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DESCRIPCION
Métodos y composiciones
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la modificacion y al constrefimiento de polipéptidos, en particular a polipéptidos codificados
genéticamente en complejos con el acido nucleico que los codifica.

Antecedentes de la invencion

La generacion de las moléculas con afinidad y especificidad elevadas por las dianas biolégicas es un problema
central en la quimica, en la biologia y en las ciencias farmacéuticas. En particular, los ligandos de fijacion son
importantes para la creacion de farmacos que son capaces de interferir con los procesos biolégicos. La creacion de
ligandos que se fijan a un ligando diana elegido suele implicar un proceso de generacién de una coleccion de
posibles moléculas de fijacion y el andlisis de las propiedades de fijacion de dichas moléculas.

Mientras que las técnicas biolégicas de seleccion in vitro se utilizaron con eficacia para aislar grandes estructuras
biopoliméricas, tales como anticuerpos, hasta la fecha eran menos practicables para el aislamiento de farmacos que
fueran moléculas pequefias. Las técnicas bioldgicas de seleccion in vitro se limitan por lo general a polimeros
biolégicos tales como polipéptidos, ARN o ADN. Los biopolimeros pequefios como, por ejemplo, los péptidos,
también se pueden fijar a dianas bioldgicas, pero pueden carecer de flexibilidad conformacional y pueden ser
propensos a la degradacion proteolitica en los liquidos corporales. Ademas esta la debilidad de la afinidad de union
de los péptidos lineales pequefios. Se conocen diferentes estrategias de circularizacion para constrefir las
colecciones de péptidos pequefios codificados genéticamente. Se sabe que los repertorios de péptidos expuestos en
fagos, por ejemplo, se circularizan mediante la oxidacion de dos restos de cisteina flanqueantes. Se sabe que las
colecciones de péptidos ciclicos codificados por ARNm se generan al formar un enlace entre la amina aminoterminal
y un resto de lisina del péptido con un reactivo quimico para reticulacion. Esta estrategia se utilizé para aislar
macrociclos insensibles a la 6xido-reduccion que se fijan a la proteina de sefializacion Gai1 (Millward, S. W. et al.,
ACS Chem. Biol., 2007). También se conocen diferentes estrategias para ser usadas en la incorporacién de bloques
de construcciéon no naturales en colecciones de polipéptidos codificados genéticamente para expandir la diversidad
de las colecciones o para insertar propiedades que no pueden proporcionar los aminoacidos naturales. Sin embargo,
las estrategias permitieron sélo la adicion de un ndmero limitado de afiadidos organicos pequefios a los polipéptidos
lineales codificados genéticamente. Frankel, A. et al., por ejemplo, habian incorporado aminoacidos no naturales a
polipéptidos naturales que estaban codificados mediante exposicion de ARNm (Frankel, A et al., Chem. Biol., 2003).
Jespers L. et al. habian conectado quimicamente una molécula indicadora fluorescente a un lazo hipervariable de un
repertorio de anticuerpos expuestos en fagos, y seleccionaron del repertorio los que se fijaban a antigenos (Jespers,
L., et al., Prot. Eng., 2004). Dwyer, M. A. et al. habian juntado péptidos sintéticos a un repertorio de péptidos
expuestos en fagos mediante la ligacién quimica nativa para la generacion de una coleccion de inhibidores de
proteasas que contenian un aminoacido no natural (Dwyer, M. A. et al., Chemistry & Biology, 2000). También se han
conectado moléculas organicas pequefias a repertorios combinatorios de péptidos codificados por ARNm. El equipo
de investigacion de Roberts, R. W. habia pegado un resto de penicilina a una posicion fija de una coleccion de
péptidos por exposicion de ARNm para seleccionar los inhibidores de la proteina 2a de fijacion a la penicilina en
Staphylococcus aureus (Li, S. y Roberts, W. R., Chem & Biol., 2003).

Se han propuesto varias metodologias para aplicar la seleccion in vitro a colecciones combinatorias de compuestos
que tienen arquitecturas moleculares mas diversas (p. €j., moléculas ramificadas) y que estan formadas por bloques
de construccion no naturales. A diferencia de los procedimientos bioldgicos de seleccion in vitro, estas metodologias
utilizan estrategias quimicas para pegar etiquetas de ADN a las moléculas organicas pequefias. Brenner S. y Lerner
R. A. habian propuesto un proceso de sintesis combinatoria paralela para codificar cada miembro de una gran
quimioteca con secuencias nucleotidicas unicas en perlas (Brenner, S. y Lerner, R. A., PNAS, 1992). Después de
que la entidad quimica se fija a la diana, el cddigo genético se descodifica por secuenciacion de la etiqueta
nucleotidica. Liu D. R. y colaboradores habian conjugado una pequefia coleccion de moléculas organicas a
oligonucledtidos de ADN vy realizaron selecciones por afinidad con antigenos diferentes (Doyon, J. B. et al., JACS,
2003). Neri D. y colaboradores habian generado grandes repertorios de parejas moleculares mediante el
autoensamblaje de subquimiotecas mas pequefas codificadas por ADN mediante la hibridacion de dos hebras de
ADN (Melkko, S. et al., Nature Biotechnol., 2004). La metodologia se utilizé con éxito para la maduracion de la
afinidad de los ligandos que son moléculas pequefias. Halpin D. R. y Harris P. B. desarrollaron una estrategia para la
evolucion in vitro de quimiotecas combinatorias que implica la amplificacién de determinados compuestos para
realizar varios ciclos de seleccion (Halpin, D. R. y Harbury, P. B., PLOS Biology, 2004). Woiwode T. F. et al. pegaron
colecciones de compuestos sintéticos a las proteinas de la cubierta de las particulas de bacteriéfago de tal forma
que la identidad de la estructura quimica esta especificada en el genoma del fago (Woiwode, T. F., Chem. & Biol.,
2003). Todas estas estrategias que emplean entidades quimicas especificadas por ADN han resultado ser eficientes
en experimentos modelo y algunos incluso han producido nuevas moléculas pequefas aglutinantes. Sin embargo,
quedoé muy claro que la codificacion de colecciones grandes de compuestos y la amplificacion de los compuestos
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seleccionados es mucho mas exigente que los procedimientos equivalentes en los sistemas bioldgicos de seleccion.

Jespers et al. (2004, «Protein engineering design and selection», volumen 17, n.° 10, paginas 709-713) describen la
seleccién de biosensores dpticos a partir de colecciones de anticuerpos quimiosintéticos. Este documento trata de la
unién de una molécula indicadora fluorescente a través del lazo hipervariable de un repertorio de anticuerpos
expuestos en fagos. En particular, este documento describe la conexién de una molécula indicadora fluorescente a
un lazo hipervariable (region determinante de la complementariedad o CDR) de un repertorio de anticuerpos
sintéticos. La molécula indicadora fluorescente esta conectada mediante un enlace covalente Gnico a un resto de
cisteina introducido artificialmente en el lazo hipervariable. Se realiza la unién del uno al otro. Los restos cisteina en
las particulas de fagos se redujeron con DTT y se retird el exceso del agente reductor mediante precipitacion
convencional con polietilenglicol (PEG) como se conoce bien en la técnica.

Dwyer et al. describen la exposiciéon en fagos biosintéticos, que describe una nueva herramienta de ingenieria de
proteinas que combina la diversidad quimica y genética. Dwyer et al. (Chem. Biol. 2000, volumen 7, n.° 4, paginas
263-274) describen la ligacion quimica de un péptido sintético que tiene un aminoacido no natural a una coleccién de
péptidos sintéticos que comprende los principales restos estructurales de una proteina de interés. La motivacion
para realizar esto fue para generar un amplio abanico de secuencias de proteasas, y que cada una contenga un
segmento constante que incorpora un aminoacido no natural. El péptido sintético que comprende el aminoacido no
natural se peg6 simplemente mediante ligacion quimica nativa, lo que dio lugar al acoplamiento de los dos
fragmentos peptidicos. No se describe ningin compuesto conector. No se describe la adhesion de ninguna molécula
pequefia. No se consiguié ninguna constriccion ni restriccion conformacional del péptido resultante. No se describe
ninguna formacion de enlaces covalentes entre determinados restos y la cadena polipeptidica.

Diferentes equipos de investigacion han sujetado previamente polipéptidos con restos de cisteina a una estructura
molecular sintética (Kemp, D. S y McNamara, P. E., J. Org. Chem. 1985; Timmerman, P. et al., ChemBioChem,
2005). Meloen y colaboradores habian utilizado tris(bromometil)benceno y moléculas relacionadas para la ciclacion
cuantitativa y rapida de varios lazos peptidicos sobre armazones sintéticos para imitar la estructura de las superficies
proteicas (Timmerman, P. et al., ChemBioChem, 2005). Los procedimientos para generar compuestos
farmacolodgicos candidatos en donde dichos compuestos se generan mediante la conexidon de polipéptidos que
contienen cisteina a un armazén molecular como, por ejemplo, tris(bromometil)benceno, se describen en las
patentes internacionales WO 2004/077062 y WO 2006/078161.

Los procedimientos dados a conocer en las patentes internacionales WO 2004/077062 y WO 2006/078161 se basan
en tomar muestras de compuestos individuales, por ejemplo, en un procedimiento de escrutinio. El escrutinio de
cada compuesto o de conjuntos pequefios de compuestos es tedioso y puede ser caro si se analizan grandes
cantidades de compuestos. El nimero de compuestos que se puede ensayar con los ensayos de escrutinio no
suelen exceder unos pocos miles. Ademas, las condiciones de reaccién descritas en la patente internacional WO
2004/077062 para sujetar un péptido que contiene cisteina a un armazéon que contiene halometilo como, por
ejemplo, tris(boromometil)benceno, no son adecuadas para modificar un péptido que contiene cisteina codificado
genéticamente.

La patente internacional WO 2004/077062 describe un procedimiento para seleccionar un compuesto farmacoldgico
candidato. En particular, este documento describe diferentes armazones moleculares que comprenden un primer y
segundo grupo reactivo, y que pone en contacto dicho armazon con otra molécula para formar al menos dos enlaces
entre el armazon y la otra molécula en una reaccion de acoplamiento. Este procedimiento adolece de muchas
restricciones. Primero, se basa en el uso de péptidos sintéticos y en reacciones quimicas in vitro en recipientes
independientes. Por este motivo resulta muy trabajoso. No existe la posibilidad de automatizar ni de aplicar el
procedimiento al escrutinio de muchas variantes peptidicas sin producir manualmente cada variante mediante la
realizacion de numerosas reacciones independientes en paralelo. No se menciona la diversidad codificada
genéticamente en este documento, y ciertamente no se menciona la aplicacion a genotecas en fagos codificadas
genéticamente. Realmente, las condiciones de reaccion descritas en este documento dan a entender que seria dificil
o imposible realizar las reacciones descritas sobre particulas de fagos.

