Leu
AsSn
Met
Gly
Leu
310
Cys
Gln

AsSp

Glin

Met
ser
Leu
215
Ala
Asp
Thr
ser
LyS
355
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

Ala
ASp
200
His
ASp
Pro
Ala
Ile
280
Ala
His
Phe
Ala
Met
360
Arg
ser

Phe

Lys

Cys

185

Gln

GlIn

Gly

Lys

Asp

Glu

Pro

Gly

Ser

Gln

Gln

Lys

Asp

Thr

77

170

Leu
Trp
AsSn
Thr
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
g

Asp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

Asn
Gly
Gln
%
Thr
Asp
Ile

Ala

w

ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

LyS

AsSn

val

220

Phe

ser

val

ASNn

GIn

300

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Tyr

Arg

Phe
Gly
Pro

Tyr

Tyr
Leu
Ser
Pro
As

36

ser
Phe

Arg

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ar

27

Leu

val

GIn

Ala

Met

350

ser

Asn

Phe

Gly

175

Gly
ser
Leu
Thr
i
Phe
Glu
Leu
Ala
5
val
Glu

Ala

Lys

als

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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<223> Sintetasa artificial

<400> 38

Tet Ala Ser Ser

Ala
Pro
Leu
&
Asp
val
Asp
Trp
i3
Leu
Leu
val

Ile

val

Gln
Ile
Gl

SOy
His
Pro
GIn
Phe
Phe
130
Phe
ASn

Leu

Leu

val

Ala

35

His

LysS

Ser

Glu

Ser

Arg

Gln

Gln

195

Leu

Leu

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys

Asn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Ile

ASn
)
ASp
val
val
val
LysS
85
val
Gly
Met
ASN
AS
16
Tyr
Gly
Arg

Thr

ES 2457527713

Leu

Glu

cys

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

AsSn

GIn

150

GIn

ser

Gly

Arg

Lys

Ile
Glu
Gly
Leu
55

Leu

Ala

Lys

val
135
Met
Gly
Met
ser
Leu
215

Ala

Lys GIn
Ala Leu

25

Phe Asp

40

Leu Cys

val Gly

Glu Arg

Ile Ar
10

Ser Ala
120
Leu Thr
Ile Asn
Ile Ser
Ala Cys
1‘5
AsSp GIn
200

His GIn

Asp Gly

78

Leu
10

Ala
Pro

Leu

Gly

Lys

Ile

Phe

Lys

Phe

170

Ala

Trp

Asn

Thr

Gin

Glu

Lys

Ala

Leu

GIn

Ala

Leu

Glu

Thr

AsSn

Gly

GIn

LyYs

Glu
Arg
Ala
269
Thr
Asn
val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
Lys
AsSn
val

220

Phe

Arg Gly

Leu Ala
30

Asp Ser
45

Phe Gln
Gly Leu
Thr Glu
Ala Pro

110

ASn Asn
12§

Asp Ile
val Lys
Phe Ser

GIn I;s

Ile Thr
205

Phe Gly

Gly Lys

Leu

15

GIn

Leu

GIn

Ile

Glu

95

Tyr

Gly

GIn

Gly

ser

Leu

Thr

val
Gly
His
Ala
2
Leu
Asp
Lys
Ar

16

Asn
val
Gly
Thr

Glu
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225

Gly

Lys
Glu
Glu
305
Lys
Glu
Met
GlIn
Thr
385

Glu

ASn

<210> 39

Gly

GlIn

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

Tyr

Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
ASp
LyS
355
Ser
AsSn

Arg

Cys

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 39

val

Trp

260

Thr

AsSn

Thre

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu

420

Tr

24

Ile
Phe
ser
Arg
Glu
325
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

ES 2457527713

230

Leu

Asn

Met

Gly

Leu

310

Cys

GIn

Asp

Glin

Gly

Cys

ASp
Thr
ser
LYyS
255
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Tre

Pro

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Phe

Lys

Pro

Gly

Ser

Gin

345

GIn

Lys

AsSp

Thr

Lys
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

33

ASp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

235

Thr

Asp

Ile

Ala

Glu

315

Ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

ser

val

Asn

GIn

300

Gly

Leu

val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Pro

Tyr

Leu
ser
Pro
AS

36

sSer
Phe

Arg

Ar

27

Leu
val
GIn
Ala
Met
350
ser
Asn

Phe

Gly

LYyS
255
Phe
Glu

Leu

Ala

val
Glu
Ala

Lys

a3

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

Met Ala Ser Ser Asn Leu Ile Lys GIn Leu Gln Glu Arg Gly Leu val
1 S 10 15

ala GIn val Thr Asp Glu Glu Ala Leu Ala Glu Arg Leu Ala GIn Gly
20 25 30

79
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Pro

Leu

Gly

65

ASp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Lys

Glu

Ile

Gly

50

His

Pro

GIn

Phe

Phe

130

Phe

Asn

Leu

Leu

Asp

210

Pro

Gly

GIn

Phe

ASp

Ala
35

His
Lys
ser
Glu
AS

11

Gly
ser
Arg
Gln
Gln
195
Leu

Leu

Ala

Phe
275

Lys

Leu val
Leu val
pro val
Phe LysS
Trp val
Cys Gly
Asn Met
val Asn
Glu Asp
Gly Tyr
Ile Gly
Thr Arg
Ile Thr

val Tr
24

;gs Ile

Thr Phe

Asn Ser

ES 2457527713

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

Asn

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

ASn

val

1135

GIn
150
Gln
ser
Gly
Arg
LYS
2!0

Leu

Met

Gly

Met

Ser

Leu

215

Ala

ASp

Thr

ser

Lys

Phe Asp
40

Leu Cys
val Gly
Glu Arg
Ile Ar
10
ser Ala
120
Leuv Thr
Ile Asn
Ile Ser
Ala s
s

Asp GlIn
200

His GIn
Asp Gly
Pro Lys
Ala As

26

Ile Glu
280

Ala Pro

80

Pro Thr
Leu Lys
Gly Ala
75
LyS Leu
Lys GIn
Ile Ala
Phe Leu
Lys Glu
Phe Thr
170
Leu Asn
Trp Gly
Asn GIn
Thr Lys
255
Lgs Thr
250
Ala Asp

Glu Ile

Ara Ala

Ala
Arg
60

Thr
AsSn
val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
LySs
ASn
val
220
Phe
ser
val

Asn

GIn

ASp
45
Phe

Gly

Ala
ASn
Asp
val
Phe
GIn
1
Phe

Gly

Pro

ser

Gln

Leu

Glu

Pro

110

AsSn

Ile

Lys

Ser Ty

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ar

27

Leu

val

Leu
Gln
Ile
Glu

95

Phe
Tyr
Gly

Gln

Gly
ser

Leu

it
Phe

Glu

Leu

His
Ala
Gly
80

Thr
Leu
ASp
Lys
Ar

16

Asn
val
Gly
Thre
Glu
240
Phe
Leu

Glu

Ala
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290

GIn val Thr Arg

Lys Arg Ile

325

Phe Glu
340

Glu Ala Asp

Met Glu Gly Ala

GlIn Arg Gly

Pro
370

Thr
385

ITe Asn Gly Glu

Phe
405

Glu Asp Arg Leu

Asn Tyr Cys Leu Ile

420

<210> 40
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 40

get Ala Ser Sser ?sn

Ala GIn val Thr Asp

20

Pro Ile Ala teu Thr
35

Leu Gly His Leu val

S0
Gly His Lys Pro val
GSy y

ASp Pro Ser Phe L¥s
8

ES 2457527713

295

Leu val His Gly Glu

310

Phe Ser Gl

33

Cys Leu

Leu Ala GIn

345

GIn ASp

Met GIn Ala

360

Asp Leu

Gln Arg Lys Thr

LyS ser Pro

Asp
390

Phe Thr Leu

Gly Arg i

Cys Trp Lys

Ile GIn Leu

10

Leu Lys

Glu Glu Ala Leu Ala

25

Cys Gly Phe Asp Pro
i 4 40

Pro Leu Leu Cys Leu

Ala Leu val Gly Gly

70

Ala Ala Glu Arg

g

81

Glu
315

Ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

§1n
Glu
Thr
Lys
Ala

75

Leu

300

Gly
Leu
val
val
5

Tyr

Arg

Glu
Arg
Ala
Arg
Thr

AsSn

Leu

ser

Pro

AS

36

Ser

Phe

Arg

Arg
Leu
Asp
45

Phe

Gly

Thr

GIn

Ala

Met

350

Ser

ASn

Phe

Gly

Gly
Ala
30

ser
Gln

Leu

Glu

Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

a3

Leu
15

Gln
Leu
GIn

Ile

Glu
95

Ala
320
Ser
Glu
Leu
Ile
Glu
400

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly

Thr
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val

Asp

Trp

Ley

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Met

GIn
Phe
Phe
130
Phe
ASn
Leu
Leu
AsSp
210
Pro
Gly
Gln
Phe
AS

29

GIn
Arg

Ala

Glu

Glu

AS

11

Gly

ser

Arg

Gln

Gln

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe

275

Lys

val

Ile

Asp

Lys

cys

Asn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Ile

val

Trp

260

Thr

AsSn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

val
Gly
ﬂet
ASN
As

16

Tyr
Gly
Arg
Thr
Tr

24

Ile
Phe
ser
Arg
Glu
Glu

Ala

ES 2457527713

ASp
Glu
Asn
2
Gln
Thr
Gly
Arg
435
Leu
Asn
Met

Gly

Leu
310

Cys
GIn

Asp

LyS
AsSn
val
135
Met
Gly
Met
Ser
Leu
215
Ala
Asp
Thr
ser
LYyS
Z;S
Va]
Leu

Leu

Leu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

Ar

10

Ala
Thr
ASn
ser
Cys
185
GIn
GIn
Gly
Lys
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn

34S

GIn

82

Lys
Ile
Phe
Lys
Phe

170

Leu
Trp
ASn
Thr
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
g

Asp

Ala

GlIn
Ala
Leu
Glu
155
Thr
ASn
Gly
GIn
Lys
2!5
Thr
ASp
Ile
Ala
Glu
315
Ser

Gly

Leu

val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
Lys
Asn
val
220
Phe
Ser
val
Asn
Gln
300
Gly
Leu

val

val

Ala Pro
110

Asn Asn
125

Asp Ile

val Lys

Phe Sser

Gin Igs

Ile Thr
205
Phe Gly
Gly Lys
Pro Tyr
r Ar
b 4 27
Ala Leu
285
Tyr val
Leu GIn
ser Ala
Pro Met
350

Asp Ser

Phe
Tyr
Gly
Gln
1¥5
Gly
ser
Leu
Thr
Lys
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
val

Glu

Leu
Asp
Lys
Ar

16

ASn
val
Gly
Thr
Glu
240
Phe
Leu
Glu
Ala
Ala
320
ser

Glu

Leu
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355

GIn Pro Ser Arg G)
370 o ¥

Thr Ile Asn Gly Glu
385

Glu Asp Arg Leu Phe
v 405

Asn r Cys Leu Ile
v 4 420

<210> 41
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 41

get Ala Ser Ser Asn

Ala GIln val Thr Asp
20

Pro Ile e;a Leu Thr

Leu Gly His Leu val
50

Gly His Lys Pro val
65

Asp Pro ser phe ggs

val GIn Glu Trp val

10

Asp Phe Cys Gly

AS

11

Trp Phe Gly Asn Met
130

His Phe Ser val Asn
145

ES 2457527713

GIn
LyS
390
Gly

Cys

Leu

Glu

Pro
Ala
70

Ala
Asp
Glu

AsSn

GIn
150

Ala
375
Glin

Arg

Trp

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

AsSn

val

135

Met

360

Arg

ser

Phe

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Lys Thr Ile

Asp Pro Glu

Thr

Gln
Leu
25
Asp
Cys
Gly
Arg
Ar
10

Ala

Asn

83

Leu
410

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
LyS
39

Lys
Ile

Phe

Lys

395

Leu

§1n
Glu
Thr
Lys
2
Leu
Gln
Ala

Leu

Glu
155

Ala
380
Tyr

Arg

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Thr

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

365

ser Asn Ala

Phe Phe Lys

Arg Gly Lys
415

Arg
Leu
4
Phe
Gly
Thr
Ala
125

Asp

val

Gly
Ala
30

ser
GIn
Leu
Glu
Pro
110
Asn

Ile

Lys

Leu
15

Glin
Leu
GIn
Ile
Glu
95

Phe

Tyr

Gly

GlIn

Ile
Glu

400

Lys

val
Gly
His
Ala
2
Thr
Leu

ASp

Lys

168
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Leu

Leu

val

Ile

val
225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Met

Gln

Thr
385

Glu

ASn

ASn

Leu

Leu

ASp

210

Pro

Gly

Gln

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

Tyr

Arg
GIn
Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LYyS
3!5
Ser
Asn

Arg

Cys

<210> 42

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

Thr

Ile

val

Trp

260

Thr

AsSn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu

168
Tyr
Gly
Arg
Thr
248
Ile
Phe
ser
Arg
2r
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

GIn
Thr
Gly
Arg
45
Leu
Asn
Met
Gly
5
Cys
Gln

ASp

GIn

Gly

Cys

ES 2457527713

Gly
Tyr
ser
Leu
21_5
Ala
ASp
Thr
ser
LyS
Z;S
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375