La patente internacional WO 2006/078161 describe compuestos de fijacion, compuestos inmundgenos vy
peptidomiméticos. Este documento describe la sintesis artificial de diferentes colecciones de péptidos tomados de
las proteinas existentes. Luego, estos péptidos se combinan con un péptido sintético constante al que se han
introducido algunos cambios de aminoacidos para producir colecciones combinatorias. La introduccion de esta
diversidad a través de enlace quimico con cada péptido que presenta diferentes cambios de aminoacido proporciona
un incremento de la probabilidad de encontrar la actividad de fijacién deseada. La figura 7 de este documento
muestra una representacion esquematica de la sintesis de distintas construcciones peptidicas con lazo. No hay
ninguna descripcion de colecciones de péptidos codificados genéticamente en este documento. No hay ninguna
descripcion del uso de las técnicas de exposicion en fagos en este documento. Este documento describe un proceso
que se considera que es incompatible con la exposicion en fagos. Por ejemplo, la quimica establecida en este
documento probablemente dé lugar a la molécula de conexion que reacciona con la cubierta de los fagos. Existe el
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riesgo de que pudieran entrecruzar particulas de fagos. Es probable que se inactiven las particulas de los fagos (p.
€j., perderian su infectividad) si se sometieran a la quimica descrita. Este documento se centra en la manipulacion
de varios péptidos sintéticos en reacciones independientes de conjugacion quimica.

Millward et al (2007 Chemical Biology, volumen 2, n.° 9, paginas 625-634) describen el disefio de péptidos ciclicos
que fijan a las superficies proteicas con una afinidad similar a la de los anticuerpos. Este documento describe la
ciclacion de diferentes péptidos producidos por una coleccion codificada genéticamente. Los polipéptidos se ciclan a
través de la reaccion de un entrecruzador quimico con la amina del extremo amino y una amina de una lisina del
polipéptido. En este documento, la coleccion codificada genéticamente es una genoteca de exposicion con ARNm.
Este documento no describe la adhesion de ningin compuesto conector a los polipéptidos resultantes. Este
documento trata de la produccion de péptidos ciclados insensibles a la 6xido-reduccién. La quimica descrita en este
documento es la ciclacién a través de la reaccion de un entrecruzador quimico con la amina del extremo amino y
una amina de una lisina del polipéptido. La reaccién de ciclacién se realiza en tampén fosfato a 50 mM a pH 8 por la
adicion de DSG (1 mg/ml en DMF). A lo sumo, este documento describe la unién de dos partes de una cadena
polipeptidica mediante un resto de entrecruzamiento para proporcionar un péptido ciclico.

La patente de los EE.UU. n.° US 2003/0235852 describe genotecas de exposicion de péptidos y acidos nucleicos
que contienen péptidos con restos de aminoacidos no naturales, y procedimientos para fabricar éstos mediante
agentes modificadores de péptidos. En otras palabras, este documento describe colecciones de polipéptidos
codificados genéticamente que contienen o bien un aminoacido no natural o bien un aminoacido en donde un bloque
de construccion no natural (p. €j., penicilina) se pega postraduccionalmente mediante una reaccidon quimica. Este
documento se centra en los procedimientos conocidos para asociar un péptido traducido con el acido nucleico que lo
codifica. El otro problema tratado por este documento es cémo incorporar los aminoacidos no naturales a ese
péptido. Esto se consigue principalmente mediante el uso de ARNt supresores para incorporar aminoacidos no
naturales en respuesta a codones ambar/ocre/épalo como se conoce bien en la técnica. En otras realizaciones
menores, los aminoacidos no naturales se crean postraduccionalmente mediante el tratamiento del péptido traducido
con un «agente modificador de péptidos». Este reactivo tipicamente tiene por objeto alterar un resto de aminoacido
existente para convertirlo en un resto de aminoacido no natural, o si no, convertirlo en funcionalmente reactivo o
receptivo a la unién de otro resto quimico. Especificamente, este documento da a conocer la conjugacion
postraduccional de un resto de cisteina en el polipéptido de interés al acido 6-bromoacetilpenicilamico, un antibiético
B-lactamico. Esto da lugar a la conjugacion de este analogo de penicilina con el polipéptido de interés a través de un
Unico enlace con la cadena lateral del resto de cisteina. No se describe que la molécula que se va a ligar al
polipéptido forme varios enlaces covalentes. No se describe ningun constrefiimiento conformacional del polipéptido.
Mediante los procedimientos descritos en este documento no se forma ningun lazo peptidico ni ninguna otra
estructura ternaria compleja: es simplemente un modo de unir un Unico grupo molecular adicional a un polipéptido a
través de un unico enlace. La quimica de conjugacion convencional se utiliza en este documento para introducir las
modificaciones en los polipéptidos.

Compendio de la invencion

La presente invencion permite ventajosamente la combinacion de la diversidad genéticamente codificada, en
particular de colecciones de polipéptidos codificados genéticamente, con una modificaciéon quimica y un
constrefimiento conformacional.

Ademas, las técnicas descritas en la presente memoria dan a conocer por primera vez la conexién de un compuesto
conector a una molécula polipeptidica mediante al menos tres enlaces covalentes. Esto proporciona la ventaja del
constreiimiento conformacional del polipéptido, en particular el constrefimiento conformacional de al menos dos
segmentos del polipéptido, uno respecto a otro. Por el contrario, las técnicas de entrecruzamiento de la técnica
anterior, o el uso de un conector que forma solo dos enlaces covalentes, constrefiira solo un Unico segmento del
polipéptido.

Las ventajas de la invencion se deducen de estas caracteristicas técnicas, por ejemplo, debido a su construccion
con tres enlaces, las moléculas conjugadas de la invencion tienen dos o mas lazos peptidicos que son capaces de
interaccionar con una diana. Con varios lazos de fijacion se puede conseguir mayor afinidad de fijacion que con las
moléculas que soélo tienen un Unico lazo peptidico.

Ademas, la superficie de interaccion de una molécula de la invencién con dos o mas lazos de fijacion para la
interaccion con una diana es mayor que la de una molécula con un Unico lazo peptidico con una diana. La mayor
superficie de union puede proporcionar una mejoria de la afinidad de fijacion, y/o también puede proporcionar una
mejoria de la especificidad.

Asi pues, en un aspecto, la invenciéon da a conocer una coleccion de polipéptidos codificada genéticamente que
comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido, en donde;

(i) el polipéptido codificado por el acido nucleico esta unido al acido nucleico;
4
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(i) un compuesto conector unido a dicho polipéptido;
(iii) el compuesto conector esta unido al polipéptido mediante al menos tres enlaces covalentes independientes; y

(iv) la coleccion es una genoteca de exposicion de ARNm, de exposicion de ADN, de exposicion en levadura, de
exposicion en ribosomas o de exposicién en bacterias.

Los enlaces covalentes son enlaces covalentes independientes y adecuados en el sentido de que cada uno es un
enlace distinto entre el compuesto conector y una parte del polipéptido. Por ejemplo, un Unico puente entre el
polipéptido y el compuesto conector cuyo unico puente esta hecho de tres enlaces covalentes (p. €j., conector - x - y
- polipéptido, en donde «-» representa un enlace covalente) no se consideraria que comprende al menos tres
enlaces covalentes independientes porque los tres enlaces no son tres puentes ni conexiones distintos desde el
compuesto conector al polipéptido diana. El principio subyacente es que el compuesto conector/nucleo molecular y
el polipéptido queden unidos mediante al menos tres enlaces covalentes de puente independientes.

Cada uno de los al menos tres enlaces covalentes se forma con un resto de aminoacido independiente del
polipéptido. En otras palabras, un resto de aminoacido independiente es un resto de aminoacido individual o
diferente: se puede formar mas de un enlace con una Unica especie o tipo de resto de aminoacido, p. €j., cada uno
de los dos enlaces puede estar formado por restos cisteina, pero los dos restos de cisteina seran restos cisteina
independientes.

La parte compuesto conector-polipéptido de los complejos descritos mas arriba se denomina a veces un
«conjugado». En algunas realizaciones, el conjugado (a saber, un resto de polipéptido-compuesto conector que
corresponde al comprendido por los complejos de la invencién) se puede sintetizar por separado. En esta
realizacion, el conjugado puede no estar formando un complejo con un acido nucleico. Esto se explica mas
detalladamente a continuacion.

Convenientemente, «codificar» tiene su significado natural en la técnica, a saber, codificar en el sentido del cédigo
universal de tripletes para convertir una secuencia de nucleétidos en una secuencia polipeptidica. En la técnica
anterior, «codificar» podria haberse utilizado en el sentido de «etiquetar» o «desconvolucionar», p. €j., cuando se
utiliza una unica secuencia de nucledtidos para etiquetar un resto y que ese conocimiento de la secuencia de
nucledtidos es capaz de «descodificar», a saber, decir al usuario qué resto etiquetado estaba presente, incluso sin
que tenga ninguna relacion biolégica con su estructura. Sin embargo, en la presente invencion, «codificar» y
«descodificar» se utilizan de la manera natural tradicional para referirse a codificar en el sentido de la traduccion
desde la secuencia de nucleétidos a la secuencia de aminoacidos.

Convenientemente, el compuesto conector comprende una molécula organica. Convenientemente, el compuesto
conector comprende una molécula organica pequefia.

Convenientemente, dicho polipéptido comprende un resto de cisteina, y convenientemente al menos uno de dichos
tres enlaces covalentes independientes para la unién de dicho compuesto conector al polipéptido comprende un
enlace con dicho resto de cisteina.

Convenientemente, el compuesto conector tiene una simetria molecular que corresponde al nimero de enlaces
covalentes mediante los cuales esta unido al polipéptido.

Convenientemente, el compuesto conector posee una simetria molecular ternaria y el compuesto conector esta
unido al polipéptido mediante tres enlaces covalentes.

Convenientemente, el compuesto conector comprende un grupo quimico estructuralmente rigido.
Convenientemente el compuesto conector comprende tris-(bromometil)benceno (TBMB).

En otro aspecto, la invencién se refiere a un complejo segin se describe mas arriba. Convenientemente, dicho
polipéptido es un polipéptido expuesto a partir de ARNm.

El acido nucleico tiene su significado usual en la técnica y puede comprender ADN, ARN o cualquier otro acido
nucleico adecuado. El acido nucleico puede comprender uno o varios oligonucleétidos o cualquier otro ejemplo
adecuado de acidos nucleicos conocidos por el experto en la técnica.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para construir un complejo, en donde dicho
procedimiento comprende

(i) proporcionar un polipéptido codificado por un acido nucleico, en donde el polipéptido esta conectado al acido
nucleico mediante una exposicion de ARNm, exposiciénde ADN, exposicidon en levadura, exposicion en
ribosomas o exposicion en bacterias;
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(ii) proporcionar un compuesto conector; y

(iii) unir dicho compuesto conector a dicho polipéptido mediante la formacién de al menos tres enlaces covalentes
entre dicho compuesto conector y el polipéptido.

Convenientemente, se reducen los grupos reactivos de dicho polipéptido y, convenientemente, el polipéptido que
comprende los grupos reactivos reducidos se purifica por filtracion antes de la etapa (iii). Convenientemente, cuando
los grupos reactivos comprenden cisteina, estan reducidos; en esta realizacion, la purificacion es purificacion para
eliminar el agente reductor, por ejemplo por filtracion.

Convenientemente, después de la etapa de purificacion por filtracion, el polipéptido se mantiene en el estado
reducido para formar un enlace con el compuesto conector mediante la incubacién en un tampon desgasificado y en
presencia de un quelante.

Convenientemente, la etapa (iii) comprende la incubacion del polipéptido y del compuesto conector juntos a 30 °C a
pH 8 en tampoén acuoso que comprende acetonitrilo.