GIn

Arg

Trp

Ile

Ala

ASp

200

His

Asp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Lys

ser
Cys
185
GIn
GIn
Gly
LyS
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GlIn
345
GIn
LyS
ASp

Thr

84

Phe
170

Leu
Trp
Asn
Thr
5
Ala
Glu
Arg
Glu
2

Asp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

Thr
Asn
Gly
Glin
355
Thr
ASp
Ile
Ala
g
ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Glu

Lys

ASn

val

220

Phe

ser

val

Asn

Gln

300

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Tyr

Arg

Phe

Gln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Ala

285

Tyr

Leu

Ser

Pro

ser

Phe

Arg

ser

Thr
Gly
LyS
Tyr
Ar

27

Leu
val
GIn
Ala
Met
350
ser
AsSn

Phe

Gly

Gly
Ser
Leu

Thr

285

Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

a1

Asn

val

Gly

Thr

Glu

240

Leu

Glu

Ala

Ala

320

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 42

Met Ala Ser
1

Ala
Pro
Leu
Gly
65

ASp
val
Asp
Trp
His
145
Leu
Leu

val

Ile

Gln
Ile
Gly
50

His
Pro
Gln
Phe
Phe
130
Phe
ASn
Leu

Le.u

Asp
210

val
Ala
35

His
Lys
ser
Glu
ASs

11

Gly
ser
Arg
GIn
GIn

195

Leu

ser
Thr
20

Leu

Leu

Pro

Trp
100

Cys
Asn
val
Glu
Gl
18

Ile

Thr

AsSn
S
Asp
Leu
val
val
LYyS
g%
val
Gly
Met
AsSn
AS
16
Tyr
Gly

Arg

ES 2457527713

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

AsSn

GIn

150

GIn

Ser

Gly

Arg

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala:

Lys

AsSn

val

135

Met

Gly

Met

ser

Leu
215

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

Gln
Leu
25

Asp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
Asn
Ser
Cys
185

GIn

Glin

85

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
Lys
50

Lys
Ile
Phe
Lys
Phe
170
Ser

Trp

AsSn

GIn

Glu

Thr

Lys

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

Thr

Asn

Gly

GIn

Glu
Arg
Ala
60°
Asn
val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
Lys
Asn

val
220

Arg

Leu

ASp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASn

125

AsSp

val

Phe

Gln

Ile
205

Phe

Gly
Ala
30
ser
GIn
Leu
Glu
Pro
110
Asn
Ile
LySs
Ser
180
1
Thr

Gly

Leu
15

GIn
Leu
Gln
Ile
Glu
95

Phe
Tyr
Gly
GIn
175
Gly
ser

Leu

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

Lys

Ar

16

ASN

val

Gly

Thr
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val
225

Gly

LyS
Glu
Glu
305
LyS
Glu
Met
GlIn
Thr
385

Glu

AsSn

Pro Leu
Gly Ala
GIn Phe
Phe Phe

275
ASp Lys
290
GIln val
Arg Ile
Ala Asp
Glu Lys
3!5
Pro Ser
370
Ile Asn

ASp Arg

Tyr Cys

<210> 43
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 43

Ile

val

Asn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Thr
5

Ile
Phe
Ser
Arg
Glu
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

ES 2457527713

LyS
230
Leu
ASnh
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn
AsSp
Gln
Lys
380
Gly

Cys

Ala
ASp
Thr
ser
Lys
255
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

Asp Gly Thr
Pro Lys Lys
250

Ala Asp Ala
26

Ite Glu Glu
280

Ala Pro Arg
His Gly Glu
Phe Sser Glx

Ala GIn Asp
345

Met GIn Ala
360

Arg Lys Thr
ser Asp Pro
Phe Thr Leu

410

Lys

LyS
Thr
Asp
Ile
Ala
s
ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Phe

ser

val

ASn

GIn

300

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Arg

Gly

Pro

Ala
285
Tyr
Leu
ser
Pro
As

36

ser

Phe

Arg

LysS
Tyr
Ar

27

Leu
val
GlIn
Ala
Met
350
Ser
ASn

Phe

Gly

Thr
Lys
2;5
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

413

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

LysS

Met Ala Ser Ser Asn Leu Ile Lys GIn Leu GIn Glu Arg Gly Leu val
1 5 10 15

86
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Ala

Pro

Leu

Gly

65

ASp

val

Asp

Trp

His

Leu

Leu

val

Ile

val
225

Tyr

LysS:

GlIn
Ile
Gly
SO

His
Pro
GlIn
Phe
Phe
130
Phe
ASn

Leu

Leu

Gly

Gln

Phe

val
Ala
35

His
Ly§
ser

Glu

Ser
Arg
GIn
GIn
195
Leu

Leu

Ala

Phe
275

Thr
20

Leu
Leu
Pro
Phe
Tr

10

Cys
AsSn
val
Glu
Gl

18

Ile
Thr
Ile

val

Tr
26

Asp
Leu
val
val
v
Val
Gly
Met

Asn

Tyr
Gly

Arg

ES 2457527713

Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
Asn
GIn
150
Gln
Ser
Gly
Arg
LYS
zgo
Leu

ASN

Met

Glu

Gly

Leu

Ala

Lys

ASn

val

135

Met

Gly

Met

ser

Leu

215

Ala

Asp

Thr

ser

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

Pro

Ala

Ile
280

Leu
Asp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
Asn

ser

Gln
Gln
Gly
Lys

As
26

Glu

87

Ala
Pro
Leu
Gly
s
Lys

Ile

Lys
Phe
170
Ala
Trp

AsSn

Thr

%0

Ala

Glu

Glu

Lys
Ala
75

Leu
GIn
Ala
Leu
Glu
155
Thr
ASN
Gly
GIn
LyS
2;5
Thr

Asp

Ile

Arg

Ala

Arg

60

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

LysS

Asn

val

220

Phe

Ser

val

Asn

Leu
Asp
45

Phe
Gly
Thr
Ala
Asn
125

Asp

val

GIn
Ile
205
Phe
Gly

Pro

Tyr

Ala GIn
30

Ser Leu
GIn GIn
Leu Ile
Glu Glu

95

Pro Phe
110
Asn Tyr

Ile Gly

Lys GIn

Ser I;;

I;s Gly

Thr Ser
Gly Leu
Lys Thr
Tyr LysS
253
Arg Phe
27

Leu Glu

Gly
His
Ala
Gly
80

Thr
Leu
AsSp
LysS
Ar

16

AsSn
val
Gly
Thr
Glu
240
Phe

Leu

Glu
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Glu Asp Lys Asn Ser
250

Glu GIn val Thr Arg
305

Lys Arg Ile Thr Glu

Glu Ala Asp Phe Glu
340

met Glu Lys Gly Ala
383

Gln Pro Ser Arg Gl
370 9 ¥

Thr Ile Asn Gly Glu
385
Glu Asp Arg Leu Phe
405
Asn Tyr Cys Leu Ile
420

<210> 44

<211> 424

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 44

Met Ala Ser Ser Asn
1 S
Ala GIn val Thr Asp
20
Pro Ile Ala Leu Thr
35
Leu Gly His Leu val
50

Gly His Lys Pro val
65

ES 2457527713

Gly
Leu
310
Cys
GIn
Asp
GIn
LYS
350
Gly

Cys

Leu
Glu
Cys
Pro

Ala
70

LyS
255
val
Leu

Leu

Leu

Arg

Trp

Ile
Glu
Gly
Leu

55

Leu

Ala

His

Ala

Met

360

Arg

Ser

Phe

Lys

Lys

Ala

Phe

Leu

val

Pro

Gly

ser

GIn

345

GIn

LysS

Asp

Thr

GIn
Leu
25

ASp

Cys

Gly

88

Arg

Glu

Gl

33

Asp

Ala

Thr

Pro

Leu
410

Leu
10

Ala
Pro

Leu

Gly

Ala
Glu
315
ser
Gly
Ley
Ile
Glu

395

Leu

Glin

Glu

Thr

Lys

Ala
75

GIn
300
Gly
Leu

val

val

Tyr

Arg

Glu
Arg
Ala
Arg

60

Thr

Tyr

Leu

ser

Pro

ser

Phe

Arg

Arg
Leu
Asp
45

Phe

Gly

val

Gln

Ala

Met

350

ser

Asn

Phe

Gly

Gly
Ala
30

ser

GIn

Leu

Leu

Ala

Leu

335

val

Glu

Ala

Lys

LysS
415

Leu

15

Gln

Leu

Gln

Ile

Ala

Ala
320
Ser
Glu
Leu
Ile
Glu
400

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly
80
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ASp

val

ASp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Pro
Glin
Phe
Phe
130
Phe
ASn

Leu

Leu

Gly
GIn
Phe
55
Gln
Arg

Ala

ser
Glu
AS

11

Gly
Ser
Arg
GIn
Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val

Ile

Asp

Phe
Tr

100
Cys

ASn

val

Glu
Gl
18
Ile
Thr
Ile
val
T
260
Thr
AsSn
Thr
Thr

Phe
340

LYS
g%

val
Gly
Met
AsSn
AS

16

Tyr
Gly
Arg

Thr

Phe
Ser
Arg
Glu

325

Glu

ES 2457527713

Ala
Asp
Glu
Asn
Gln
150
GIn
Arg
Gly
Arg
535
Leu
Asn
Met
Gly
Leu
310

cys

Gln

Ala
LyS
Asn
val
135
Met
Gly
Met
ser
Leu
215
Ala
ASp
Thr
ser
Lys
295
val

Leu

Leu

Glu Arg
Ile Ar

10

ser Ala
120
Leu Thr
Ile Asn
Ile Ser
Ala Cys
183
Asp GlIn
200
His GIn
Asp Gly
Pro Lys
Ala As

26
ITe Glu
280
Ala Pro
His Gly

Phe Ser

Ala Gln

89

Lys
1

Lys
Ile
Phe
LyS
Phe
170
Leu
Trp

Asn

Thr

Glu
Arg

Glu

Leu
Gln
Ala
Leu
sl
Thr
Asn
Gly
Gin
it
Thr
Asp
Ile
Ala
g

ser

Gly

Asn

val

Ala

Glu

Lys

ASn

val

220

Ser

val

AsSn

GIn

300

Gly

Leu

val

Thr
Ala
AsSn
125
Asp
val
Phe
Gln
Ile
205
Phe
Gly
Pro
Tyr

Ala
285

Tyr

Leu

ser

Pro

Glu
Pro
110
Asn
Ile

Lys

ser

Thr
Gly
Lys
Tyr
Ar

27

Leu
val
Gln
Ala

Met
350

Glu
95

Phe

Gly

Gln

Gly

ser

Leu

Glu

Leu

Ala

Leu

335

val

Thr

Leu

Asp

Lys

ASn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

Ser

Glu
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Met Glu Lys Gly Ala
355
GIln Pro Ser Arg Gly
370

Thr Ile Asn Gly Glu
385

Glu Asp Arg Leu Phe
9 405

AsSn r Cys Leu Ile
= 420

<210> 45
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 45

get Ala Ser Ser Asn

Ala GIn val Thr Asp
20

Pro Ile Ala Leu Ile
35

Leu Gly His Leu val
50

Gly His Lys Pro val

65

Asp Pro Ser Phe Lys
85

val GIn Glu Trp val

Asp Phe Asp Cys Gly

Trp Phe Gly Asn Met
130 Y

ES 2457527713

Asp
Gln
LyS
3;0
Gly

Cys

Leu
Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
Asp

Glu

Asn

Leu
Ala
375
Gln

Arg

Trp

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

AsSn

val
135

Met
360

Arg

ser

Phe.