Convenientemente, el compuesto conector comprende tris-(bromometil)benceno (TBMB).
Convenientemente, el tris-(bromometil)benceno esta presente a 10 pM.

Convenientemente, el tris-(bromometil)lbenceno estda presente a 10 pM, el quelante es acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), el acetonitrilo esta presente al 20% y la etapa de incubacion (iii) se realiza durante
1 hora.

Convenientemente, dicho procedimiento comprende otra etapa (iv) de escision de uno o mas enlaces de la cadena
polipeptidica. Esto tiene la ventaja de modificar la cadena polipeptidica. Por ejemplo, esto puede tener el beneficio
de producir varios polipéptidos unidos a un solo compuesto conector, p. €j., cuando la escision tiene lugar en la
cadena polipeptidica entre enlaces entre el polipéptido y el compuesto conector. Convenientemente, dicha etapa de
escision comprende poner en contacto dicho polipéptido con una proteasa.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un complejo obtenido mediante un procedimiento como el descrito mas
arriba.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para identificar un complejo de acuerdo con cualquier
aspecto precedente de la invencion que es capaz de unirse a un ligando, en donde el procedimiento comprende

(i) proporcionar un complejo como el descrito mas arriba
(i) poner en contacto dicho complejo con el ligando, y
(iii) seleccionar los complejos que se fijan a dicho ligando.

Tal procedimiento de seleccion se puede realizar en cualquier formato adecuado. Convenientemente, el ligando esta
inmovilizado. A continuacion, el complejo se pone en contacto con el ligando inmovilizado. Luego se lavan el o los
complejos que no se unieron. De este modo, se enriquecen o se seleccionan los complejos que se fijan al ligando
inmovilizado. En una realizacion es posible que los complejos se puedan recuperar mediante la liberacion del
ligando, a saber, la liberacion o la elucidon del resto de ligando-complejo. Sin embargo, convenientemente, los
complejos se recuperan mediante elucion (separacion) del ligando inmovilizado. En esta realizacion, los complejos
eluidos ya no estan unidos al ligando en la etapa de elucion.

Los complejos, o el o los polipéptidos de dichos complejos, o los conjugados polipéptido-compuesto conector de
dichos complejos, pueden ser Utiles en otros contextos. Por ejemplo, pueden ser Utiles como una base para el
disefio de farmacos tales como farmacos pequefios, o pueden ser utiles como CDR o como restos de fijacion (p. €.,
para etiquetar o detectar su o sus homodlogos de unién) u ofras aplicaciones donde se puede explotar el
conocimiento intimo de la interaccion.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento como el descrito mas arriba que ademas comprende
determinar la secuencia del acido nucleico de dicho complejo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento como el descrito mas arriba que ademas comprende la
etapa de fabricar una cantidad del complejo aislado con capacidad para fijarse a dicho ligando.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento como el descrito mas arriba que ademas comprende la
etapa de fabricar una cantidad del resto polipéptido-compuesto conector comprendido por el complejo aislado que es
capaz de fijarse a dicho ligando. En esta realizacion, el resto polipéptido-compuesto conector puede sintetizarse
ventajosamente en ausencia de acido nucleico.
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En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento como el descrito mas arriba que ademas comprende la
etapa de fabricar una cantidad de un polipéptido aislado o identificado mediante un procedimiento de la invencién,
en donde dicha fabricacion comprende la uniéon del compuesto conector al polipéptido, en donde dicho polipéptido se
expresa de forma recombinante, o se sintetiza quimicamente. En otra realizacion, la invencién se refiere a un
procedimiento como el descrito mas arriba que ademas comprende la etapa de fabricar una cantidad de un
polipéptido aislado o identificado mediante un procedimiento de la invencién, en donde dicha fabricacién comprende
la unién de un compuesto conector al polipéptido, en donde el compuesto conector puede ser diferente del
compuesto conector unido durante el aislamiento o la identificacion del polipéptido, siempre y cuando dicho
compuesto conector se una a dicho polipéptido mediante al menos tres enlaces covalentes, y en donde dicho
polipéptido se expresa de forma recombinante o se sintetiza quimicamente.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion trae nuevas caracteristicas y le acompafian ventajas que se pueden explicar con mas detalle en
conexion con la generacion de moléculas genéticamente codificadas con una estructura central. En particular, la
invencion da a conocer una restriccion conformacional que no se logra mediante las técnicas conocidas de ciclacion
de péptidos. Ademas, el interconector en los sistemas conocidos, tales como los de Roberts (ibid), no tiene el
caracter de un nucleo central/compuesto conector de la presente invencién. En los sistemas conocidos, se utilizo el
interconector simplemente para reemplazar un enlace disulfuro para generar un péptido ciclico insensible a la 6xido-
reduccion. No se menciona ni sugiere el concepto de un nucleo central con varias adiciones tales como un complejo
polipéptido-compuesto conector unido por tres enlaces covalentes, tal y como se da a conocer en la presente
memoria. De hecho, debe advertirse de que en la presente invencioén el polipéptido esta conectado a la estructura
central mediante al menos tres enlaces covalentes, lo que proporciona una diferencia estructural clave en
comparacion con los sistemas conocidos. La conexion de una estructura central (compuesto conector) a un
polipéptido codificado genéticamente a través de tres o mas enlaces es una reaccion compleja que no se ha
mostrado antes.

Ademas, la conexion de un polipéptido a un compuesto conector a través de al menos tres enlaces covalentes
podria producir varios productos diferentes. Esto podria ocasionar dificultades en el proceso de seleccion y en el
procedimiento descodificador. Sin embargo, de acuerdo con la presente invencion, se da a conocer una soluciéon que
utiliza un compuesto conector con tres grupos reactivos y, preferiblemente una simetria rotacional ternaria, cuya
combinacién tiene la ventaja de producir un solo producto. Por supuesto, el lector experto apreciara que en
determinadas circunstancias oscuras, un compuesto conector con una simetria rotacional ternaria puede producir
varios productos, muy especialmente en el ejemplo de una molécula tetrahédrica con tres grupos reactivos idénticos;
esto también tiene una simetria rotacional ternaria, pero produciria dos estereoisémeros. No obstante, para facilitar
la comprensién, se reconoce que son posibles tales excepciones tedricas para la formaciéon de un unico producto,
produciendo los compuestos conectores adecuados con una simetria rotacional ternaria un Unico producto de
acuerdo con la presente invencion; en las raras circunstancias observadas mas arriba, entonces se elige
convenientemente el polipéptido adecuado para evitar la formacion de moléculas tetrahédricas y, por consiguiente,
mantener la formacién de tan sélo un Unico producto.

El compuesto conector utilizado en los procedimientos y composiciones descritos en la presente memoria es
diferente de los interconectores bivalentes conocidos (p. ej., como se utilizd por Millward et al., ibid) en el
requerimiento clave de que un compuesto conector de la invencion tiene al menos tres grupos reactivos que son
capaces de formar al menos tres enlaces covalentes con el polipéptido diana. Esta peculiaridad produce numerosos
beneficios técnicos para la invencion. Primero, mediante la formacion de enlaces entre el compuesto conector y el
polipéptido a través de al menos tres enlaces covalentes se crean al menos dos lazos polipeptidicos. Estos lazos se
forman entre el primer y el segundo enlace, y entre el segundo y el tercer enlace del compuesto conector con el
polipéptido. El conector conocido descrito por Millward et al. s6lo puede conectar dos grupos funcionales de un
péptido, y no puede formar dos o mas lazos peptidicos constrefidos.

Ventajas del enlace entre compuesto conector y polipéptido

Hay una serie de propiedades hace diferentes las moléculas de la invenciéon que tienen 3 o mas enlaces a un
compuesto conector, de otras moléculas tales como las que so6lo contienen 2 enlaces. Algunas de ellas se explican a
continuacion.

Primero, se apreciara que las moléculas con dos enlaces a un compuesto conector estan constrefiidas al conectar
entre si los extremos flexibles de un péptido lineal. También es el caso de las moléculas de acuerdo con la presente
invencion con tres o mas enlaces covalentes a un compuesto conector. Sin embargo, la conformaciéon de las
moléculas de acuerdo con la presente invencién con 3 o mas enlaces covalentes a un compuesto conector esta
constrefida por dos efectos adicionales que no se aplican a una molécula con solo dos enlaces:

(i) El polipéptido enlazado al compuesto conector a través de al menos tres enlaces covalentes comprendera al
menos dos lazos polipeptidicos constrefidos.
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(i) Los lazos polipeptidicos son capaces de interaccionar entre si a través de interacciones no covalentes para
generar una constriccion adicional, y

(iii) Cada uno de los lazos ocupa un espacio que no puede ser ocupado por el otro o los otros lazos, lo que
adicionalmente restringe su flexibilidad conformacional.

Para ilustrar estos puntos se pueden imaginar las posibles sendas que puede tomar un polipéptido anclado en los
puntos Ay C a un compuesto conector. La introduccion de un punto de anclaje B, entre los puntos Ay C, y al mismo
compuesto conector, limitara adicionalmente las posibles sendas tomadas por el polipéptido y, por este motivo, su
entropia conformacional. Como la fijacion del péptido a un ligando requiere la pérdida de entropia conformacional (y
siempre y cuando el péptido pueda adoptar una conformacion que es complementaria a un ligando), se espera que
la afinidad de union entre el péptido ABC constrefiido en el punto B intermedio y el ligando sea mayor que la del
péptido AC. Por lo tanto, con la utilizacién de las moléculas constrefiidas de la presente invencidon se consiguen
mayores afinidades de fijacion de lo que era posible en la técnica anterior.

Ademas de estos puntos clave, a continuacion se presentan mas ventajas de formar tres o mas enlaces covalentes
entre el polipéptido y el compuesto conector.

Las moléculas de la invencion pueden fijarse a una diana a través de la interaccién de dos o mas lazos peptidicos
constrefiidos conformacionalmente. Cuantos mas lazos de unién, mas elevadas se pueden obtener las afinidades y
especificidades. Se produce un efecto paralelo con los anticuerpos: se unen mejor cuando varias CDR interaccionan
con la diana. Las moléculas de acuerdo con la presente invencion proporcionan por lo tanto ventajosamente este
beneficio técnico de varios lazos para la interaccion, beneficio que esta ausente en las moléculas con menos de tres
enlaces.

Ademas de la provision actual de un segundo (o posterior) lazo peptidico, es importante observar que tal lazo
también ofrece la ventaja de constrefir conformacionalmente el otro o los otros lazos. Esto puede ocurrir a través de
la ocupacion de algunos de los pocos espacios tridimensionales que pueden entonces no estar ocupados por el otro
o los otros lazos. Otra alternativa seria que esto pueda ocurrir a través de interacciones no covalentes entre varios
lazos.

De estas ventajas también se puede observar que los ligandos mas estructurados se fijan generalmente con mayor
afinidad (se pierde menos entropia durante la unioén) y especificidad.

Como se explicé en la presente memoria, la invencién también da a conocer la produccién de estructuras peptidicas
con lazos en las cuales cada uno de los dos (0o mas) lazos tiene una propiedad diferente. Tales estructuras se
denominan de «especificidad dual» para reflejar el hecho de que una Unica entidad molecular tiene especificidades
duales atribuibles a dos partes diferentes (lazos) de la misma estructura global. La ventaja de tales realizaciones es
que cada lazo se puede seleccionar o construir para que se fije a una diana diferente (tal como un «antigeno»). Esto
representa otra particularidad distintiva de un sistema de tres enlaces de acuerdo con la presente invencion.