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

GIn
LyS

Asp

GIn
Leu

25

ASp

Gly
Arg
Ar
10
Ala

Thr

90

Ala

Thr
Pro

Leu
410

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
gzs
Lys

Ile

Phe

Leu

Ile

Glu

395

Leu

GIn

Glu

Thr

Lys

Ala

75

Leu

Glin

Ala

Leu

val
Ala

380

Arg

Glu
Arg
Ala
Arg
The
Asn
val

Ala

148

388 ¢

ser

ASn

Phe Phe

Arg

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASn

125

Asp

Gly

Gly

Glu
Ala

Lys

a3

Leu

- 15

Ala

30

Ser

GIn

Leu

Glu

Pro

110

ASn

Ile

Gln

Leu

GIn

Ile

Glu

95

Phe

Tyr

Gly

Leu
Ile
Glu
400

Lys

val
Gly
His
Ala
g0
Thr
Leu
AsSp

Lys
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His
145
Leu
Leu
val
Ile
val
225

Gly

Lys
Glu
s
Lys
Glu
Met
Gln
Thr

385

Glu

Phe
Asn
Leu

Leu

Gly
Glin

Phe

Arg
Ala
Glu
Pro
370
e

Asp

<210>46
<211>411

ser

Arg

Gln

GIn

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe

275

Lys

val

Ile

Asp

LyS

ser

Asn

ATg

val

Glu
Gl

180
Ile
Thr
Ile
val
Tr

26

The
ASn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg

Gly

Leu

ASn
AS

165
Tyr
Gly
Arg
Thr
Tr

24

Ile
Phe
Ser

Arg

Glu

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe
405

ES 2457527713

GIn
150

Gln
Gly
Gly
Arg
555
Leu
ASn
Met
Gly
5
Cys
GIn
ASp
Gln

350

Gly

Met
Gly
Met
Ser
55y
Ala
Asp
Thr
Ser
553
val
Leu
Leu
Leu
5

Gln

Arg

Asn Tyr Cys

Ile

Ile

Ala

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Phe

Leu
420

Asn

Ser
Cys
185
GIn
GIn
Gly
Lys
AS

26

Glu
Pro
Gly
Ser
Gln
345
GIn
Lys

Asp

Thr

Lys
170
Ala
Trp
Asn
Thr
250
Ala
Glu
Arg

Glu

Asp
Ala
Thr
Pro

Leu

- 410

91

Cys

Glu
Thr
Asn
Gly
GIn
25
Thr
ASp
Ile

Ala

Ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Ala

Glu

Lys

AsSn

val

220

Phe

ser

val

Asn

Gln

300

Gly

Leu

val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Trp Lys

val

Phe

GIln Ty

Ile
205
Phe
Gly

Pro

Tyr

Lys

Ser

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ar

27

Ala
285
Tyr
Leu
Ser
Pro
AS

36

ser

Phe

Arg

Leu

val

GlIn

Ala

Met

350

ser

ASNn

Phe

Gly

Gln
Tyr
175
Gly
Ser

Leu

Lys
255
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

Ar
16

Asn

val

Gly

Glu
240
Phe
Leu

Glu

Ala

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 46

get Ala Ser Ser ;sn

Ala GIn val Thr Asp
20

Pro Ile g}a Leu Gly

Leu Gly His Leu val
S0

Gly His Lys Pro val
65 ¥

Asp Pro Ser Phe k s

val GIn Glu ng val
Asp Phe Asp Cys Gly

Trp Phe Gly Asn Met
130 2

His Phe Ser val Asn
145

Leu Asn Arg Glu Asp

Leu Leu GIn Gly Tyr
18

val Leu GIn xle Gly
195

Leu
Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
Asp
Glu
ASN
GIn
150
GIn

Gly

Gly

ES 2457527713

Ile
Glu
Gly
Leu
SS

Leu
Ala
Lys
ASn
val
135
Met
Gly

Phe

ser

Lys GIn
Ala Leu

25

Phe As
40 v
Leu Cys
val Gly
Glu Arg
Ile Ar
10

ser Ala
120

Leu Thr
ITe Asn
Ile Ser

M2 8

Asp GIn
200

92

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
LysS
sd

Lys
Ile
Phe
Lys
Phe
170

Ala

Trp

GlIn
Glu
Thr
Lys
Ala
75

Leu
GIn

Ala

Leu

Asn

Gly

Glu
Arg
Ala
Ar

60g

Thr

val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
Lys

Asn

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASn

125

ASp

val

Phe

Gin

Ile
205

Gly
Ala
30
Ser
GIn
Leu
Glu
Pro
110
Asn
Ile
Lys
Ser
130
1

Thr

Leu
15

GIn
Leu
GIn
Ile
Glu
95

Phe

Tyr

Gly

GIn

Tyr

175

Gly

ser

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

ASp

Lys

AsSn

val

Gly
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Ile

val
225

Gly

Lys
Glu
5
Lys
Glu
Met
GIn
Thr

385

Glu

Asp
210

Pro

Gly

GIn

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LysS
3!5
ser

AsSn

Arg

Asn Tyr Cys

<210> 47

<211> 424
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 47

Thr
Ile
val
Tr

26

Thr
AsSn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg
Gly
Leu

Leu
420

Arg

Thr

s

24

Ile

Phe

Ser

Arg

Glu

325

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

ES 2457527713

Arg
2%
Leu
Asn
Met
Gly

Leu
310

Cys
Gln
Asp

GIn

Cys

Leu
215

Ala
ASp
Thr
Ser
LyS
295
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

His

Asp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

Ser

Phe

Lys

Gln
Gly
Lys
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn
345
GIn
LyS

Asp

Thr

93

AsSn
Thr
Lys
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

33

Asp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

GIn
it
Thr
Asp
Ile
Ala
2t
ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

val
220
Phe
ser
val
Asn
GIn
300
Gly
Leu
val

val

Ala
380

e

Arg

Phe
Gly
Pro

Tyr

Tyr
Leu
ser
Pro
AS

36

ser
Phe

Arg

Gly

Lys

Tyr

val
GIn
Ala
Met
350
ser
Asn

Phe

Gly

Leu
Thr
LYS
ng
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

als

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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Met
1
Ala
Pro
Leu
Gly
65
ASp
val
ASp
Trp
His
145
Leu
Leu
val
Ile
val
225

Gly

Tyr

Ala
Gin
Ile
1
8
His
Pro
Gln
Phe
Phe
130
Phe
Asn

Leu

Leu

Gly

Gln

ser
val
Ala
35

His
Lys
ser

Glu

ser Asn
Thr Asp
20
Leu Gly
teu val
Pro val
Phe Lys
8%

Trp val

. 100

ser

Arg

Gln

Leu

Ala

Phe

Cys Gly
AsSn Met
val Asn
Glu As

16

Gly Tyr
Ile Gly

Thr Arg

Ile Thr

ES 2457527713

teu Ile
Glu Glu
Cys Gly
Pro Leu

55

Ala Leu
70

Ala Ala
Asp Lys
Glu Asn
Asn val

135

GIn Met
150

Gln Gly
Gly Tyr
Gly ser

Arg Leu
' 215

b A

Leu Asp

Asn Thr

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

Asp

Pro

Ala

Asp
cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
Asn
ser
i
GIn
GIn
Gly

Lys

268

94

Leu GlIn
10

Ala Glu
Pro Thr
Leu Lys
Gly ?;a
;55 Leu
Lys GIn
Ile Ala
Phe Leu
Lys Glu

155

Phe Thr
170
Met Asn
Trp Gly
Asn GIn
Thr Lys
235
Lgs Thr
250

Ala Asp

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Thr

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

ASn

val

220

Phe

Ser

val

Arg

Leu

ASp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

AsSn

125

Asp

val

Phe

Gln

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Gly
Ala
30

ser
GIn
Leu
Glu
Pro
110
Asn
Ile

Lys

ser

Gly
Lys

Tyr

279

Leu
15

GIn
Leu
GIn

Ile
Glu
95

Tyr
Gly

GIn

Gly

Leu
Thr

25

Phe

val
Gly
His
Ala
Gly
80

Thr
Leu
AsSp
Lys
Ar

16

Asn
val
Gly
Thr
Glu
240

Phe

Leu
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LysS

Glu

Glu

305

Lys

Gly

GIn

Thr
385

Glu

ASn

<210> 48

Phe

Asp

290

GIn

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

Tyr

Phe
2758
Lys
val
Ile
ASp
Lys
385
ser
Asn

Arg

Cys

<211> 424
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 48

Thr

Asn

Thr

Phe
340
Gly
Arg
Gly

Leu

Leu
420

Phe

ser

Arg

Glu

325

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

ES 2457527713

Met

Gly

Leu
310

Cys

GIn

Asp

GIn

Gly

cys

get Ala Ser Ser ?sn Leu

Ala GlIn val ;3r Asp Glu

Pro Ile g}a Leu Leu Cys

Leu g&y His Leu Vval Pro

ser
LysS
255
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
Gin

Arg

Trp

Ile
Glu
Gly

Leu
55

Ile Glu
280

Ala Pro
His Gly
Phe Ser
Ala GIn

345
Met GIn
360
Arg Lys
ser Asp

Phe Thr

Lys

Glu

Arg

Glu

Gl

33

AsSp

Ala

Pro

Leu
410

Ile

Ala

Glu

315

Ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

Lys GIn Leu GIn
10

Ala Leu Ala Glu
25

40

Phe Asp Pro Thr

Leu Cys Leu LyS

95

Asn Ala
285

GIn Tyr

300

Gly Leu

Leu Ser

val Pro

val As
36

Ala Ser
380
Tyr Phe

Arg Arg

Glu Arg

Arg Leu

Ala As
45p

Arg Phe
609

Leu

val

GlIn

Ala

Met

350

ser

AsSn

Gly

Gly

Ala
30

ser

Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

ai3

Leu
15
GIn

Leu

Gln

Glu
Ala
55
Ser
Glu
Leu
Ile
Glu

400

Lys

val

Gly

His

Ala
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Gly

65

AsSp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val
225

Lys

Glu

Glu
305

Lys

His

Pro

GIn

Phe

Phe

130

Phe

Asn

Leu

Leu

Gly

GIn

Phe

Lys

ser

Glu

ser

Arg

GIn

GIn

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe

275

LyS

val

Pro

Cys
AsSn
val

Glu

Thr
Ile
val
Tr

26

Thr
ASn

Thr

Arg Ile Thr

val
LYS
85

val
Gly
Met
AsSn

AS
16

Tyr

Gly

Arg

Thr

Tr

24

Ile

Phe

ser

Arg

Glu

Ala

70

Ala

Asp

Glu

AsSn

GIn

150

GIn

ser

Gly

Arg

AsSn

Met

Gly

Leu

310

Cys

ES 2457527713

Leu

Ala

Lys

Asn

val

135

Met

Gly

Met

ser

Leu

215

Ala

Asp

Thr

Ser

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

Asp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
Asn
Ser
Cys
GlIn
Glin
Gly
Lys
e

Glu
Pro
Gly

ser

96

Gly
50°
Lys
Ile
Phe
Lys
Phe

170

Ala
Trp
Asn

Thr

2%

Ala
Glu
Arg

Glu

1
338

Ay
Leu
GIn
Ala
Leu
Glu
Thr
AsSn
Gly
GIn
25
Thr
Asp
1le
Ala
Glu

315

ser

Thr

AsSn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

Asn

val

220

Phe

ser

val

ASn

GIn

300

Gly

Leu

Gly

Thr

Ala

Asn

125

Asp

val

Phe

Gln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Tyr

Leu

ser

Leu
Glu
Pro
110
Asn
Ile
Lys
ser
Tyr
190
Thr
Gly
LysS
Tyr
Ar

27

Leu
val

GIn

Ala

Ile
Glu
95

Phe

Tyr

G‘ly:

GIn
1%5
Gly
ser
Leu
Thr
i
Phe
Glu
Leu
Ala

Leu
335

Gly
80

Thr
Leu
ASp
Lys
Ar

16

Asn
val
Gly
Thr
Glu
240
Phe
Leu
Glu
Ala
Ala

320

ser
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Glu Ala Asp Phe Glu
340

Met Glu Lys Gly Ala
3§s

Gln Pro Ser Arg Gly
370

Thr Ile Asn Gly Glu
385

Glu Asp Arg Leu Phe
0-LAN aos

AsSn r Cys Leu Ile
L 420

<210> 49
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 49

Tet Ala Ser Ser Asn

Ala GIn val Thr Asp
20

Pro Ile Ala Leu val
35

Leu Gly His Leu val
50

Gly His Lys Pro val

65

Asp Pro Ser Phe Lys
; 8%

val GIn Glu Trp val
100

Asp Phe Asp Cys Gly
llg

ES 2457527713

Gln
ASp

Gln

350

Gly

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

ASp

Glu

Leu

Leu

Ala

375

GIn

Arg

Trp

Ile

Glu

Gly

Leu

Ala

Lys

ASn

Ala
Met
360
Arg
ser
Phe

LysS

LyS
Ala
Phe
40

Leu
val
Glu
Ile

ser
120

Gin
Gln
Lys
Asp

Thr

GIn
Leu
25
ASp
Cys
Gly
Arg
Ar
10

Ala

97

AsSp
Ala
Thr
Pro

Leu
410

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
%s
Lys

Ile

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

GIn

Glu

Thr

Lys

Leu

GIn

Ala

val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Asn

val

Ala

Pro

AS

36

Phe

Arg

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn
125

Met
350
ser
Asn

Phe

Gly

Gly
Ala
30

Ser
Gln
Leu
Glu
Pro
110

Asn

val
Glu
Ala

Lys

a3

Leu
15

Gln
Leu
GIn
Ile
Glu
95

Phe

Tyr

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Met

GIn

Thr
385

Phe
130

Phe

Asn

Leu

Leu

Asp

210

Pro

Gly

Gln

Phe

Asp

290

Gln

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Gly
Ser
Arg
Gln
Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val

Ile

Asp

EL

ASn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Ile

val

Asn
Thr
Thr
Phe

340

Gly

Met
ASn
AS

16

Tyr
Gly
Arg
Thr
™

24

Ile
Phe
ser
Arg
Glu
325

Glu

Ala

Ser Arg Gly

Asn Gly Glu

ES 2457527713

Asn

Gln
150

Gln
ser
Gly
Arg
30
Leu
AsSn
Met
Gly
%
cys
GIn

Asp

GIn

550

val
135
Met
Gly
Ala
ser

Leu
215

‘A'l a

AsSp
Thr
ser
%
val
Leu
Leu
Leu
Ala

375

GIn

Leu

Ile

Ile

Ala

Asp

Pro

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Thr
AsSn
ser
Cys
185
GIn
GIn
Gly
LyS
As

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn
345
Gln
Lys

ASp

98

Phe
LysS
176
Ala
Trp
Asn
Thr
250

Ala

G1u'

Arg
Glu
2
Asp
Ala
Thr

Pro

Leu.

i
Thr
Asn
Gly
GIn
it
Thr
Asp
Ile
Ala
Glu
ser
Gly
Leu

Ile

Glu
395

Ar

148
Ala
Glu
Lys
AsSn
val
220
pPhe
ser
val
Asn
GIn
300
Gly
Leu
val

val

Ala
380

Tyr

ASp

val

Phe

GIn

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Ala

285

Tyr

Leu

ser

Pro

As

36

Ser

Phe

Ile
Lys

ser

Thr
Gly
Lys
TYr
Ar

27

Leu
val
Gin
Ala
Met
350
Ser

AsSn

Phe

Gly

GIn

Gly
Ser
Leu

Thr

255

Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

Lys

Asn
val
Gly
Thr
Glu
240
Phe
Leu
Glu
Ala
Ala
320
Ser
Glu
Leu

Ile

Glu
400
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ES 2457527713

Glu Asp Arg Leu Phe Gly Arg Phe Thr Leu Leu Arg Arg Gly LyS LysS
. . 405 ¥ 410 . o 415

Asn Tyr Cys Leu Ile Cys Trp LysS
b 420

<210> 50

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 50

Tet Ala Ser Ser

Ala
Pro
Leu
2
ASp
val
Asp
Trp
His
145

Leu

Leu

GlIn

Ile

Gly

50

His

Pro

GIn

Phe

Phe

130

Phe

AsSn

Leu

val Thr
20

Ala Leu
3S

His Leu
Lys Pro

ser Phe

Glu Trp
100

Asp Cys

Gly Asn

ser val

Arg Glu

GIn Gly
180

AsSn
5
Asp
Leu
val
val
LYS
8%
val
Gly
Met
ASn
AS
16

TYr

Leu

Glu

Cys

Ala

70

Ala

ASp

Glu

AsSn

Gln

150

GIn

ser

Ile

Glu

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys

ASn

val

135

Met

Gly

Ala

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

GIln
Leu
25

ASp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
AsSNn

ser

Cys
185

99

Leu GlIn
10

Ala Glu
Pro Thr
Leu LyS
Gly 9;a
;gs Leu
Lys Gln
Ile Ala
Phe Leu
Lys Glu

155

Phe Thr
170

Ala Asn

Glu
Arg
Ala
Arg

60

Thr

val
Ala
Ar
14
Ala

Glu

Lys

Arg

Leu

Asp

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn

125

AsSp

val

GIn

Gly

Ala

30

Ser

GIn

Leu

Glu

Pro

110

ASN

Ile

Lys

ser

Leu
15

Gln
Leu
GIn
Ile
Glu
95

Tyr
Gly
GIn
Tyr
175

Gly

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

ASp

Lys

AsSn

val
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val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Met

Gin

Thr

385

Glu

ASn

<210> 51

Leu

ASp

210

Pro

Gly

GIn

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

ASp

Tyr

Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LysS
3¥S
Ser

Asn

Arg

<211> 424
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 51

Ile

Thr

Ile

val

AsSn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Gly

Arg

Thr

Phe

Ser

Arg

Glu

325

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

Gly
Arg
Lys
zgo
Leu
ASN
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn
AsSp
GIn
Lys
350
Gly

Cys

ES 2457527713

Ser
Leu
215
Ala
Asp
Thr
Ser
LyS
255
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Ala
Met
360

Arg

Ser

Lys

Gin
GIn
Gly
Lys
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn
345
GIn
LyS
Asp

Thr

100

Trp
Asn
Thr
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
2

Asp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

Gly

GIn

LYyS
2!5
The
ASp

Ile

Ala

Ser
Gly
Leu

Ile

wh)
O -
wic

Leu

Asn

val
220

ser
val
Asn
2
Gly
Leu
val
val
Ala

380

Arg

Phe

Gly

Pro

TYr

Ala

285

Tyr

Leu

Ser

Pro

Asp

ser

Phe

Arg

Thr
Gly

Lys

Ar

27

Leu
val
GIn
Ala
Met
350

ser

Asn

Gly

Ser
Leu

Thr

283

Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

LysS

Gly
Thr
Glu
240
rPhe
Leu
Glu
Ala
Ala .
320
ser
Glu
Leu
Ile
Glu

400

Lys
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Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Asn

GIn

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro

Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LYyS
383

sSer

370 .

Ile

Asp

Tyr

Asn

Arg

Cys

<210> 52
<211> 424
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 52

Tr

260
Thr
ASn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg
Gly

Leu

Leu
420

Ile

Phe

Ser

Arg

Glu

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe
405

Tet Ala Ser Ser gsn

Ala GIn val Thr Asp
20

Pro Ile Ala Leu Ile
35

Leu Gly His Leu val

ES 2457527713

Asn Thr
mMet Ser
Gly Lys
235
Leu val
310
Cys Leu
GIn Leu
ASp Leu
Gln Ala

375

Lys GIn
390
Gly Arg

Cys Trp

Leu Ile
Glu Glu

Cys Gly

Pro Leu

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Phe

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

Pro

Gly

ser

GlIn

345

GIn

Lys

Asp

Thr

GlIn
Leu
25

Asp

Cys

101

Ala Asp
Glu Ile
Arg Ala
Glu Glu

315
Gly Ser
33
Asp Gly
Ala Leu
Thr Ile
Pro Glu

395

Leu Leu
410

Leu GlIn
10

Ala Glu
Pro Thr

Leu Lys

val
AsSn
GIn
300
Gly
Leu
val
val
Ala
380

Tyr

Arg

Glu

Arg

Ala

Arg

Tyr

Ala
285

Tyr

Leu

ser

Pro

ASp

ser

Phe

Arg

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Ar
270
Leu
val
GIn
Ala
Met
350
ser
Asn
Phe

Gly

Gly
Ala
30

ser

Gln

Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

LysS

413

Leu
15
GIn

Leu

Gln

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

val

Gly

His

Ala
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Gly
65

Asp
val
Asp
Trp
His
145
Leu
Leu
val
Ile
val
225

Gly

Lys

Glu

Glu
305

50

His

Pro

Gin

Phe

130

Phe

Asn

Leu

Leu

Asp

210

Pro

Gly

Gln

Phe

Lys

Ser

Glu

Asp

115

Gly

ser

Arg

Gln

GIn

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe

275

Lys

val

Pro

Phe

AsSn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Ile

val

Trp

260

Thr

Asn

Thr

val
LYS
g%

val
Gly
Met
Asn
AS

16

Tyr
Gly
Arg
Thr
Tr

245
Ile
Phe

ser

Arg

ES 2457527713

Ala
70

Ala
ASp
Glu
ASN
GIn
150
GIn
Asn
Gly
Arg
LYyS
2§o
Leu
Asn
Met

Gly

Leu
310

55

Leu
Ala
LysS
Asn
15
Met
Gly
Phe
Ser
58
Ala
Asp
Thr
ser
285

val

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Gly
Arg
Arg
105
Ala
Thr
ASn
ser
Cys
185
Gln
GIn

Gly

Lys

Pro

Gly

102

Gly

Lys
Ile
Phe
Lys
53
val
Trp
Asn
Thr
5t
Ala
Glu

Arg

Glu

o
Leu
GIn
Ala
Leu
Glu
Thr
Asn
Gly
Gln
%
Thr
Asp
Ile

Ala

Glu
315

Thr
ASn
val
Ala
Ar

14

Ala
Glu
LyS
ASn
val
220
Phe
ser
val
AsSn
GIn
300

Gly

Gly
Thr
Ala

Asn
125

Asp
val
Phe
Gln
1
Phe
Gly
éro
Tyr

Ala
285

Tyr

Leu

Leu

Glu

Pro
110

ASp

Ile

Lys

ser Ty

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ar

27

Leu

val

GIn

Ile
Glu
95

Phe
Tyr

Gly

GIn

Gly
ser
Leu
Thr
it
Phe
Glu
Leu

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

LysS

Ar

16

Asn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala
320
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Lys Arg Ile
Glu Ala Asp
Met Glu LyS

355

GIln Pro Ser

370

Thr Ile Asn

385

Glu Asp Arg

Asn Tyr Cys

<210> 53
<211> 424
<212> PRT

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu

Glu
Glu
Alg
Gly
Glu

Phe

AsSp Leu

ES 2457527713

375

390

405

420

<213> Artificial

<220>

<223> Sintetasa artificial

<400> 53
Met Ala Ser
1
Ala GIn val
Pro Ile Ala

35
Leu Gly His

50
Gly His Lys
65
ASp Prao Ser

val GIn Glu

Asp Phe Asp

Ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Tr
10

Cys

Asn
5
ASp
Thr
val
val
Lys
8%
val

Gly

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

Ile Lys
Glu Ala
Gly Phe
Y %0
Leu Leu
55
Leu val
Ala Glu

Lys Ile

Asn Ser

Met
360

Cys Leu Phe Ser Gly Ser
335

GIn Leu Ala GIn Asp Gly

345

GIn Ala Arg Lys Thr Ile

LyS GIn Ser Asp Pro Glu

GIn Ala Leu

Leu

val

val

Ala

380

395

Gly Arg Phe Thr Leu Leu

410

Ile Cys Trp Lys

GIn Leu GIn
10

Leu Ala Glu
25

Asp Pro Thr
Cys Leu Lys
Gly Gly Ala
75
Arg Lys Leu
50

Arg Lys GlIn
10

Ala Ile Ala

103

Glu

Arg

Ala

Arg

Thr

Asn

val

Ala

TYyr

Arg

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn

Ser Ala Leu Ser

335

Pro Met val Glu

350

Gly

Ala

30

Ser

Gln

Leu

Glu

Pro

110

Asn

Asg ser Glu Leu
36
Ser Asn Ala Ile

Phe Phe Lys Glu

400

Arg Gly Lys Lys

415

Leu val
15

GIn Gly
Leu His
GIn Ala
Ile Gly

80

Glu Thr
95

Phe Leu

Tyr Asp
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Trp

His
145

Leu

Leu

val

Ile

Lys
Glu
Glu
305

Lys

Glu

Gln

Phe
130
Phe
AsSn

Leu

Leu

Pro

Gly

Gln

Phe

Arg

Ala

Glu

Pro
370

115

Gly

ser

Arg

Gln

Gln

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe

275

Lys

val

Ile

ASp

Lys

355

Ser

Asn Met
val Asn

Glu Asp
165

Gly Tyr
180

Ile Gly
Thr Arg
Ile Thr
val Tr
24
Trp Ile
260
Thr Phe
Asn Ser
Thr Arg
Thr Glu
Phe Glu
340

Gly Ala

Arg Gly

ES 2457527713

AsSn

Gln
150
Gln
Ser
Gly
Arg
LyS
zgo
Leu
ASnN
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn

Asp

GIn

val
135
Met
Gly
Ala
Ser
Leu
215
Ala
ASp
Thr
ser
LysS
355
val
Leu
Leu

Leu

Ala
375

120

Lev

Ile

Ile

Ala

His

AsSp

Pro

Ala

Ile
280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

Thr

Asn

ser

Gln
Gly
LyS
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn
345

GIn

Lys

104

Phe Leu
Lys Glu
155
Phe Thr
170
Leu AsSn
Trp Gly
Asn GIn
Thr Lys
235
Lgs Thr
250
Ala Asp
Glu Ile
Arg Ala
Glu Glu
Gly Ser
33
Asp Gly

Ala Leu

Thr Ile

Ar

14

Ala

Glu

Lys

Asn

val

220

Phe

ser

val

ASn

GIn

300

Gly

Leu

val

val

Ala
380

125

AsSp

val

Phe

GIln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

TYr

Ala

285

Tyr

Leu

ser

Pro

Ile

LyS

Ser

Gly

LysS

Tyr

Ar

27

Leu

val

Gln

Ala

Met

350

Ser

AsSn

Gly

Gln

Gly

Ley
Thr
LyS
285
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val

Glu

Ala

Asn

val

Gly

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile
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Thr 11e Asn Gly Glu Lgs GIn Ser Asp Pro Glu Tyr Phe Phe Lys Glu
3858 390 395 400

Glu Asp Arg Leu Phe Gly Arg Phe Thr Leu Leu Arg Arg Gly LyS LYyS
e . 405 y 9 410 9 3 415

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn Tyr Cys Leu Ile Cys Trp LyS
W 420 e

<210> 54

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 54

Met Ala Ser
1

Ala.