Ademas de estos efectos, las moléculas de la invencion también proporcionan la posibilidad de formar un sandwich
con un unico antigeno (u otra entidad) entre dos segmentos de la cadena polipeptidica. Esta posibilidad esta por
supuesto ausente de las construcciones polipeptidicas con menos de dos lazos. Por supuesto, la disposicion
particular adoptada puede depender de la geometria de la construccion concreta a utilizar, pero la invencion lo hace
posible, a diferencia de lo que ocurre con los procedimientos de la técnica anterior.

Por supuesto, en la explicacion anterior se han mencionado los lazos generados de acuerdo con la presente
invencion. En algunas realizaciones, los lazos se escinden entonces. Es importante observar que incluso si en tales
realizaciones se forman los lazos, es simplemente que la molécula con lazo se trata como un intermediario que
luego se procesa adicionalmente mediante la escision de los lazos para producir una estructura peptidica lineal con
varias fijaciones. En estas realizaciones, debido a que el péptido se conecta inicialmente al compuesto conector a
través de tres o mas enlaces covalentes, las moléculas quedaran decoradas con tres o mas restos peptidicos
después de la escision del polipéptido. Tales moléculas pueden formar mas interacciones con dianas, y se esperan
afinidades/especificidades de unién mas elevadas, lo que es un ventaja mas del sistema de tres enlaces de la
invencion.

Es una ventaja que las moléculas de la invencién que tienen dos o mas lazos polipeptidicos puedan formar mas
interacciones con un ligando diana y, por consiguiente, pueden tener mayor afinidad y/o especificidad que las
moléculas polipeptidicas con solo un lazo. Por ejemplo, puede ser deseable refinar el segundo lazo para que mejore
su afinidad, lo que claramente no es posible para las moléculas con un Unico lazo.

Es una ventaja que, en los complejos de la invencién, el compuesto conector tenga al menos dos lazos
polipeptidicos cercanos en el espacio. Estos dos o mas lazos pueden interaccionar simultaneamente con diferentes
epitopos sobre el mismo ligando diana.
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Ademas, el beneficio de tener dos o mas lazos se puede explotar para la fabricacién de moléculas de «especificidad
dual», en donde un lazo tiene, o se seleccionado por ello, una propiedad o afinidad de unién concreta, y el otro lazo
tiene una propiedad o afinidad diferente. Estas moléculas se denominan «biespecificas» o de «especificidad dual».
Hay varios tipos posibles. Por ejemplo,

(a) biespecificas hechas seleccionando el lazo 1 y luego el lazo 2 (o mas)
(b) dos macrociclos biciclicos unidos
(c) un macrociclo biciclico mas péptido o farmaco.

Para (a), esto podria tipicamente realizarse haciendo/seleccionando una alicuota de una coleccion contra un primer
antigeno, y otra alicuota contra un segundo antigeno. Los lazos seleccionados entonces podrian combinarse por
pares, por ejemplo, mediante técnicas estandares tales como la recombinacién de los segmentos de acidos
nucleicos que codifican los dos lazos para proporcionar una nueva coleccion de diferentes combinaciones del primer
y segundo lazos. Las moléculas combinadas por pares luego se pueden detectar y/o seleccionar por fijarse a ambos
antigenos secuencialmente. De este modo se pueden fabricar biespecificos capaces de fijarse a dos antigenos
independientes. Naturalmente, este procedimiento puede aumentarse con otras etapas opcionales, e igualmente la
afinidad de union para cada antigeno podria mejorarse mediante la mutacion de cada lazo, que puede ser por
mutacion dirigida o incluso aleatoria.

En una variacion de esta técnica se podria seleccionar una alicuota de una coleccién para fijacion a un primer
antigeno. El lazo mas importante para la fijacion podria identificarse, por ejemplo, mediante la inspeccion de
«secuencias consenso» entre las seleccionadas como aglutinantes, y el otro lazo se podria aleatorizar y seleccionar
contra el segundo antigeno.

Las moléculas variantes observadas en (b) y (c) mas arriba podrian igualmente realizarse de una manera similar a la
de mas arriba. Alternativamente, lo mas probable es que las dos entidades unidas se podrian seleccionar por
separado y luego se podrian fusionar en la etapa de la sintesis quimica, lo que podria simplificar su
seleccién/construccion.

Otra caracteristica ventajosa significativa mas de los aspectos de la invencion es que, ademas del compuesto
conector de la invencion que sirve para conectar los segmentos del polipéptido mediante enlaces covalentes con los
restos de aminoacidos en la base de cada lazo peptidico, el compuesto conector también se emplea en otras
interacciones no covalentes (tales como enlaces ionicos, interacciones hidrofobas, puentes de hidrogeno,
interacciones de Van der Waals) con otros elementos de la cadena polipeptidica, tales como otros restos de
aminoacidos. Por el contrario, el conector bivalente de Milward et al. es lineal y muy flexible (propilo) y su Unica
funcion es la de conectar dos extremos de un polipéptido para crear un péptido ciclico insensible a la 6xido-
reduccion. No seria esperable que el conector de Millward et al. estableciera interacciones no covalentes
significativas con el lazo polipeptidico, al ser pequefio y muy flexible, y desde luego no hay pruebas de que lo haga.
Esta ventaja de la invencion se ilustra adicionalmente en la seccién de ejemplos, junto con las pruebas de las
interacciones no covalentes ventajosas. Asi pues, convenientemente, el polipéptido se une al compuesto conector
mediante una o mas interacciones no covalentes, ademas del o de los enlaces covalentes explicados en la presente
memoria. Esto tiene la ventaja adicional de proporcionar otro nivel de constrefimiento estructural al
complejo/conjugado de la invencion.

Es una ventaja de la invencidon que una molécula con varios lazos peptidicos esté por lo general mas estructurada
que un polipéptido con un Unico lazo peptidico. Las moléculas muy estructuradas tienden a ser mas especificas. De
igual forma, las moléculas bien estructuradas tienen por lo general mejor afinidad de unién. Ademas, una molécula
con varios lazos peptidicos es capaz de formar mas interacciones con un ligado diana que con un polipéptido con un
Unico lazo peptidico.

Es otro beneficio de los aspectos de la invencidon que el compuesto conector de la invencion también impone
constrefiimientos conformacionales que se derivan de su estructura quimica. Por ejemplo, algunos grupos quimicos
se sabe que son inflexibles, que impiden la rotacién, que proporcionan impedimentos o restricciones estéricos, que
presentan una estructura rigida o si no, que proporcionan el armazén o constrefiimiento al complejo. Asi pues,
convenientemente, el compuesto conector de la invencion comprende un grupo de armazon tal como un grupo de
armazon rigido. La funcion de este grupo de armazoén es proporcionar la estructura o constrefiimiento molecular al
complejo de la invencion. En conexién con un compuesto conector preferible de la invencion, el ftris-
(bromometil)benceno (TBMB), esta peculiaridad se ilustraria con referencia a la estructura plana del grupo benceno
del TBMB. Este grupo bencénico es rigido debido a su caracter plano, y asi es capaz de servir de grupo de armazén
del compuesto conector, en particular un grupo de armazoén rigido.

Asi pues, en una realizacién mas preferible de la invencion, el compuesto conector proporciona constrefiimientos
conformacionales al polipéptido impuestos por los al menos tres enlaces covalentes, proporciona estructura
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adicional a través de los enlaces no covalentes entre el compuesto conector y el polipéptido, y ademas el compuesto
conector de la invencién también impone constrefimientos conformacionales por la naturaleza de su propia
estructura quimica que sirve de armazon rigido. Por ejemplo, la estructura plana del grupo bencénico cuando el
compuesto conector comprende el mismo, tal como cuando el compuesto conector es tris-(bromometil)benceno
(TBMB).

Compuesto conector

El compuesto conector se denomina a veces el «nucleo molecular». Convenientemente, el compuesto conector
posee simetria molecular. Convenientemente, el compuesto conector posee tres grupos reactivos y posee simetria
ternaria. Esto tiene la ventaja de producir solo un tnico producto de reaccién. Si el compuesto conector no es una
molécula simétrica, entonces se pueden generar numerosos productos de reaccion. Esto puede conllevar
complicaciones o requerir que el isémero deseado quede separado de los otros productos de reaccién. Al usar un
compuesto conector que tiene la simetria adecuada, tales problemas se mejoran ventajosamente.

Es una ventaja de la invencion que los polipéptidos producidos tengan una mayor complejidad que los péptidos
ciclicos de la técnica anterior. Por ejemplo, los polipéptidos producidos de acuerdo con la presente invencion podrian
poseer mas de dos lazos para la interaccion con otras entidades quimicas. Ademas, los polipéptidos producidos de
acuerdo con la presente invencion disfrutan de un mayor nivel de constrefiimiento que los polipéptidos basados en la
técnica anterior. Estos dos efectos juntos crean la ventaja adicional de que varios lazos (o «ciclos») del polipéptido
quedan retenidos muy cerca unos de otros a través de sus enlaces con el compuesto conector comun. Esto
proporciona un mayor nivel de constrefiimiento sobre la conformacion de los polipéptidos.

Tipicamente, los polipéptidos ciclicos de la técnica anterior se unen mediante varios restos de cisteina tales como
dos restos de cisteina para formar puente entre dos partes del péptido y mediante lo cual se forma un polipéptido
ciclico. Sin embargo, tales moléculas son sensibles a la éxido-reduccion. El procedimiento de Millward et al. esta
directamente enfocado a la produccion de péptidos ciclicos que son insensibles a la éxido-reduccién. En este
sentido, el procedimiento de Millward et al. se aparta de la técnica anterior y da a conocer el uso de las cisteinas
como grupos reactivos para la modificacion de polipéptidos. Por el contrario, de acuerdo con la presente invencion,
las cisteinas son los grupos reactivos preferibles.

Cuando hay tres o mas grupos reactivos para al menos tres enlaces covalentes independientes con el compuesto
conector, dichos grupos reactivos no necesitan ser cada uno una cisteina. Por ejemplo, los tres grupos reactivos
pueden comprender una cisteina y otros dos grupos reactivos adecuados, que por ejemplo podrian comprender
lisina, selenocisteina u otro(s). Mas convenientemente, los tres grupos reactivos son cisteinas.

Los procedimientos de la técnica anterior solo han conducido a la producciéon de polipéptidos con un Unico lazo. De
acuerdo con la presente invencion, se pueden producir al menos dos lazos o incluso mas mediante la sujecion de
diferentes puntos del polipéptido al compuesto conector.

El procedimiento de la presente invencion implica un minimo de tres enlaces con el polipéptido. Esto tiene la ventaja
de un mayor constrefiimiento molecular. En esto consiste la ventaja adicional de la presentacion de varios lazos
polipeptidicos para la interaccién con otros restos.

En las técnicas conocidas se ha introducido o unido al polipéptido, tal como un polipéptido codificado genéticamente,
como mucho un agente de interconexion. Por el contrario, la presente invencion da a conocer un compuesto
conector para la coordinacion multiple de diferentes partes del mismo polipéptido.

Convenientemente, el compuesto conector puede ser una molécula pequefia. Convenientemente, el compuesto
conector es una molécula organica pequefia.

Convenientemente, el compuesto conector puede ser monémeros naturales tales como nucledsidos, azlcares o
esteroides, o puede basarse en ellos. Convenientemente, el compuesto conector puede comprender un polimero
pequefio de tales entidades, tal como un dimero o un trimero.

Convenientemente, el compuesto conector es un compuesto de toxicidad conocida, convenientemente de baja
toxicidad. Ejemplos de compuestos adecuados incluyen colesteroles, nucledtidos, esteroides o farmacos existentes
tal como temazepam.

Convenientemente, el compuesto conector puede ser una macromolécula. Convenientemente, el compuesto
conector es una macromolécula compuesta de aminoacidos, nucledétidos o glucidos.

Convenientemente, el compuesto conector comprende grupos reactivos que son capaces de reaccionar con uno o
mas grupos funcionales del polipéptido diana para formar enlaces covalentes.

El compuesto conector puede comprender grupos quimicos tales como aminas, tioles, alcoholes, cetonas,
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aldehidos, nitrilos, acidos carboxilicos, ésteres, alquenos, alquinos, azidas, anhidridos, succinimidas, maleimidas,
haluros de alquilo y haluros de acilo.

Convenientemente, el compuesto conector puede comprender o puede consistir en tris(bromometil)benceno o un
derivado del mismo.

Convenientemente, el compuesto conector tiene una simetria rotacional ternaria de tal forma que al hacer reaccionar
tres grupos funcionales del polipéptido diana con el compuesto conector se genera un unico isémero del producto.

En algunas realizaciones, el compuesto conector puede tener geometria tetrahédrica de tal forma que la reaccion de
cuatro grupos funcionales del polipéptido codificado con el compuesto conector genera no mas de dos isémeros del
producto.

Un compuesto conector adecuado es el 1,3,5-tris(bromometil)benceno (TBMB).

Un compuesto conector adecuado es el 2,4,6-tris(bromometil)mesitileno. Es similar al 1,3,5-tris(bromometil)benceno,
pero contiene otros tres grupos metilo unidos al anillo bencénico. Esto tiene la ventaja de que los grupos metilo
adicionales pueden formar otros contactos con el polipéptido y asi afiadir otros constrefiimientos estructurales.

El compuesto conector de la presente invencion se selecciona entre o bien una molécula pequeia o bien una
estructura macromolecular. Dicho compuesto conector esta formado por componentes organicos, inorganicos u
organicos e inorganicos.

En una realizacion preferible, el compuesto conector es una molécula organica pequefia como por ejemplo, un
alcano lineal. Mas convenientemente, el compuesto conector es un alcano ramificado, un alcano ciclico, un alcano
policiclico, un aromato, un alcano heterociclico o un aromato heterociclico, lo cual ofrece la ventaja de ser menos
flexible (esto es, mas rigido).

En otra realizacién, el compuesto conector se selecciona entre una estructura macromolecular, como por ejemplo un
polipéptido, un polinucleétido o un polisacarido.

El compuesto conector de la invencion contiene grupos quimicos que permiten que los grupos funcionales del
polipéptido de la libreria codificada de la invencién formen enlaces covalentes con el compuesto conector. Dichos
grupos quimicos se seleccionan entre una amplio abanico de grupos funcionales, que incluyen aminas, tioles,
alcoholes, cetonas, aldehidos, nitrilos, acidos carboxilicos, ésteres, alquenos, alquinos, anhidridos, succinimidas,
maleimidas, azidas, haluros de alquilo y haluros de acilo.

En una realizacion, el compuesto conector de la invencion es tris(bromometil)benceno o un derivado del mismo.
Polipéptido

Los grupos funcionales de los polipéptidos codificados son convenientemente proporcionados por las cadenas
laterales de los aminoacidos naturales y no naturales. Los grupos funcionales de los polipéptidos codificados se
seleccionan convenientemente entre grupos tiol, grupos amino, grupos carboxilo, grupos guanidinio, grupos
fendlicos o grupos hidroxilo. Los grupos funcionales de los polipéptidos codificados se podrian seleccionar
convenientemente entre grupos azida, cetocarbonilo, alquino, vinilo o haluro de arilo. Los grupos funcionales de los
polipéptidos codificados a los que se podra unir un compuesto conector pueden convenientemente ser el extremo
amino o carboxilo del polipéptido.

En algunas realizaciones, cada uno de los grupos funcionales del polipéptido con los que se une al compuesto
conector son del mismo tipo. Por ejemplo, cada grupo funcional puede ser un resto de cisteina.

En algunas realizaciones, los grupos funcionales con los que se une al compuesto conector pueden comprender dos
o0 mas tipos diferentes, o pueden comprender tres o mas tipos diferentes. Por ejemplo, los grupos funcionales
pueden comprender dos restos de cisteina y un resto de lisina, o pueden comprender un resto de cisteina, un resto
de lisina y una amina del extremo amino.

En algunas realizaciones, los aminoacidos alternativos, tales como los aminoacidos naturales, pueden resultar
adecuados para modificar quimicamente los polipéptidos.

La cisteina es el aminoacido mas adecuado porque tiene la ventaja de que su reactividad es la mas diferente entre
los otros aminoacidos. Los grupos reactivos que se pueden usar en el compuesto conector para que reaccionen con
los grupos tiol de las cisteinas son haluros de alquilo (o también denominados halogenoalcanos o haloalcanos).
Ejemplos son el bromometilbenceno (el grupo reactivo de ejemplo en el TBMB) o la yodoacetamida. Las maleimidas
son otros grupos reactivos que se usan para conjugar selectivamente los compuestos a las cisteinas de las
proteinas. Ejemplos de maleimidas que se pueden usar como compuestos conectores en la invencion incluyen: tris-
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(2-maleimidoetil)amina, tris-(2-maleimidoetil)benceno, tris-(maleimido)benceno. La selenocisteina también es un
aminoacido natural que tiene una reactividad similar a la cisteina y que se puede usar para las mismas reacciones.
Asi pues, siempre que se mencione la cisteina, es tipicamente aceptable su sustitucion por selenocisteina a menos
que el contexto sugiera otra cosa. La cisteina se usa con mas preferencia.

Las lisinas (y las aminas primarias del extremo amino de los péptidos) también son grupos funcionales idéneos para
modificar los péptidos mediante la unién a un compuesto conector. No obstante, encontramos que las lisinas son
especialmente Utiles en las reacciones intramoleculares para formar un segundo o sucesivos enlaces con el
compuesto conector. En este caso, el compuesto conector reacciona preferiblemente con las lisinas del péptido
expuesto (en particular con las lisinas que estén muy cerca). Los grupos funcionales que reaccionan selectivamente
con las aminas primarias son succinimidas, aldehidos o haluros de alquilo. Con respecto a los haluros de alquilo, el
lector sabra que existen haluros de alquilo de diferente reactividad. En el grupo bromometilo que hemos usado en
una serie de ejemplos acompafiantes, los electrones del anillo bencénico son capaces de estabilizar el estado de
transicion catiénico. Este haluro de alquilo particular es por tanto de 100 a 1000 veces mas reactivo que los haluros
de alquilo que no estan conectados a un grupo bencénico. Los ejemplos de succinimidas para ser usados como
compuesto conector incluyen tris(succinimidilaminotriacetato), acido 1,3,5-benciltriacético. Los ejemplos de
aldehidos para ser usados como compuesto conector incluyen el triformilmetano. Los ejemplos de haluros de alquilo
para ser usados como compuesto conector incluyen 1,3,5-tris(boromometil)-2,4,6-trimetilbenceno, 1,3,5-
tris(bromometil)benceno, 1,3,5-tris(bromometil)-2,4,6-trietiibenceno.

En algunas realizaciones, los conectores moleculares o las modificaciones se pueden afadir a (o crear en) los
grupos funcionales de los polipéptidos codificados antes de que se unan al compuesto conector, en donde dichos
conectores o modificaciones son capaces de reaccionar con el compuesto conector.

Los aminoacidos con grupos funcionales para unir a un compuesto conector pueden estar localizados en cualquier
posicion adecuada dentro del polipéptido codificado. Para influir en la creacién de lazos o de estructuras
particulares, el experto en la técnica sabe cémo variar las posiciones de los aminoacidos que tienen los grupos
funcionales, por ejemplo mediante manipulaciéon del acido nucleico que codifica el polipéptido para mutar el
polipéptido producido.

Cada uno de los aminoacidos del polipéptido codificado puede ser una diana para la mutagénesis (por ejemplo,
mutagénesis de variacion restringida) de acuerdo con las necesidades del experto o el propdsito con el que se aplica
la invencion. Claramente se requiere que el polipéptido de interés presente al menos tres grupos funcionales para
formar enlaces con el compuesto conector. Los aminoacidos que no sean los requeridos para formar enlaces con el
compuesto conector pueden variar con libertad de acuerdo con las necesidades del operador y se denominan
«aminoacidos variables». Dichos aminoacidos variables del polipéptido codificado (por ejemplo, uno o varios
miembros de la coleccion de polipéptidos) pueden estar aleatorizados, parcialmente aleatorizados o constantes.

El polipéptido diana comprende un segmento de fijacion al compuesto conector. Esta es la region a la que se une el
compuesto conector. Convenientemente, a este segmento de fijacion se aplica el comentario con respecto a los
grupos funcionales del polipéptido. Convenientemente, el segmento de fijacion al compuesto conector que tiene el
polipéptido diana comprende de 1 a 20 restos de aminoacidos. Convenientemente, el segmento de fijacion al
compuesto conector que tiene el polipéptido diana comprende menos de 10 aminoacidos. Esto tiene la ventaja de
imponer mas constricciones conformacionales al segmento del polipéptido cuando estd unido al compuesto
conector.

El polipéptido diana comprende convenientemente la secuencia AC(X)sC(X)sCG, en la que X se refiere a un
aminoacido natural al azar, A es alanina, C es cisteina y G es glicina.

El polipéptido diana comprende convenientemente la secuencia (X)Y(X)mY(X),Y(X)o, en donde Y representa un
aminoacido con un grupo funcional, X representa un aminoacido al azar, m y n son numeros entre 1 y 20 que
definen la longitud de los segmentos polipeptidicos interpuestos, y | y o son numeros entre 0 y 20 que definen la
longitud de los segmentos polipeptidicos flanqueantes.

En algunas realizaciones, el complejo de la invencién puede comprender un polipéptido con la secuencia
AC(X)sC(X)sCG. En una realizacién, un miembro o complejo de la coleccion de la invencion puede comprender un
compuesto conector mesitileno y un polipéptido con la secuencia AC(X)sC(X)sCG, en donde el polipéptido se sujeta
a los grupos metilo exociclicos del compuesto conector mediante los restos de cisteina del polipéptido al formar tres
enlaces tioéter con ellos, y en donde X se refiere a un aminoacido (convenientemente un aminoacido natural), A es
alanina, C es cisteina y G es glicina.