Pro
Leu
&
Asp
val
Asp
Trp
His
145

Leu

Leu

Gln

Ile

Gly

50

His

Pro

Glin

Phe

Phe

130

Phe

ASn

Leu

val
Ala
3s

His
Lys
ser
Glu
AS

11

Gly
Ser

Arg

Gln

ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys

Asn

val

Asn
S
ASp
Gly
val
val
LYS
8%
val
Gly
Met

ASn

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

AsSn

Gln

150

Gln

ser

Ile

Glu

Gly

Leu

Leu

Ala

LyS

AsSn

val

135

Met

Gly

Met

Lys GlIn
Ala Leu

25

sge Asp
Leu Cys
val Gly
Glu Arg
Ile Ar

10
ser Ala
120
Leu Thr
Ile Asn

ITe Ser

Ala Cys

105

10
Ala
Pro
Leu
Gly
%S
Lys
Ile
Phe
Lys
Phe

170

Leu

GIn

Glu

Thr

Lys

Leu

GIn

Ala

Leu

Glu

155

Thr

ASﬂ_

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Thr

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASN

125

Asp

val

Phe

G1In

Gly
Ala
30

ser
Gln
Leu
Glu
Pro
110
ASn
Ile
Lys

Ser

Tyr

Leu
15

GlIn
Leu
Glin
Ile
Glu
95

Phe
Tyr
Gly
Gln

175

Gly

val
Gly
His
Ala
Gl

80y
Thr
Leu
ASp
Lys
Ar

16

AsSn

val
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val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Lys

Glu

Met

Gin

Thr

385

Glu

Leu

Gly

GIn

Phe

Arg
Ala
Glu
370

Ile

AsSp

GIn
195
Leu

Leu

Ala

Phe
275
Lys
val
Ile
AsSp
LyS
3¢5
Ser

AsSn

Arg

Asn Tyr Cys

<210> 55

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 55

180

Ile

Thr

Ile

val

Trp

Thr

Asn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Gly

Arg

Thr

Trp

Ile

Phe

ser

Arg

Glu

325

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

ES 2457527713

Gly

Arg
LYS
250
Leu
AsSn
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn
ASp
Gln
LYS
390

Gly

Cys

ser
Leu
215
Ala
Asp
Thr
ser
LYyS
355
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
Gln

Arg

Trp

ASD
200
His
ASp
Pro
Ala
Ile
280
Ala
His
Phe
Ala
Met
360
Arg
ser

Phe

Lys

185

GIn

GIn

Gly

Lys

Pro

Gly

ser

Gin

345

Glin

Lys

ASp

Thr

106

Trp
AsSn
Thr
4
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

33

ASp
Ala
Thre

Pro

Leu
410

Gly
Gln
i
Thr
Asp
Ile
Ala
of
Ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Asn

val

220

Phe

Ser

val

Asn

GIn

300

Gly

Leu

val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Ile
205

Gly

Pro

Tyr

Ala
285

Tyr

Leu

ser

Pro

As

36

Ser

Arg

190

Thr
Gly
LYyS
Tyr
Ar

27

Leu
val
GlIn
Ala
Met
350
Ser
Asn

Phe

Gly

ser
Leu
Thr
Lys
Phe
Glu
Leu

Ala

val
Glu
Ala

Lys

ai3

Gly

Thr

Glu
240
Phe
Leu
Glu
Ala
Ala
320
Ser
Glu
Leu
Ile
Glu
400

Lys
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Met

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp.

Trp
His
145
Leu
Leu
val
Ile
val
225

Gly

Ala

Gln

Ile

Gly

50

His

Pro

GlIn

Phe

Phe

130

Asn

Leu

Leu

ser

val

His
Lys
ser
Glu
AS

11

Gly
Ser
Arg
GIn
Gln
195
Leu

Leu

Ala

ser
Thr
20

Leu
Leu

Pro

Phe

Cys
Asn
val
Glu
o
Ile
Thr
Ile

val

AsSn
5
ASp
Thr
val
val
LyS
8%
val
Gly
Met
AsSn
AS
16
Tyr
Gly
Arg
Thr

Trp

ES 2457527713

Leu
Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
ASN
Gln
150
GIn

ser

Gly
Arg

250

Leu

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leuw

Ala

Lys

Asn

val

135

Met

Gly

Ala

ser

Leu

215

Ala

Asp

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

ASp

Pro

GIn
Leu
25

Asp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
AsSn
Ser
Cys
185
GIn
GlIn

Gly

Lys

107

&Su Gln
Ala Glu
Pro Thr
Leu Lys
Gly Ala
ggs Leu
Lys GIn
ITe Ala
Phe Leu
Lys Glu

155

Phe Thr
170

Leu Asn
Trp Gly
Asn Gln
Thr Lys

zgs

Lys Thr

Glu
Arg
Ala
Arg
Thr
AsSn
val
Ala
i

Ala
Glu
Lys
ASn
i

Phe

Ser

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn

125

ASp

val

Phe

Glin

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Gly

Ala

30

ser

Gln

Leu

Glu

Pro

110

AsSn

Ile

Lys

ser

Thr

Gly

Lys

Tyr

Leu
15

Gln
Leu
GlIn
Ile
Glu
95

Phe
TYr
Gly
GIn
Tyr
1;5
Gly
ser
Leu

Thr

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

LysS

Ar

16

AsSn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe
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Tyr GIn
Lys Phe
Glu As
29
Glu GIn
305
Lys Arg
Glu Ala
met Glu
GIn Pro
370
Thr Ile

Glu Asp

Asn Tyr

<210> 56

Phe
Phe
275
LyS
val
Ile
ASp
Lys
385
ser
Asn

Arg

Cys

<211> 424
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Trp
260
Thr

Asn

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

245

Ile

Phe

Ser

Arg

Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

<223> Sintetasa artificial

<400> 56

ES 2457527713

ASn

Met

Gly

Leu

310

Cys

GIn

Asp

GIn

Cys

Thr

LYS
255
val
Leu

Leu

Leu

Trp

;et Ala Ser Ser gsn Leu Ile

Ala GIn val ;Sr Asp Glu Glu

Pro Ile g}a Leu Ser Cys Gly

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Phe

LyS

Lys

Ala

ASp

Glu

Pro

Gly

Ser

GIn

345

Gin

Lys

ASp

Thr

Gln

250

Ala
Glu
Arg
Glu
2
ASp
Ala
Thr
Pro

Leu
410

ASp

Ile

Ala

Ser

Gly

Leu

Ile

Glu

Leu

val
Asn
GIn
300
Gly
Leu
val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Leu GIn Glu

Leu Ala Glu Arg
25

Phe Asp Pro Thr Ala
40

108

TYr
Ala
285
Leu
Ser
Pro
AS

36

Ser
Phe

Arg

Arg

Leu

Ar

278
Leu
val
GIn
Ala
Met
350

Ser

AsSn

Gly

255

Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

a5

Leu

Glu

Ala

Ala

320

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

Gly Leu val
15

Ala Gln Gly
30

ASp Ser tLeu His
45
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Leu

Gly
65

ASp
val
ASp
Trp
His
145
Leu
Leu
val
Ile
val
225

Gly

Lys

Glu

Glu

Gly
50

His
Pro
GIn
Phe
Phe
130
Phe
Asn

Leu

Leu

Gly
GIn

Phe

His
Lys
Ser
Glu
AS

11

Gly
ser
Arg
Gin
Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys

val

Leu
Pro
Phe
106
Cys
AsSn

val

Glu

Thr
Ile
val
T

26

Thr
Asn

Thr

val
val
LyS
14

val
Gly
Met
Asn
AS

16

TYyr
Gly
Arg
Thr
T

24

Ile
Phe
ser

Arg

ES 2457527713

Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
Asn
Gln
150
Gin
Thr
Gly
Arg
LYyS
2!0
Leu
ASN
Met

Gly

Leu

Leu
55

Leu
Ala
Lys
AsSn
val
135S
Met
Gly
Met
ser
Leu
215
Ala
ASp
Thr
ser
LYS
255

val

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
ASn

ser

GIn
Gly
LyS
AS

26

Glu
Pro

Gly

109

Leu
Gly
Lys
gb

Lys
Ile
Phe
Lys
Phe
170
val
Trp

ASn

Thr

Glu
Arg

Glu

Lys

Ala
75

Ley
Gin
Ala
Leu
Glu
Thr
Asn
Gly
GIn
i
Thr
ASp
Ile
Ala

Glu

Arg

Thr

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

LysS

Asn

val

220

Phe

ser

val

ASNn

GIn

300

Gly

Phe

Gly

Thr

Ala

AsSn

125

Asp

val

Phe

GIln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

TYr

Ala

285

Tyr

Leu

GIn
Leu
Glu
Pro
110
AsSn
Ile

Lys

ser

Thr
Gly
Lys
Tyr
Ar

27

Leu
val

Gln

Gln
Ile
85"
Tyr
Gly

GlIn

Gly
ser
Leu
Thr
253
Phe
Glu
Leu

Ala

Ala

Gly
80

Thr
Leu
ASp
Lys
Ar

16

Asn
val
Gly
Thr
Glu
240
Phe
Leu
Glu

Ala

Ala
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305

Lys

Glu

Met

Gln

Thr

385

Glu

ASn

<210> 57

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

TYyr

Ile

Asp

Lys

Ser

Asn

Arg

Cys

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 57

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Qet Ala Ser ser

Ala GIn val Thr
20

Pro 1le Ala Leu
35

Leu Gly His Leu
S0

Gly His Lys Pro
65 %

AsSp Pro Ser Phe

val GIn Glu Tr
100

Glu
325
Glu
Ala
Gly
Glu

405

Ile

Asn
5

ASp
Ala
val
val

85

val

ES 2457527713

310

Cys
GIn
Asp
GlIn
3%
Gly

Cys

Leu
Glu
Cys
Pro
7"

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

Arg

Trp

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser Gl
33

GIn As

345 i
GIn Ala
Lys Thr

ASp Pro

Thr Leu
410

GIn Leu
10

Leu Ala
25

Asp Pro
Cys Leu

Gly Gly

Arg 553

1068 *

110

315

Ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

Gln
Glu
Thr
Lys
23

Leu

GIn

Leu

val

val

Ala
380

Tyr

Arg

Glu

Arg

Ala

Arg

Thr

ASn

val

Ser
Pro
AS
36
ser
Phe

Arg

Arg
Leu
ASp
45

Phe
Gly

Thr

Ala

Ala
Met
350

ser

AsSn

Gly

Gly

Ala

30

ser

Gln

Leu

Glu

Pro
110

Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

af3

Leu
15

Gln
Leu
Gln
Ile
Glu
95

Phe

320

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

LysS

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu
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AsSp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

TYyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Gln

Phe
Phe
130
Phe
Asn
Leu
Leu
Asp
210
Pro
Gly
GIn
Phe
AS

555
GIn
Arg
Ala

Glu

Pro

AS

115
Gly
ser
Arg
GIn
GlIn
195
Leu

Leu

Ala

Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LySs
385

Ser

Cys

Asn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Ile

val

AsSn

“Thr

Thr
pPhe
340

Gly

Arg

Gly
Met
ASn
i

Tyr
Gly
Arg
Thr
T

24

Ile
Phe
ser
Arg
Glu
Glu

Ala

Gly

Glu
Asn
GIn
150
GlIn
ser
Gly
Arg
LysS
230
Leu

Asn

Gly
Leu
310
Cys
GIn

ASp

GIn

ES 2457527713

AsSn

val
135

Met
Gly
Tyr
Ser
s8¢
Ala
Asp
Thr
ser
it
val
Leu
Leu

Leu

Ala

Ser Ala
120

Leu Thr
Ile Asn
Ile Ser
ol
Asp GIn
His GIn
Asp Gly
Pro Lys
Ala ;z

Ile Glu
280

Ala Pro
His Gly
Phe Ser
Ala Glin

345

Met GIn
360

Arg Lys

111

Ile
Phe
Lys
s
Leu
Trp
Asn
Thr
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
Gly
Asp
Ala

Thre

Ala
Leu
Glu
155
Thr
ASn
Gly
GIn
LYyS
2!5
Thr
Asp
Ile
Ala
Glu
315
Ser
Gly

Leu

Ile

Ala
Ar

140
Ala
Glu
Lys
Asn
val
220
Phe
ser
val
AsSn
GIn
300
Gly
Leu
val

val

Ala

Asn
125
AsSp
val
Phe
GIn
Ile
205
Phe
Gly
Pro
Tyr
Ala
285
Tyr
Leu

ser

Pro

AsSn
Ile
Lys
ser
1350
1
Thr
Gly
Lys
Tyr
Ar
27
Leu
val
Gln
Ala
Met
350

ser

AsSn

Tyr
Gly
GIn
175
Gly
ser
Leu

Thr

Glu
Leu
Ala
Leu
335
val

Glu

Ala

ASp

Lys .

Asn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala
320
Ser
Glu

Leu

Ile
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385

370

ES 2457527713

Thr 11e Asn Gly Glu L;s
390

Glu Asp Arg Leu Phe Gly
405

Asn Tyr Cys Leu Ile Cys
420 .