Convenientemente, el polipéptido diana comprende un inhibidor de la calicreina plasmatica humana y el polipéptido
comprende una o] mas de las secuencias de aminoacidos
GCSDRFRNCPADEALCG, ACSDRFRNCPLWSGICG, ACSTERRYCPIEIFPCG,

ACAPWRTACYEDLMWCG, ACGTGEGRCRVNWTPCG 0 Uha secuencia relacionada.
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Con secuencia relacionada se quiere decir una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una identidad del
50%, convenientemente al menos una identidad del 60%, convenientemente al menos una identidad del 70%,
convenientemente al menos una identidad del 80%, convenientemente al menos una identidad del 90%,
convenientemente al menos una identidad del 95%, convenientemente al menos una identidad del 98%,
convenientemente al menos una identidad del 99%. La identidad se juzga convenientemente a lo largo de un
segmento contiguo de al menos 10 aminoacidos, convenientemente al menos 12 aminoacidos, convenientemente al
menos 14 aminoacidos, convenientemente al menos 16 aminoacidos, convenientemente al menos 17 aminoacidos o
la longitud completa de la secuencia de referencia.

Convenientemente, el polipéptido diana comprende un inhibidor de la catepsina G humana y el polipéptido
comprende una o] mas de las secuencias de aminoacidos

Convenientemente, el polipéptido diana comprende un inhibidor del activador humano del plasminégeno del tipo
urocinasa y el polipéptido comprende una o mas de las secuencias de aminoacidos
ACNSRFSGCQIDLLMCG, ACSRYEVDCRGRGSACG o una secuencia relacionada.

Convenientemente, el polipéptido diana esta incluido en una colecciéon de polipéptidos que contiene al menos 10°
miembros, mas convenientemente al menos 10° miembros. La invencion también se refiere a tales colecciones.

GRUPOS REACTIVOS DEL POLIPEPTIDO

El compuesto conector de la invencion puede estar enlazado al polipéptido a través de grupos funcionales o
reactivos del polipéptido. Estan formados tipicamente por las cadenas laterales de aminoacidos determinados que
se hallan en el polimero polipeptidico. Tales grupos reactivos pueden ser una cadena lateral de cisteina, una cadena
lateral de lisina o un grupo amina del extremo amino o cualquier otro grupo reactivo adecuado.

Convenientemente, al menos un grupo funcional es un grupo cisteina. Grupos tales como las aminas de las lisinas o
del extremo amino no suelen ser suficientemente reactivos para formar un enlace con el compuesto conector por si
mismos en un plazo de tiempo conveniente. Sin embargo, una vez que el compuesto conector ha sido atraido o
enlazado a al menos una cisteina, entonces la cinética ordinaria de la reaccién da a entender que los enlaces de
lisina 0 amina pueden formarse rapida y establemente a partir de ese momento. Por este motivo, convenientemente,
al menos uno de los grupos funcionales es un grupo cisteina.

Si fueran deseables los grupos reactivos en el polipéptido diferentes de los grupos de cisteinal/lisina/amina, entonces
se podria elegir un compuesto conector diferente para acoplarse con los grupos reactivos funcionales determinados
de eleccioén en el polipéptido diana.

Convenientemente, los grupos cisteina, lisina o amina se utilizan como grupos funcionales o reactivos en el
polipéptido de interés.

Convenientemente, se forman al menos tres enlaces covalentes entre el compuesto conector y el polipéptido de
interés.

En algunas realizaciones se pueden formar cuatro enlaces o incluso mas entre el compuesto conector y el
polipéptido de interés. Sin embargo, si se utilizan mas de cuatro enlaces, entonces tipicamente las mezclas de
producto formadas se vuelven cada vez mas complejas y pueden obstaculizar los posteriores usos o aplicaciones.
Por este motivo se prefieren tres enlaces o cuatro enlaces entre el compuesto conector y el polipéptido de interés.
En cualquier realizacion se prefiere que el compuesto conector tenga simetria molecular. Lo mas preferible son los
compuestos conectores que tienen tres grupos funcionales o reactivos. Lo mas preferible son los compuestos
conectores que tienen una simetria molecular ternaria.

Los grupos funcionales de los polipéptidos codificados genéticamente de la invencién son capaces de formar
enlaces covalentes con el nicleo molecular/compuesto conector. Los grupos funcionales son grupos especificos de
atomos dentro de aminoacidos tanto naturales como no naturales. Preferiblemente, los grupos funcionales con una
reactividad quimica distintiva se utilizan para conectar el polipéptido al compuesto conector para formar el complejo
de la invencion. El uso de dichos grupos funcionales distintivos permite que el niicleo molecular/compuesto conector
forme enlace exclusivamente con los grupos funcionales designados del polipéptido, pero no con otros grupos
quimicos de los distintos elementos del polipéptido, o bien del acido nucleico, o bien de otros componentes del
complejo.

Los grupos funcionales adecuados de aminoacidos naturales son el grupo tiol de la cisteina, el grupo amino de la
lisina, el grupo de carboxilo del aspartato o del glutamato, el grupo guanidinio de la arginina, el grupo fenol de la
tirosina o el grupo hidroxilo de la serina. Los aminoacidos no naturales pueden proporcionar un gran abanico de
grupos funcionales, entre ellos, una azida, un cetocarbonilo, un alquino, un vinilo o un grupo haluro de arilo. El grupo
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amino y el carboxilo de los extremos del polipéptido también pueden servir de grupos funcionales para formar
enlaces covalentes con un compuesto conector/ntcleo molecular.

Los polipéptidos codificados de la invencion contienen convenientemente al menos tres grupos funcionales. Dichos
polipéptidos también pueden contener cuatro o mas grupos funcionales. Cuantos mas grupos funcionales se utilizan,
mas diversidad de segmentos se pueden sujetar al ndcleo molecular/compuesto conector. Sin embargo, no se
recomienda la unidon de un numero excesivo de grupos funcionales a un nudcleo molecular/compuesto conector
porque puede conducir a un nimero inmanejable de isdmeros de productos. Convenientemente se utilizan ftres,
cuatro o cinco enlaces covalentes a un compuesto conector; lo mas convenientemente tres o cuatro enlaces
covalentes; lo mas convenientemente tres enlaces covalentes.

En una realizacion preferible se generan polipéptidos codificados con tres grupos funcionales. La reaccion de dichos
polipéptidos con un nucleo molecular/compuesto conector que tiene una simetria rotacional ternaria genera un Unico
isdmero del producto. La generaciéon de un Unico isémero del producto es favorable por varias razones. Los acidos
nucleicos (a veces denominados los «cddigos genéticos») de las colecciones compuestas codifican solo las
secuencias primarias del polipéptido, pero no la isomeria de las moléculas que se forman al hacer reaccionar el
polipéptido codificado con el nicleo molecular. Sélo en el caso de que se forme un Unico isémero del producto se
definird claramente la asignacion del acido nucleico al isémero del producto. Si se forman varios isémeros del
producto, el acido nucleico no puede dar informacién sobre la naturaleza del isémero del producto que se aislé en un
procedimiento de escrutinio o de seleccion. La formacién de un Unico isémero del producto también es ventajosa si
se sintetiza un miembro especifico de una coleccién de la invencion. En este caso, la reaccién quimica del
polipéptido con el compuesto conector produce un Unico isémero del producto en vez de una mezcla de isémeros.

En otra realizacién de la invencion se generan polipéptidos codificados que tienen cuatro grupos funcionales. La
reaccion de dichos polipéptidos con un nucleo molecular/compuesto conector que tiene una simetria tetrahédrica
genera dos isdmeros del producto. Incluso aunque los dos diferentes isémeros del producto estén codificados por
uno y el mismo acido nucleico («codigo genético»), la naturaleza isomérica del isémero aislado se puede determinar
mediante la sintesis quimica de ambos isbmeros, separando los dos isdmeros y comprobando si ambos isbmeros se
fijan a un ligando diana.

En una realizacion de la invencion, al menos uno de los grupos funcionales de los polipéptidos es ortogonal a los
demas grupos funcionales. El uso de los grupos funcionales ortogonales permite dirigir dichos grupos funcionales
ortogonales a sitios especificos del nucleo molecular. Las estrategias de conexién que implican grupos funcionales
ortogonales se puede utilizar para limitar el nimero de isémeros del producto que se forman. En otras palabras, al
elegir grupos funcionales diferentes o independientes para uno o mas de los al menos tres enlaces con los elegidos
por el que queda de los al menos tres enlaces, se puede conseguir de manera Util un orden determinado de fijacion
o direccioén de los grupos funcionales especificos del polipéptido a posiciones especificas del compuesto conector.

En otra realizacion, los grupos funcionales del polipéptido codificado de la invenciéon se hacen reaccionar con
conectores moleculares, en donde dichos conectores son capaces de reaccionar con un armazén
molecular/compuesto conector, de modo que el conector se interpondra entre el compuesto conector y el polipéptido
en el estado fijado final.

Los aminoacidos adecuados de los miembros de las quimiotecas combinatorias codificadas genéticamente se
pueden reemplazar por cualquier aminoacido natural o no natural. Quedan excluidos de estos aminoacidos
intercambiables los que albergan grupos funcionales con los que entrecruzar los polipéptidos a un ndcleo molecular.
Un grupo de aminoacidos adyacentes que se pueden variar se define como un segmento polipeptidico. El tamario de
un Unico segmento polipeptidico oscila de 1 a 20 aminoacidos. Los segmentos polipeptidicos tienen secuencias
aleatorias, secuencias constantes o secuencias con aminoacidos constantes y aleatorios. Los aminoacidos con
grupos funcionales se localizan o bien en posiciones definidas o bien en posiciones aleatorias del polipéptido
codificado de la invencion.

En una realizacién, los segmentos de polipéptido que estan fijados por dos aminoacidos que albergan grupos
funcionales para fijarse a un ndcleo molecular/compuesto conector son secuencias de aminoacidos cortas de 10 o
menos aminoacidos. La reaccion de dichas secuencias de polipéptidos codificados con un ndcleo molecular genera
miembros de la coleccidon con un constrefiimiento conformacional elevado. Los ligandos con constrefiimiento
conformacional son generalmente mas especificos y tienen mayor afinidad de union. El constrefiimiento
conformacional también puede proteger los ligandos de la degradacion proteolitica, por ejemplo en los liquidos
corporales.

En una realizacion, un polipéptido codificado con tres grupos funcionales tiene la secuencia (X)Y(X)mY(X)nY(X)o, €n
donde Y representa un aminoacido con un grupo funcional, X representa un aminoacido aleatorio, m y n son
numeros entre 1y 20 que definen la longitud de los segmentos polipeptidicos interpuestos, y | y o0 son nimeros entre
0y 20 que definen la longitud de los segmentos polipeptidicos flanqueantes.
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En una realizaciéon preferible, una coleccion que codifica los polipéptidos de la invencién tiene la secuencia
AC(X)sC(X)sCG, en donde A representa alanina, C representa cisteina, X representa un aminoacido natural al azar y
G representa glicina.

Se pueden utilizar alternativas a conjugaciones a través de tioles para unir el compuesto conector al péptido
mediante interacciones covalentes. Otra alternativa seria que se pueden utilizar estas técnicas para modificar o unir
otros restos (tales como moléculas pequefias de interés que son distintas al compuesto conector) al polipéptido
después de que se haya seleccionado o aislado segun la presente invencion; en esta realizacion, la uniéon no
necesita ser entonces claramente covalente y puede abarcar una unién no covalente.

Los aminoacidos no naturales pueden incluir 1) un grupo funcional ceténico (como el hallado en la para- o meta-
acetilfenilalanina) que se puede hacer reaccionar especificamente con hidrazinas, hidroxilaminas y sus derivados
(«Addition of the keto functional group to the genetic code of Escherichia coli». Wang L, Zhang Z, Brock A, Schultz P.
G. Proc. Natl. Acad Sci. USA. 2003 7 de enero; 100 (1): 56-61; Bioorg. Med. Chem. Lett. 15 de octubre de 2006; 16
(20): 5356-9. «Genetic introduction of a diketone-containing amino acid into proteins». Zeng H, Xie J, Schultz PG), 2)
las azidas (como las halladas en la p-azido-fenilalanina) que se pueden hacer reaccionar con alquinos mediante la
«quimica clic» catalizada por cobre o cicloadiciones (3+2) promovidas por tensién para formar los correspondientes
triazoles («Addition of p-azido-L-phenylalanine to the genetic code of Escherichia coli». Chin J. W., Santoro S. W.,
Martin A. B., King D. S., Wang L., Schultz P. G.. J. Am. Chem. Soc. 7 de agosto de 2002; 124 (31): 9026-7; «Adding
amino acids with novel reactivity to the genetic code of Saccharomyces cerevisae». Deiters A, Cropp T. A., Mukheriji
M., Chin J. W., Anderson J. C., Schultz P. G. J. Am. Chem. Soc. 1 de octubre de 2003; 125 (39): 11782-3), o azidas
que se pueden hacer reaccionar con fosfinas de arilo, mediante una ligacion de Staudinger («Selective Staudinger
modification of proteins containing p-azidophenylalanine». Tsao M. L., Tian F., Schultz P. G. Chembiochem.,
diciembre de 2005; 6 (12): 2147-9), para formar las correspondientes amidas, 4) alquinos que se pueden hacer
reaccionar con azidas para formar el correspondiente triazol («In vivo incorporation of an alkyne into proteins in
Escherichia coli.», Deiters A, Schultz P. G. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1 de marzo de 2005; 15 (5): 1521-4), 5) acidos
borénicos (boronatos) que se pueden hacer reaccionar especificamente con compuestos que contienen mas de un
grupo hidroxilo espaciado adecuadamente o que se someten a acoplamiento mediado por paladio con compuestos
halogenados (Angew Chem. Int. Ed. Engl. 2008; 47 (43): 8220-3. «A genetically encoded boronate-containing amino
acid», Brustad E., Bushey M. L., Lee J. W., Groff D, Liu W, Schultz P. G.), 6) aminoacidos quelantes de metales,
incluidos los que llevan bipiridilos, que se pueden coordinar especificamente a un ion metalico (Angew Chem. Int.
Ed. Engl. 2007; 46 (48): 9239-42. «A genetically encoded bidentate, metal-binding amino acid». Xie J, Liu W, Schultz
P.G.).

Quimica de la reaccién

Los inventores también han obtenido un conjunto preciso de condiciones quimicas que se pueden desplegar para
conseguir la conexién quimica al mismo tiempo que se mantiene la integridad de la porcién genéticamente
codificada del producto. Las tecnologias de la técnica anterior para la modificacion de los polipéptidos han implicado
una quimica rigurosa y reacciones independientes de modificacion de polipéptidos. En cambio, la presente invencion
da a conocer nuevas condiciones quimicas para la modificacién de los polipéptidos al mismo tiempo que conserva
ventajosamente el funcionamiento o la integridad del elemento codificado genéticamente del producto. Se describe
en la presente memoria que hay una estrecha ventana de condiciones para las cuales estas reacciones quimicas se
pueden mejorar o facilitar. En particular, como se explicara con mas detalle mas adelante, los solventes y las
temperaturas utilizadas son importantes para una reaccion eficaz. Ademas, la concentracién de los reactantes
utilizados es también instrumental a la hora de promover la formacion del enlace correcto, mientras que mejora o
elimina las reticulaciones o el dafio de los restos polipeptidicos que se han de modificar.

En particular, se describe que se necesita la reduccion de las cisteinas en el polipéptido diana para que la reaccion
sea mas eficaz. Claramente, para realizar la unién deseada, se debe retirar el agente reductor con el que se reducen
quimicamente las cisteinas. Una técnica conocida es utilizar el ditiotreitol (DTT) para la reduccioén de las cisteinas, y
precipitar el reductor de las particulas del precipitado. Sin embargo, los inventores describen que, en algunos
experimentos, estas condiciones estandares especificas no condujeron a una reaccion eficaz de los restos de
cisteina del polipéptido con el compuesto conector, muy probablemente debido a la reoxidacion de una proporcion
de restos cisteina que se habian reducido. Esto no se pudo predecir a partir de los conocimientos de la técnica
anterior. Se deberia advertir que esta técnica estandar todavia podria hallar una aplicaciéon en la invencion, en
particular cuando el experto en la técnica esta alerta dado que se ha descrito la necesidad de estar vigilante para
valorar/evitar la reoxidacion. Sin embargo, los inventores han tratado este problema criptico de cémo retirar el
reductor al mismo tiempo que se mantienen las cisteinas en su estado reducido. Tal y como se describira con mas
detalle a continuacion, las soluciones para extraer las particulas en condiciones quimicas favorables se hallan en un
abanico de estrategias que incluyen el uso de tris-carboxietil-fosfina, de tampdn desgasificado, el uso de quelantes
en la mezcla de reaccion, y la filtracion.

Se deben elegir cuidadosamente las condiciones de reaccion, p. ej., para unir el compuesto conector al polipéptido
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diana. La eleccion de las condiciones puede variar segun la aplicacion para la cual se ha montado la invencion. Se
proporciona ayuda a lo largo de la especificacion y el apartado de ejemplos.

Las condiciones de reaccion como la temperatura de reaccion, la concentracién del compuesto conector, el solvente
y/o el pH, se deben elegir para permitir que los grupos funcionales del polipéptido diana reaccionen con eficacia con
el compuesto conector, pero dejen el acido nucleico que codifica el polipéptido en una condiciéon que permita
descaodificar (p. ej., para secuenciar) y/o propagar las moléculas aisladas.

En particular cuando el reductor es TCEP, el exceso de reductor se retira convenientemente por filtracion. Esto es
especialmente ventajoso, ya que los presentes inventores describen por primera vez que las técnicas
convencionales para retirar los reductores, tales como la precipitacion con PEG/NaCl, puede a veces conducir a la
reaccion subdptima con el compuesto conector, probablemente debido a la reoxidacion de los grupos laterales
funcionales reducidos del polipéptido diana. Asi pues, se trata de una ventaja de las realizaciones en las que el
polipéptido diana se prepara mediante reduccion y posterior purificacion (se retira el agente reductor) por filtracion,
con la que se consigue la mejor conservacion de los grupos funcionales reducidos (y por lo tanto reactivos) del
polipéptido.

En la presente invencién se aplican las condiciones de reacciéon que, por una parte, permiten unir con eficacia el
polipéptido codificado a un compuesto conector y, por otra parte, dejar el acido nucleico con la adicién en una
condiciéon que permite su propagacion o descodificacion. Dichas condiciones de reaccidon son, por ejemplo, la
temperatura de reaccion, la concentracion del compuesto conector, la composicién del solvente o el pH.

En una realizacion de la presente invencion, los grupos tiol de los restos cisteina se utilizan como grupos funcionales
para conectar polipéptidos a un nucleo molecular. Para algunas reacciones quimicas, hay que reducir los grupos tiol
de los polipéptidos. Los grupos tiol de los polipéptidos se reducen con eficacia mediante la adicion de un reductor
como, por ejemplo, tris(carboxietil)fosfina (TCEP). Ya que un exceso de reductor puede interferir con la reaccion de
union, se retira con eficacia por la filtracion.

La reoxidacion de los grupos tiol después de retirar el TCEP se impide convenientemente con la desgasificacion del
tampodn de reaccion.

La reoxidacion de los grupos tiol también se impide convenientemente mediante la formacion de complejos de iones
metalicos por quelacion, por ejemplo, la quelacion con el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Lo mas convenientemente, la reoxidacion de los grupos tiol se impide o inhibe mediante la quelacion y también el
uso de tampones desgasificados.

En una realizacién de la presente invencion, la unién del polipéptido al compuesto conector se lleva a cabo haciendo
reaccionar los grupos reactivos del polipéptido, tales como los grupos tiol de un polipéptido, con el compuesto
conector durante una hora.

Convenientemente, se hacen reaccionar a 30 °C.

Convenientemente, se hacen reaccionar con el compuesto conector (tal como tris(bromometil)benceno) a una
concentracion de 10 uM.

Convenientemente, la reaccién es en tampon acuoso.
Convenientemente, la reaccién es a pH 8.

Convenientemente, el tampdn de reaccion contiene acetonitrilo. Convenientemente el tampdn de reaccién contiene
acetonitrilo al 20%.

Lo mas convenientemente, la reaccion consta de dos o mas de las condiciones anteriores. Convenientemente, la
reaccion consta de tres o mas de las condiciones anteriores. Convenientemente, la reaccién consta de cuatro o mas
de las condiciones anteriores. Convenientemente, la reaccion consta de cinco o mas de las condiciones anteriores.
Convenientemente, la reaccion consta de seis o0 mas de las condiciones anteriores. Convenientemente la reaccion
consta de cada una de las condiciones anteriores.

Estas condiciones de reaccion estan optimizadas para que los grupos tiol de un polipéptido reaccionen
cuantitativamente con los grupos reactivos del tris(boromometil)benceno.

En una realizacion, el compuesto conector, tal como TBMB, se puede unir al polipéptido diana mediante la reaccion
(incubacion) de los grupos tiol del polipéptido durante una hora a 30 °C con TBMB (a saber,
tris(bromometil)benceno) a una concentracion de 10 uM en tampdn acuoso a pH 8 que contiene acetonitrilo al 20%.
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Lo mas convenientemente, la concentracion es como se describe en el apartado de los ejemplos.

Modificacién después de la unién

En algunas realizaciones, el complejo entre el compuesto conector y el polipéptido se puede modificar en cuanto se
termina la union.

En algunas realizaciones, los elementos del polipéptido de la invencién se escinden proteoliticamente una vez que
se sujetan a un nucleo molecular/compuesto conector. La escision genera ligandos que tienen fragmentos peptidicos
independientes inmovilizados en un compuesto conector/ntcleo molecular.