<210> 58

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 58

qet Ala ser

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

GIn

Ile

Gly

50

His

Pro

Glin

Phe

Phe

130

Phe

ASn

va)

Ala

35

His

Lys

ser

Glu

Ser

Arg

ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Trp
100

p Cys

Asn

val

Glu

Asn Leu
5
Asp Glu
Ala Cys
val Pro
val Ala
70
Lys Ala
85
val Asp
Gly Glu
Met Asn
Asn GIn

150

-

375

GIn

Arg

Trp

ITe

Glu

Gly

Leu

Leu

Ala

LYS

AsSn

val

135

Met

Gly

380

ser Asp Pro Glu r Phe Phe Lys Glu
o 395 L ¥ 400

Phe Thr Leu Leu Arg Arg Gly Lys Lys
410 9 9 g 4¥S %

Lys

Lys GIn

Ala Leu
25

Phe As
40 P
Leu Cys
val Gly
Glu Arg
Ile Ar
10

Ser Ala
120
Leu Thr

Ile Asn

Ile Ser

112

15"
Ala
Pro
Leu
Gly
%s
Lys
Ile
Phe

Lys

Phe
170

GIn

Glu

Thr

LysS

Ala

75

Leu

Gin

Ala

Leu

Glu

155

Thr

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Thr

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Arg

Leu

ASp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

AsSn

125

Asp

val

fhe

Gly Leu
% 15

Ala GIn

30

ser Leu

GIn GIn

Leu Ile

Glu Glu
95

Pro Phe
110
Asn Tyr

Ile Gly

Lys GIn

Ser I;g

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

LyS
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Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

GIn
Thr
385

Glu

AsSn

Leu
Leu
AS

21

Pro
Gly
GIn

Phe

Arg
Ala
Glu
370

Ile

AsSp

Tyr

<210>

GIn
Gln
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val

Ile

AsSp

383

ASNn
Arg

Cys

59

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial
<400> 59

Gl

180
Ile
Thr
Ile
val
Trp
260
Thr
ASn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg
Gly

Leu

Leu
420

Tyr
Gly
Arg

Thr

Ile
rPhe
ser
Arg
55
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

Thr
Gly
Arg
LYS
230
Leu
ASn
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn

ASp

GIn

ES 2457527713

Met
ser
Leu
215
Ala
ASp
Thr
ser
LysS
Z;S
val
Leu

Leu

Leu

Ala
AS

200
His
ASp
Pro
Ala
Ile
280
Ala
His
Phe
Ala
Met
360
Arg
ser

Phe

Lys

¥

GIn
Gln
Gly

Lys

Pro
Gly
ser
Gln
Gln
Lys
Asp

Thr

113

Cys
Trp
Asn
Thr
i
Ala
Glu

Arg

Asp
Ala
Thr
Pro

Leu
410

Asn
Gly
Glin
it
Thr
AsSp
Ile

Ala

ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Lys

Asn

val

220

Phe

ser

val

Asn

Leu

val

val

Tyr

Arg

Gln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Ala

285

TYyr

Leu

ser

Pro

AsSp

ser

Arg

1%0

Thr
Gly
Lys
Tyr
Ar

27

Leu
val
Gln
Ala
Met
350
ser
AsSn

Phe

Gly

Gly
sSer
Leu

Thr

233

Glu

Leu

val
Glu
Ala
Lys

Lys
415

val

Gly

Thr

Glu

240

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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Met

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

ASp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val
225

Ala
GIn
Ile
Gl

SOy
His
Pro
Gln
Phe
Phe
130
Phe
AsSn
Leu
Leu
AS

21

Pro

ser Ser

val Thr
20

Ala Leu
35

His Leu
Lys Pro
Ser Phe
Glu Trp

1

Asp Cys
11

Gly Asn

ser val

Arg Glu

GIn G1
18

GIn Ile
195

Leu Thr

Leu Ile

Asn
AsSp
Thr
val
val
iy
val
Gly
Met

Asn

Tyr
Gly
Arg

Thr

ES 2457527713

Leu
Glu
Cys
Pro
Ala
70

Ala
AsSp
Glu
ASn
GlIn
150
Gln
Thr

Gly

Arg

%0

Ile
Glu
Gly
Leu
58

Leu
Ala
Lys
ASn
val
135
Met
Gly
Phe
ser
Leu

215

Ala

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

200

His

ASp

Gln
Leu
25

Asp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
AsSn
Ser
Cys
1%5
Glin

GIn

Gly

114

Leu
10

Ala
Pro

Leu

Gly

Lys

Ile

Phe

Lys

Phe

170

Met

Trp

Asn

Thr

Gln
Glu
Thr
Lys
o3
Leu
Glin
Ala
Leu
RE
Asn

Gly

GIn

2%

Glu

Arg

Ala

Arg

60

Thr

ASN

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

Asn

val
220

Arg

Leu

ASp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

Asp

val

Phe

GIn

Ile

205

Phe

Gly

Ala

30

ser

GIn

Leu

Glu

Pro

110

AsSn

Ile

Lys

ser

Thr

Gly

Leu
15

GIn
Leu
GIn
Ile
Glu
95

Phe

Tyr

Gly

Gln

Gly

Ser

Leu

Phe Gly Lys Thr

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

ASp

Lys

ASn

val

Gly

Thr

Glu
240
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Gly Gly Ala

Tyr GlIn

Lys Phe

Glu Asp

LyS Arg
Glu Ala
Met Glu
Gln Pro

370

Thr Ile
385

Glu Asp

Asn Tyr

<210> 60
<211> 424

Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
Asp
LyS
3§s
ser
AsSn

Arg

Cys

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ASn

Thr

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

248
Ile
Phe
Ser
Arg
Glu
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

<223> Sintetasa artificial

<400> 60
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Leu
AsSn
Met
Gly
Leu
310
Cys
Gln
ASp
GlIn
LYyS
3%
Gly

Cys

ASp
Thr
ser
LYS
255
val
Leu
Ley
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

Pro Lys
Ala Asp
Ile Glu
280
Ala Pro
His Gly
fhe Ser
Ala GIn
345
Met GIn
360
Arg Lys
ser Asp

Phe Thr

Lys

Lys

250

Ala

Glu

Arg

Glu

Asp

Ala

Thr

Pro

Leu
410

Thr

ASp

Ile

Ala

Glu

315

ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

ser

val

Asn

GIn
300

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Tyr

Arg

Pro

Tyr
Ala
285
TYr
Leu
ser
Pro
AS

36

ser

Phe

Arg

Tyr
Ar
27
Leu
val
Gln

Ala

ser

ASn

Gly

LyS
2;5
Phe
Glu
Leu
Ala
Leu
335
val
Glu

Ala

Lys

ais

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

get Ala ser Ser esn Leu ITe LySs GIn igu GIn Glu Arg Gly &gu val

Ala GIn val Thr Asp Glu Glu Ala Leu Ala Glu Arg Leu Ala GIn Gly
20 25 30

115
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Pro

Leu

Gly
65

Asp
val
Asp
Trp
His
145
Leu
Leu
val
Ile
val

225

Gly

Lys

Glu

Ile

Gly

50

His

Pro

GIn

Phe

AsSn

Leu

Leu

Gly

GIn

Phe

Ala

His

Lys

ser

Glu

ser

Arg

GIn

GIn

195

Leu

Leu

Ala

Phe

Phe
275

ASp Lys

29

Leu

Leu

Pro

Phe

Cys

AsSn

val

Glu

Gl

18

Ile

Ile

val

Asn

Thr
val
val
it
val
Gly
Met

ASn

Tyr
Gly
Arg

Thr

Phe

sSer

ES 2457527713

Cys
Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
ASn
GIn
150
Gln
ser
Gly
Arg
LYyS
zgo
Leu
Asn

Met

Gly

Gly
Leu
55

Leu
Ala
Lys
ASn
val
135
Met
Gly
val
ser
Leu
215
Ala
ASp

Thr

Ser

283

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

Ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

Pro

Ala

Ile

Ala

ASp

Cys

Gly

Arg

Ar

10

Ala

Thr

ASn

Ser

GIn

GlIn

Gly

Lys

Pro

116

Pro
Leu

Gly

Lys
Ile
Phe
LysS
Phe
170
Leu
Trp
Asn
Thr
Lys
zgo
Ala

Glu

Arg

Thr

Lys

Ala

75

Leu

GIn

Ala

Leu

Glu

155

Thr

ASn

Gly

GIn

Asp

Ile

Ala

Ala

Arg

60

Thr

Asn

val

Ala

Ala

Glu

Lys

ASn

val

220

pPhe

ser

val

Asn

GlIn

300

As
4sp

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn

125

Asp

val

Phe

GIn

Ile

205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Ala
285

Tyr

ser
GIn
Leu
Glu
Pro
110
Asn
Ile

Lys

Ser

Thr
Gly
LysS
Tyr
Ar

27

Leu

val

Leu
Gin
Ile
Glu

95

Phe
Tyr
Gly
GIn
Tyr
175
Gly
ser

Leu

Thr

Fi

Glu

Leu

His
Ala
Gly
80

Thre
Leu

Asp

Lys

ASn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala
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ES 2457527713

Glu GIn val Thr Arg Leu
305 310

Lys Arg Ile Thr Glu Cys
y g S2¢ y

Glu Ala Asp pPhe Glu GlIn
340

Met Glu Lys Gly Ala Asp

GIn Pro Ser Arg Gly Gln
370

Thr ITe Asn Gly Glu Lgs
385 390

Glu Asp Arg Leu Phe Gly
405

AsSn Tyr Cys Leu Ile Cys
B 420 .

<210> 61
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 61

qet Ala ser ser ?sn Leu

Ala GIn val ;gr Asp Glu

Pro Ile g;a Leu val Cys
Leu g&y His Leu val Pro

Gly His Lys Pro val Ala
65 70

Asp Pra Ser Phe kgs Ala

val

Leu

Leu

Leu

Ala

375

Gln

Arg

Trp

Ile
Glu
Gly
i

Leu

Ala

Phe

Ala

Met

360

Arg

Ser

Phe

Lys

Lys

Ala

Phe

40

Leu

val

Glu

Gly

Ser

Gln

GIn

Lys

Asp

Thr

Asp

Cys

Gly

Arg

117

Glu
Gl
33
ASp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

Ley
10

Ala
Pro

Leu

Gly

Glu
315

Ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

Gln

Glu

Thr

Lys

Ala

75

Leu

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Tyr

Arg

Glu
Arg
Ala
Arg
60

Thr

AsSn

Leu

Ser

Pro

AS

36

ser

Phe

Arg

Arg
Leu
ASp
45

Phe

Gly

Thr

GIn
Ala
Met
350
ser
Asn
Phe

Gly

Gly
Ala
30

ser
Gln

Leu

Glu

Ala

Leu

335

val

Glu

Ala

Lys

Leu

15

Glin

Leu

Gin

Ile

Glu
95

Ala
320
Ser
Glu

Leu

Ile

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr
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val

ASp

Trp

His

Leu

Leu

val

1le

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Gln

Phe

Phe

130

Phe

AsSn

Leu

Leu

ASp

210

Pro

Gly

Gln

Phe

Asp

290

GIn

Arg

Ala

Glu

Glu
AS

11

Gly
ser
Arg
GIn
GlIn
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val

Ile

Asp

LT

Tr

100
Cys
Asn

val

Glu

Thr
Ile

val

Asn
Thr
Thr
Phe

340

Gly

val

Gly

Met

Asn

AS
16

Tyr

Gly

Arg

Thr

ser

Arg

Glu

Glu

Ala

ASp
Glu
Asn
Gln
150
Gln
ser
Gly
Arg
LyS
250
Leu
AsSn
Met
Gly
Leu
310
Cys

GIn

Asp

ES 2457527713

LysS
AsSn
val
135
Met
Gly
Met
ser
Leu
215
Ala
ASp
Thr
ser
LYyS
ng
val

Leu

Leu

Ile
Ser
120
Leu
Ile
Ile
Ala
AS

20

His
Asp
Pro
Ala
Ile
280
Ala
His
Phe

Ala

Leu Met

360

108
Ala
Thr
Asn
ser
%
Gln
GIn
Gly
Lys
As

26

Glu
Pro
Gly
ser
Gln

345

Gln

118

Lys
Ile
Phe
LysS
776
Thr
Trp
Asn
Thr
2%
Ala
Glu
Arg
Glu
35
Asp

Ala

GIn
Ala
Leu
Glu
155
Thr
Asn
Gly
GIln
Lys
235
Thr
Asp
Ile
Ala
Glu
315
ser

Gly

Leu

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

Asn

val

220

Phe

ser

val

Asn

Gln

300

Gly

Leu

val

val

Ala

-ASn

125

Asp

val

Phe

GIn Ty

Ile
205

Phe

Gly

Pro

Tyr

Tyr
Leu
ser

Pro

365

Pro
110
Asn
Ile

Lys

ser

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ar

27

Leu

val

Gln

Ala

Met

350

ser

Phe

Tyr

Gly

Gln

Gly

Ser

Leu

Thr

Glu
Leu
Ala
335

val

Glu

Leu

Asp

Lys

Asn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Glu

Ala

Ala

320

ser

Glu

Leu
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GIn Pro Ser Arg Gly
370

Thr 1le Asn Gly Glu
385

Glu Asp Arg Leu Phe
? = 405

ASn r Cys Leu Ile
W 420

<210> 62
<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 62

?et Ala ser ser gsn

Ala GIn val Thr Asp
20

Pro Ile Ala Leu Ser

Leu Gly His Leu val
50

Gly His Lys Pro val
65

Asp Pro Ser Phe Lys
8%

val GIn Glu Trp val

Asp Phe Cys Gly

As

11

Trp Phe Gly Asn Met
130

His Phe Ser val Asn
145

ES 2457527713

GIn

Lys
390
Gly

Cys

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

Asp

Glu

Asn

GIn
150

Arg

Trp

Ile

Glu

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys

AsSn

val

135

Met

Arg Lys Thr

ser Asp Pro

Phe Thr Leu

Lys

Lys

Ala

Phe

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

GIn
Leu
25

ASp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr

Asn

119

410

is*
Ala
Pro
Leu
Gly
gzs
Lys
Ile

Phe

Lys

Ile Ala ser Asn Ala
380

Glu Tyr Phe Phe Lys

395

Leu Arg Arg Gly Lys
i e ¢

Gln

Glu

Thr

Lys

Ala

75

Leu

GIn

Ala

Leu

Glu

Glu Arg

Arg Leu

Ala Asp
45

Arg Phe
60

Thr Gly

Asn Thr

val Ala

Ala Asn
125

Arg Asp
14

Ala val

Gly Leu
15

Ala Gln
30

ser Leu
GIn GlIn
Leu Ile
Glu Glu

95

Pro Phe
110
Asn Tyr

Ile Gly

Lys GIn

Ile
Glu

400

Lys

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Thr

Leu

Asp

Lys

Ar
16
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Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

LysS

Glu

Met

GIn

Thr

385

Glu

ASn
Leu
Leu
AS

21

Pro
Gly
GIn
fhe
ASp
290
GIn
Arg
Ala
Glu
Pro

370

Ile

Arg
GIn
GIn
195
Leu
Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
ASp
LYyS
355
Ser

Asn

ASp Arg

Asn Tyr Cys

<210> 63

<211> 424
<212> PRT
<213> Artificial

ES 2457527713

Glu Asg GIn
16

Gl

180
Ile
Thr
Ile
val
Tr

26

Thr
Asn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg
Gly

Leu

Leu
420

Tyr

Gly

Arg

Thr

Tr

24

Ile

Phe

ser

Gly
Glu
Phe
405

Ile

ser
Gly
Arg
LYS
zgo
Leu
Asn
Met
Gly
Leu
310
Cys
GIn

Asp

GIn

Gly
Phe
Ser
Leu
215
Ala
AsSp
Thr
Ser
LyS
355
val
Leu
Leu
Leu
Ala
375
GIn

Arg

Trp

Ile

Ala

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

Ser

Phe

Lys

ser

GIn
Gly
Lys
2
Glu
Pro
Gly
ser
5
Gin
Lys
Asp

Thr

120

Phe
170
Leu
Trp
ASn
Thr
LysS
zgo
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

335
ASp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

Thr
Asn
Gly

GIn

255

Asp
Ile
Ala
Glu
ser
Gly
Leu
Ile
Glu

395

Leu

Glu

Lys

Asn

val

220

Phe

Ser

val

Asn

GlIn

300

Gly

Leu

val

vail

Ala
380

Tyr

Arg

Phe
Gln
Ile
205
Phe
Gly
Pro
Tyr

Ala
285

Tyr
Leu
ser
Pro
AS

36

ser
Phe

Arg

Thr
Gly
Lys
TYyr
Ar

27

Leu
val
Gln
Ala
Met
350

ser

Asn

Gly

Ser

Leu

LysS
2!5
Phe
Glu

Leu

Ala

Glu
Ala
Lys

LyS
415

Asn

val

Gly

Thr

Glu

240

Phe

Leu

Ala

Ala

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys
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<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 63

?et Ala Ser

Ala

Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp

Trp

Leu

val

Ile

Glin

Ile

Gly

50

His

Pro

Gln

Phe

Phe

130

Phe

Asn

Leu

Leu

Asp
210

val
Ala
35

His
Lys
Ser
Glu
AS

11

Gly
ser
Arg
Gln
Gln

195

Leu

ser

Thr

20

Leu

Leu

Pro

Phe

Trp

100

Cys

Asn

val

Glu

Gl

18

Ile

Thr

Asn
5

AsSp
Thr
val

val

Gly
Met
ASn
AS

16

Tyr
Gly

Arg

ES 2457527713

Leu

Glu

Cys

Pro

Ala

70

Ala

ASp

Glu

AsSn

GIn

150

GIn

Thr

Gly

Arg

Ile

Glu

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

ASn

val

135

Met

Gly

Phe

ser

Leu
215

Lys GIn
Ala Leu
Phe As
40 i
Leu Cys
val Gly
Glu Arg
Ile Ar
10
Ser Ala
120
Leu Thr
Ile Asn
Ile Ser
Ala Cys
1%5
ASp GIn
200

His GlIn

121

Leu
10

Ala
Pro
Leu
Gly
Lys
90

LysS

Ile

LYysS
Phe
170
Thr

Trp

Asn

Gln

Glu

Thr

Lys

Ala

75

Leu

GIn

Ala

Leu

G

o
e
wig

Thr

Asn

Gly

Gln

Glu

Arg

Ala

Asn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

ASn

val
220

Arg

Leu

Asp

45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASn

125

Asp

val

Phe

Gln

Ile

205

Phe

Gly Leu
3 15

Ala GlIn

30

Ser Leu

GIn GIn

Leu Ile

Glu Glu
95

Pro Phe
110
Asn Tyr

ITe Gly
Lys Glin
ser r

175
Tyr Gly
Thr Ser

Gly Leu

val

Gly

His

Ala

Gly

80

Leu

Asp

Lys

AsSn

val

Gly

Thr
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val
225

Gly

Lys

Glu

Glu

305

Lys

Glu

Met

GIn

Thr

385

Glu

ASn

<210> 64

Pro

Gly

Gln

Phe

AsSp

290

Gln

Arg

Ala

Glu

Pro

370

Ile

Asp

TYyr

Leu
Ala
Phe
Phe
275
Lys
val
Ile
ASp
LYys
383
ser
Asn

Arg

Cys

<211> 129
<212> ADN
<213> Escherichia coli

Ile
val
Tr

26

Thr
ASn
Thr
Thr
Phe
340
Gly
Arg
Gly

Leu

Leu
420

Phe

Ser

Arg

Glu

Glu

Ala

Gly

Glu

Phe

405

Ile

ES 2457527713

LYyS
230
Leu
Asn
Met
Gly
Leu
310
Cys
Gln

ASp

GIn

Gly

Cys

Ala

Asp

Thr

ser

Leu

Leu

Leu

Ala

375

GIn

Arg

Trp

ASp

Pro

Ala

Ile

280

Ala

His

Phe

Ala

Met

360

Arg

ser

Phe

LysS

Gly
Lys
AS

26

Glu
Pro
Gly
ser
GIn
345
Gln
LyS

Asp

Thr

Thr
LYyS
2%0
Ala
Glu
Arg
Glu
Gl

33

Asp
Ala
Thr

Pro

Leu
410

LYyS

235

Thr

Asp

Ile

Ala

Glu

315

ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

Phe

Ser

val

ASn

Gln

300

Gly

Leu

val

val

Ala

380

Tyr

Arg

Gly

Pro

Tyr

Ala
285

Tyr

Leu

ser

LyS
Tyr
Ar

27

Leu
val
GIn

Ala

Pro Met

As
36
ser

Phe

Arg

350

ser

AsSn

Phe

Gly

Glu
Leu
Ala
Leu
val
Glu
Ala

Lys

a3

Glu
240

Phe

Leu

Glu

Ala

ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

Lys

<400> 64

agcttcccga taagggagca ggccagtaaa aagcattacc ccgtggtggg gttcccgage 60
ggccaaaggg agcagactct aaatctgccg tcatcgacct cgaaggttcg aatccttecc 120
ccaccacca 129

<210> 65

<211> 129
<212> ARN

122
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<213> Escherichia coli

<400> 65

agcuucccga baagggagca ggccaguaaa aagcauuace <cgugguggg guucccgage
ggccaaaggg agcagacucu aaaucugecg UCAuCgaccu €gaagguucg aauccuucce

ccaccacca

<210> 66
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledtido

<400> 66
atgaagtagc tgtcttctat cgaacaagca tgcg 34

<210> 67
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 67
cgaacaagca tgcgattagt gccgacttaa aaag 34

<210> 68
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 68
cgctactctc ccaaatagaa aaggtctceg ctg 33

<210> 69
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 69
ctggaacagc tatagctact gatttttcct cg 32

<210> 70

<211> 34

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador oligonucledtido

<400> 70
gccgtcacag attagttgge ttcagtggag actg 34

<210> 71
<211> 33

123
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<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucledétido

<400> 71
gattggcttc ataggagact gatatgctct aac 33

<210> 72
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 72
gcctctatag ttgagacagc atagaataat gcg 33

<210> 73
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleottido

<400> 73
gagacagcat agatagagtg cgacatcatc atcgg 35

<210> 74
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 74

gaataagtgc gacatagtca tcggaagaga gtagtag 37
<210> 75

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucleétido

ggtcaaagac agttgtaggt atcgattgac tcggc 35

<210> 76
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledtido

<400> 76
cgctactctc cccaaattta aaaggtctcc gctg 34

<210> 77
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> cebador oligonucleétido

<400> 77
cgctactctc cccaaatata aaaggtctcc getg

<210> 78
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledtido

<400> 78
cgctactctc cccaaatgga aaaggtctec getg

<210> 79
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 79
cgctactctc cccaaagata aaaggtctee getg

<210> 80

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucledtido

<400> 80

34

34

34

cgctactctc cccaaaaaaa aaaggtctcc getg 34

<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledtido

<400> 81
gccgtcacag attttttgge ttcagtggag actg

<210> 82
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 82
gccgtcacag attatttgge ttcagtggag actg

<210> 83
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleétido

<400> 83

34

34
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gccgtcacag attggttgge ttcagtggag actg

<210> 84
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucledtido

<400> 84
gccgtcacag atgatttgge ttcagtggag actg

<210> 85

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador oligonucledtido

<400> 85

gccgtcacag ataaattgge ttcagtggag actg
<210> 86

<211> 424

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa artificial

<400> 86

Met Ala Ser Ser Asn Leu Ile Lys GIn Leu GIn Glu Arg Gly Leu val
1 S 10 15

Ala GIn val Thr Asp Glu Glu Ala Leu Ala Glu Arg Leu Ala GIn Gly
20 25 30

34

34

34
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Pro

Leu

Gly

65

Asp

val

Asp

Trp

His

145

Leu

Leu

val

Ile

val

225

Gly

Tyr

Lys

Glu

Ile
Gly
50

His
Pro
Gln
Phe
Phe
130
Phe
AsSn

Leu

Leu

Gly

Gln

Phe

ASp

Ala
35
His

Lys

ser

'Glu

As
11
Gly

Ser

Arg

Gin:

GIn
195

Leu

Leu

Ala

Phe
275

Lys

Leu
Leu
Pro

Phe

AsSN
val

Glu

Thr
Ile
val
T™r
26
Thr

Asn

Ile

val

val

val

Gly

Met

Asn

Gly

Tyr

Gly

Arg

Thr

Tr

24

Ile

Phe

ser

ES 2457527713

Cys
Pro
Ala
70

Ala
ASp
Glu
ASN
GIn
150
GIn
Gly
Gly
Arg
LYS
230
Leu
AsSn

Met

Gly

Gly

Leu

55

Leu

Ala

Lys

ASn

val

135

Met

Gly

Met

Ser

Leu

215

Ala

ASp

Thr

ser

Lys

Phe

40

Leu

val

Glu

Ile

ser

120

Leu

Ile

Ile

Ala

ASp

Pro

ASp
Cys
Gly
Arg
Ar

10

Ala
Thr
ASn
ser
Cys
185
Gln
GIn
Gly
LysS
AS

26

Glu

Pro

127

Pro Thr
Leu Lys
Gly Ala
¥ 75
LyS Leu
ad
Lys GIn
ITe Ala
Phe Leu
Lys Glu
Phe Thr
170
Ala Asn
Trp Gly
Asn GIn
Thr Lys
2!5
Lys Thr
zgo
Ala Asp

Glu 1le

Arg Ala

Ala

Arg

Thr

AsSn

val

Ala

Ar

14

Ala

Glu

Lys

AsSNn

val

220

Phe

ser

val

AsSn

Gin

Asp
45

Phe

Gly

Thr

Ala

ASn

125

Asp

val

Phe

Gln

Ile

205

Phe

Gly

Pro

TYyr

Ala

285

Tyr

ser Leu His

Gln
Leu
Glu
Pro
110
AsSn
Ile

Lys

ser

Gly
Lys
Tyr
Ar
27
Leu

val

GIn
Ile
Glu
95

Phe
Tyr

Gly

GlIn

Gly
ser
Leu
Thr
25
Phe
Glu

Leu

Ala
Gly
80

Thr
Leu
ASp
LyS
Ar

16

AsSh
val
Gly
Thr
Glu
240
Leu

Glu

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu

305

Lys

Glu

Met

GIn

Thr

385

Glu

ASn

<210> 87
<211> 85

290

Gln
Arg
Ala
Glu
Pro
370
Ile

ASp

Tyr

val
Ile
Asp
%
Ser
Asn
Arg

Cys

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARN artificial

<400> 87

Thr

Phe

340

Gly

Arg

Gly

Leu

Leu
420

Arg
Glu
325
Glu
Ala
Gly
Glu
Phe

405

Ile

ES 2457527713

Léu

310

Cys

GIn

AsSp

GIn

295

val

Leu

Leu

Leu

Ala

GIn

Arg

Trp

His Gly
Phe Ser
Ala GIn
345
Met GIn
360
Arg Lys
ser Asp

Phe Thr

Lys

Glu

Gly

Asp

Ala

Thr

Pro

Leu
410

ser

Gly

Leu

Ile

Glu

395

Leu

300

Gly

Leu

val

val

TYr

Arg

Leu
ser
Pro
AS

36

ser
fhe

Arg

Gln Ala
Ala Leu

335
met val
350
Ser Glu
Asn Ala

Phe Lys

gt

Ala

320

Ser

Glu

Leu

Ile

Glu

400

LyS

ggugggguag cgaaguggcu aaacgcggcg gacucuaaau CCgCUuccCuu uggguucggce

gguucgaauc cgucccccuc cacca

<210> 88
<211> 79

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADNCc para ARNt

<400> 88

ggtggggtag cgaagtggct aaacgcggcg gactctaaat ccgetccctt tgggttcgge

ggttcgaatc cgtccccca

<210> 89
<211> 95

128

60
85

60
79
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Insercion de plasmido artificial

<400> 89

ggattacgca tgctcagtgc aatcttcggt tgcctggact agegetccgg ttrttctgtg

ctgaacctca ggggacgccg acacacgtac acgtc

<210> 90

<211> 42

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 90
gacaagtgcg gtttttttct ccagctcccg atgacttatg gc 42

<210> 91
<211> 80
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> FTam 73 cebador directo

<400> 91

gtacgaattc ccgagatctg gattacgcat gctcagtgca atcttcggtt gcctggacta
gcgctccggt ttttctgtge

<210> 92
<211> 88
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> FTam 115 cebador inverso

<400> 92

agtccgoege gtttagecac ttcgotacce caccgacgtg tacgtgtgtc ggegtcccct

gaggttcagc acagaaaaac cggagcgc

<210> 93
<211> 76
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> FTam 116 cebador directo
<400> 93

129

60
95

60
80
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35

gtggctaaac gcggeggact ctaaatccge teCctttggg ttcggeggtt cgaatccgte

ccccaccaga caagtg

<210> 94
<211> 75
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2457527713

<223> FTam 117 cebador inverso

<400> 94

gatgcaagct tgatggatcc gccataagtc atcgggaget ggagaaaaaa accgcacttg

tctggtgggg gacgg

<210> 95
<211> 11
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia caja B

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 95
ggttcgantc ¢

11

130

60
76

60
75
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2457527713

REIVINDICACIONES

Una célula de vertebrado o una linea celular que comprende una secuencia de nucleétidos descrita en la
SEC ID N° 87 o en la SEC ID N° 88, en la que la célula no es una célula madre embrionaria humana o una
célula humana in vivo y la linea celular no es una linea celular madre embrionaria humana.

La célula de la reivindicacion 1, en la que la secuencia de nucleétidos codifica una molécula de ARNt que
tiene una secuencia de reconocimiento de anticodones especifica para un codoén selectivo.

La célula de la reivindicacion 2, en la que el coddn selectivo se selecciona del grupo formado por: codén
ambar, codén ocre, coddn 6palo, y codones de cuatro o mas bases.

La célula de la reivindicacién 2, en la que la secuencia de nucledtidos codifica una molécula de ARNt capaz
de ser aminoacilada con al menos un aminoacido no natural.

La célula de la reivindicacion 1, en la que la secuencia de nucleétidos codifica una molécula de ARNt que
es un ARNt ortogonal (O — tRNA).

La célula de la reivindicacion 5, en la que el O — tRNA es capaz de aminoacilarse con un aminoacido
natural o un aminoé&cido no natural.

La célula de la reivindicacion 4, en la que el O — tRNA es capaz de aminoacilarse con un aminoacido
natural o un amino&cido no natural.

La célula de la reivindicacion 5, en la que el O — tRNA es capaz de aminoacilarse con un aminoacido no
natural.

La linea celular de la reivindicacion 1, en la que la linea celular ha sido transfectada de manera estable.
La linea celular de la reivindicacion 1, en la que la linea celular ha sido transfectada de manera transitoria.

Un procedimiento para producir una célula de vertebrado, en la que la célula no es una célula madre
embrionaria humana o una célula humana in vivo, en la que al menos una proteina comprende al menos un
aminoacido no natural, comprendiendo el procedimiento:

cultivar en un medio apropiado, dicha célula de vertebrado que comprende un acido nucleico que
comprende al menos un coddn selectivo y codifica a la proteina; en el que el medio comprende un
aminoéacido no natural y la célula de vertebrado comprende: un O — tRNA que tiene una secuencia
de nucledtidos descrita en la SEC ID N° 87 o en la SEC ID N° 88 que funciona en la célula y
reconoce al codon selectivo; y

una aminoacil - ARNt sintetasa ortogonal (O — RS) que aminoacila preferentemente el O — tRNA
con el aminoacido no natural.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la célula ha sido transfectada de forma estable para
comprender el O —tRNAy la O — RS.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la célula ha sido transfectada de forma transitoria para
comprender el O —tRNAy la O — RS.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la célula ha sido transfectada de forma estable para
comprender el O — tRNA y la O — RS y ha sido transfectada de forma transitoria para comprender al O —
tRNAyalaO-RS.

El procedimiento de la reivindicacion 11 o la célula de la reivindicacion 8, en el que se selecciona un
aminoacido no natural del grupo formado por: p — acetil -L - fenilalanina, p — yodo - L - fenilalanina, O - metil
- L-tirosina, p - propargiloxifenilalanina, L — 3 - (2 - naftil) alanina, 3 - metil - fenilalanina, O - 4 -alil — L -
tirosina, 4 - propil — L - tirosina, tri — O - acetil - GICNACcP - serina, L - Dopa, fenilalanina fluorada, isopropil- L
- fenilalanina, p - azido - L - fenilalanina, p —acil - L - fenilalanina, ap — benzoilo - L - fenilalanina, L -
fosfoserina, fosfonoserina, fosfonotirosina, p - bromofenilalanina, p - amino - L - fenilalanina, un analogo no
natural de un aminoacido de tirosina; un analogo no natural de un aminoacido de glutamina; un analogo no
natural de un amino&cido de fenilalanina; un analogo no natural de un aminoéacido de serina; un analogo no
natural de un aminoacido de treonina; un alquilo, arilo, acilo, azida, ciano, halo , hidrazina, hidrazida,
hidroxilo, alquenilo, alquinilo, éter, tiol, sulfonilo, selenio, éster, tio4cido, borato, boronato, fosfo, fosfono,
fosfina, heterociclo, enona, imina, aldehido, hidroxilamina, ceto, o aminoacidos de amino sustituido, o
cualquier combinaciéon de los mismos; un aminoacido con un reticulador fotoactivable; un aminoacido
marcado en spin; un aminoacido fluorescente; un aminoacido de unién a metales; un aminoacido que
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contiene un metal; un aminodacido radiactivo; un aminoacido fotobloqueado y / o fotoisomerizado; una
biotina o biotina - analéga que contiene aminoacidos, un aminoacido que contiene ceto; un aminoacido que
comprende polietilenglicol o poliéter; un aminoacido sustituido de atomo pesado; un aminoacido
guimicamente escindible o fotoescindible; un aminoacido con una cadena lateral alargada; un aminoacido
gue contiene un grupo téxico; un aminoacido de azucar sustituido; un aminoacido que contiene azlcar
enlazada al carbono; un amino &cido activo de redox; un acido que contiene a - hidroxi; un &cido
tioaminado; un a , acido a amino disustituido; un acido - amino, un aminoacido ciclico que no sea prolina
o histidina, y un aminoéacido aromatico distinto a la fenilalanina, tirosina o triptéfano.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la proteina comprende una proteina terapéutica, una
proteina de diagndstico, una enzima industrial o una parte de las mismas.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que la proteina o polipéptido de interés comprende una
proteina o una parte de una proteina seleccionada del grupo formado por: una citocina, un factor de
crecimiento, un receptor del factor de crecimiento, un interferén, una interleucina, una molécula inflamatoria,
un producto oncogénico, una hormona peptidica, una molécula de transduccién de sefiales, un receptor de
la hormona esteroide, una eritropoyetina (EPO), una insulina, una hormona del crecimiento humano, una
alfa - 1 antitripsina, una angiostatina, un factor antihemolitico, un anticuerpo, una apolipoproteina, una
apoproteina, un factor natriurético atrial, un polipéptido natriurético atrial, un péptido atrial, una quimiocina C
—X-C, T39765, NAP - 2, ENA -78, Gro - a, Gro - b, Gro - c, IP- 10, GCP- 2, PNA - 4, SDF - 1, PF4, MIG,
una calcitonina, un ligando de c - kit, una quimiocina CC, una proteina quimiotactica de monocitos - 1, una
proteina quimiotactica de monocitos - 2, una proteina quimioatrayente de monocitos - 3, proteina- 1 alfa
inflamatoria de monocitos, proteina - 1 beta inflamatoria de monocitos, RANTES, 1309, R83915, R91733,
HCC1, T58847, D31065, T64262, CD40, un ligando CD40, un colageno, un factor estimulante de colonias
(CSF), un factor del complemento 5a, un inhibidor del complemento, receptor 1 del complemento, DHFR, un
péptido epitelial activador de los neutrofilos 78, GROa / MGSA, GRORB, GROy, un MIP - 1a, MIP — 186, MCP
- I, un factor de crecimiento epidérmico (EGF), un péptido epitelial activador de neutréfilos, una toxina
exfoliante, un factor IX, un factor VII, un factor VIII, un factor X, un factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), un fibrinégeno, una fibronectina, G-CSF, GM-CSF, una glucocerebrosidasa, una gonadotropina, una
proteina Hedgehog, una hemoglobina, un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), una hirudina, una
albumina de suero humano, ICAM — 1, un receptor ICAM — 1, un LFA — 1, un receptor LFA — 1, una insulina,
un factor de crecimiento de tipo insulina (IGF), IGF — I, un IFN —a, un IFN — 3, un IFN —y, una IL - 1, una IL
-2,unalL-3,unalL-4,unalL-5,unalL-6,unalL-7,unalL-8,unalL-9,unalL-10,unalL-11, una
IL - 12, un factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), una lactoferrina, un factor inhibidor de leucemia,
una luciferasa, una neurturina, un factor inhibidor de neutréfilos (NIF), una oncostatina M, una proteina
osteogénica, una hormona paratiroidea, PD - ECSF, PDGF, una pleyotropina, una proteina A, una proteina
G, exotoxinas pirogénicas A, B, y C, una relaxina, una renina, SCF, un receptor | soluble del complemento,
un soluble | - CAM 1, receptores solubles de interleucina, un receptor soluble de TNF, una somatomedina,
una somatostatina, una somatotropina, una estreptoquinasa, superantigenos, enterotoxinas estafilococicas
SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, un receptor de hormona esteroide, un superéxido dismutasa
(SOD), una toxina del sindrome de shock toxico, una timosina alfa 1, un activador plasmindgeno tisular, un
factor de crecimiento tumoral (TGF), un TGF — a, un TGF — B, un factor de necrosis tumoral, un factor de
necrosis tumoral — alfa, un factor de necrosis tumoral beta, un receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFR), una proteina VLA — 4, una proteina VCAM — 1, un factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGEF), uroquinasa, Mos , Ras, Raf, Met, p53, Tat, Fos, Myc, Jun, Myb, Rel, un receptor de estr6geno, un
receptor de progesterona, un receptor de testosterona, un receptor de aldosterona, un receptor LDL, un
SCF / ¢ - Kit, CD40L / CD40, VLA -4 | VCAM - 1, ICAM — 1 / LFA - 1, una hialurina / CD44, y una
corticosterona.

Un kit para producir una proteina que comprende, al menos, un aminoacido no natural, comprendiendo el
kit: un recipiente que contiene una secuencia de polinucleétidos descrita en la SEC ID N° 87 o en la SEC ID
Ne° 88.

El kit de la reivindicacion 18, en el que el kit comprende ademas, al menos, un aminoécido no natural.

El kit de la reivindicacion 18, en el que el kit comprende ademas materiales informativos para la produccion
de proteinas.
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