Por ejemplo, uno o varios de los enlaces amida del polipéptido se pueden escindir proteoliticamente después de la
inmovilizacién del polipéptido al ndcleo molecular. Esto presenta la ventaja de crear polipéptidos pequefios, cada
uno unido al compuesto conector mediante al menos un enlace covalente, pero que puede presentar diferentes
estructuras moleculares que se conservan en un complejo que comprende el acido nucleico que codifica el
polipéptido progenitor. La escision de los polipéptidos esta convenientemente catalizada por cualquier medio
adecuado conocido en la técnica, tal como una hidrolisis controlada o, mas convenientemente, mediante escision
enzimatica por una proteasa adecuada. La proteasa puede ser cualquier proteasa adecuada, pero es
preferiblemente una proteasa con una secuencia o motivo de reconocimiento especifico del polipéptido. Esto
conduce ventajosamente a la produccion de productos de escision polipeptidicos mas definidos y/o mas predecibles.
De hecho, en esta realizacion, las secuencias de reconocimiento de las proteasas se pueden afiadir
sistematicamente del polipéptido diana o se pueden retirar de él, por ejemplo, mediante la manipulacion del o de los
acidos nucleicos que lo codifican. Esto proporciona ventajosamente un mayor grado de control y permite una mayor
diversidad para ser sintetizados en las moléculas expuestas de acuerdo con la presente invenciéon. Lo mas
convenientemente, el polipéptido comprende al menos un sitio de reconocimiento de la proteasa.
Convenientemente, cada uno de los sitios de escisidn mencionados esta comprendido dentro de la secuencia o
secuencias de aminoacidos entre grupos funcionales del polipéptido utilizado para la unién covalente al compuesto
conector. Convenientemente, cada uno de los sitios de reconocimiento mencionados esta comprendido dentro de la
secuencia o secuencias de aminoacidos entre grupos funcionales del polipéptido utilizado para la unién covalente al
compuesto conector.

Los lazos polipeptidicos se escinden convenientemente con una proteasa que reconoce y procesa los polipéptidos
en la posicion de aminoacidos especificos, tales como la tripsina (arginina o lisina en posicion P1) o la termolisina
(cadenas laterales alifaticas en la posicion P1).

Convenientemente, el polipéptido diana comprende al menos un sitio de escisiéon proteolitica. Convenientemente, el
polipéptido diana comprende al menos dos sitios de escision proteolitica. Convenientemente, el polipéptido diana
comprende al menos tres sitios de escision proteolitica.

En cada realizacion de protedlisis, convenientemente, el primero de tales sitios de proteasa esta puesto distal con
respecto al primer enlace covalente entre el polipéptido diana y el compuesto conector. Esto tiene la ventaja de que
el compuesto conector queda retenido en el complejo porque si el polipéptido diana se escinde antes del primer
enlace covalente, entonces el complejo polipéptido-compuesto conector se separara del acido nucleico que codifica
el polipéptido diana, lo que es indeseable para la mayoria de las aplicaciones de la invencion.

El uso de lazos pequefios (pequefio significa, p. €j., 6 restos de aminoacidos o menos) puede comprometer la
capacidad de algunas proteasas para escindir dentro de los lazos. En este caso, puede ser deseable seleccionar
lazos mas largos que son probablemente mas accesibles a la proteasa. Ademas, después de la escision de los lazos
mediante endoproteasa, puede ser deseable volver a cortar los lazos ademas con otras endoproteasas, o de hecho
mediante exoproteasas, tales como carboxipeptidasas o aminopeptidasas.

Cuando el polipéptido diana comprende mas de un sitio para tal proteasa, convenientemente cada uno de los sitios
aparece entre dos enlaces covalentes establecidos entre el polipéptido diana y el compuesto conector. Pueden
ponerse varios sitios de escision entre los enlaces si es necesario.

En las realizaciones de escision, convenientemente, el polipéptido progenitor entero se considerara en la valoracion
de si esta unido o no al compuesto conector mediante al menos tres enlaces covalentes. Mas conveniente, el
polipéptido diana se considerara que es el polipéptido intacto (sin escindir) cuando se evalle si se une o no al
compuesto conector mediante al menos tres enlaces covalentes. Tales polipéptidos sin escindir seran tipicamente
biciclicos.

Sintesis

Se debe advertir que una vez que el polipéptido de interés esta aislado o identificado de acuerdo con la presente

invencion, entonces su sintesis posterior se puede simplificar siempre que sea posible. Por ejemplo, la secuencia del

polipéptido de interés se puede determinar, y se puede fabricar sintéticamente, mediante técnicas estandares tras la
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reaccion con un compuesto conector in vitro. Cuando se realiza, se puede utilizar la quimica estandar porque ya no
hay ninguna necesidad de conservar la funcionalidad ni la integridad de la particula portadora genéticamente
codificada. Esto permite la preparacion rapida a gran escala de material soluble para otros experimentos posteriores
o la validacion. En este sentido, la preparacion a gran escala de los candidatos o protagonistas identificados por los
procedimientos de la presente invencién podria llevarse a cabo mediante la quimica convencional, tal como la
descrita en Meloen y Timberman.

Asi pues, la invencion también se refiere a la fabricacion de polipéptidos o conjugados seleccionados como se ha
propuesto en la presente memoria, en donde la fabricacion comprende otras etapas funcionales como se explica a
continuacion. Lo mas convenientemente, estas etapas se llevan a cabo sobre el conjugado/polipéptido del producto
final fabricado mediante sintesis quimica.

Opcionalmente, los restos de aminoacidos en el polipéptido de interés pueden contener sustituciones cuando se
fabrica un conjugado o un complejo, p. €j., después de la etapa de aislamiento/identificacion inicial.

Para ilustrar las modificaciones o adiciones que se describen, es util considerar el ejemplo de seleccién de un
polipéptido que reacciona con un receptor. Puede ser deseable extender el péptido en su extremo amino o en su
extremo carboxilo. Esto puede ser util, por ejemplo, al fabricar un péptido macrociclico que se une a una diana, con
una cola tal como una cola lineal que se une a una diana, por ejemplo, un péptido que penetra en una célula tal
como los derivados de tal como VP22, HIV-Tat, una proteina homedtica de Drosophila (Antennapedia) o proteinas
disefiadas quimicamente tal como la poliarginina u otro péptido, p. €j., como se describe en (Chen y Harrison,
Biochemical Society Transactions (2007), volumen 35, parte 4, pag. 821, «Cell-penetrating peptides in drug
development: enabling intracelular targets»). Esto tendria la ventaja de asistir o permitir que un macrociclo que se
habia seleccionado contra una diana determinada, tal como una diana intracelular, entre en una célula.

Para extender el péptido se puede simplemente extender quimicamente por su extremo amino o por su extremo
carboxilo con el uso de quimica estandar de fase sélida o de fase liquida. La quimica estandar de proteinas se
puede utilizar para introducir un extremo amino o carboxilo activable. Otra alternativa seria que se afadan
fragmentos mediante condensacion o ligaciéon quimica nativa, p. €j., como se describe en (Dawson P. E., Muir T. W.,
Clark-Lewis I., Kent, S. B. H. 1994 «Synthesis of proteins by native chemical ligation», Science, 266: 776-779), o
mediante enzimas, por ejemplo, utilizando la subtiligasa como se describe en («Subtiligase: a tool for semisynthesis
of proteins», Chang T. K., Jackson D. Y., Burnier J. P., Wells J. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 20 de diciembre de
1994; 91 (26): 12544-8 o en Biorganic & Medicinal Chemistry Letters, volumen 18, nimero 22, 15 de noviembre de
2008, paginas 6000-6003, «Tags for labeling protein N-termini with subtiligase for proteomics», Hikari A. I,
Yoshihara, Sami Mahrus y James A. Wells).

Otra alternativa es que los péptidos se pueden extender o modificar mediante otra conjugacion a través de enlaces
disulfuro. Tiene la ventaja adicional de permitir que el primer y el segundo péptido se disocien el uno del otro dentro
del entorno reductor de la célula. En este caso, el compuesto conector (p. €j., TBMB) se podria afiadir durante la
sintesis quimica del primer péptido para que reaccione con los tres grupos cisteina; entonces se podria afiadir otra
cisteina al extremo amino del primer péptido, de manera que esta cisteina sélo reacciond con una cisteina libre del
segundo péptido.

Se aplican técnicas similares del mismo modo a la sintesis o conjugacion de dos macrociclos biciclicos.

Ademas, se puede llevar a término la adicién de otros farmacos del mismo modo, utilizando la quimica apropiada,
conjugandolos al extremo amino o carboxilo, o a través de las cadenas laterales. Convenientemente, la conjugacion
se realiza de tal manera que no bloquea la actividad de ninguna entidad.

Asi pues, la invencion hace referencia ademas a un procedimiento como el descrito mas arriba que comprende
adicionalmente la etapa de extender el polipéptido por uno o mas de los extremos amino o carboxilo del polipéptido.

Asi pues, la invencion hace referencia ademas a un procedimiento como el descrito mas arriba que comprende
adicionalmente la etapa de conjugar a otro polipéptido dicho complejo o dicho conjugado entre polipéptido y
compuesto conector.

Asi pues, la invencion hace referencia ademas a un procedimiento como el descrito mas arriba en el que dicha
conjugacion se realiza mediante

(i) la adicién de otra cisteina al polipéptido después de unirse covalentemente al compuesto conector, y

(ii) la conjugacion de dicho polipéptido a dicho otro polipéptido mediante la formacién de enlace disulfuro con dicha
cisteina adicional.
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Diversidad codificada genéticamente

Los polipéptidos de interés estan codificados genéticamente por comodidad. Esto ofrece la ventaja de favorecer la
diversidad junto con la facilidad del manipulaciéon. Un ejemplo de una coleccion de polipéptidos codificados
genéticamente es una genoteca de exposicion de ARNm.

En algunas realizaciones, la invencion se puede utilizar para producir una coleccion combinatoria codificada
genéticamente de polipéptidos que se generan por la traduccion de una serie de acidos nucleicos en los
correspondientes polipéptidos y la formaciéon de un enlace entre las moléculas de dicho compuesto conector y
dichos polipéptidos.

La coleccion combinatoria de polipéptidos codificada genéticamente se puede generar mediante exposicion en
levadura, exposicion en ribosomas, exposicién en bacterias o exposiciéon de ARNm.

En una realizacion preferida, los polipéptidos codificados genéticamente de la invencién se generan mediante la
traduccién de un acido nucleico y la conexion del polipéptido generado con dicho codigo. La conexion del fenotipo
con el genotipo permite propagar o descodificar los repertorios de ligando codificados. Se encuentran disponibles
una serie de técnicas para conectar el polipéptido a su cédigo polinucleotidico. Las técnicas incluyen exposicion en
ribosomas, exposicion de ARNm, exposicion en levadura y exposicion en bacterias y otras. Con dichos
procedimientos se han generado repertorios de polipéptidos codificados que comprenden hasta 10" miembros
diferentes. El nimero de ligandos diferentes que se puede generar de acuerdo con la invencion supera claramente
el numero de moléculas diferentes que se ensayan generalmente en los escrutinios convencionales.

La invencion se puede aplicar al escrutinio de moléculas o entidades que se fijan a un complejo de la invencién (o
que influyen en su fijacion). Un ejemplo de un complejo de la invencién es un polipéptido diana con un compuesto
conector unido a él. El experto en la técnica podra adoptar cualquier formato de escrutinio convencional. El formato
concreto utilizado dependera de los objetivos del operador. Por ejemplo, si se desea un escrutinio de alto
rendimiento, entonces sera primordial un funcionamiento facil y un recambio rapido. Tipicamente, las técnicas tales
como la exposicion de ARNm vy similares se pueden aplicar en la presente invencion igual a como se aplican en la
técnica. Los beneficios clave de la invencién son la formacion de tres enlaces covalentes del compuesto conector
con el polipéptido de interés y el formato determinado en el que se realiza el escrutinio de los complejos resultantes
(o el uso de estos complejos como moduladores candidatos de otras interacciones o en otros escrutinios) es una
materia de eleccioén para la persona que pone en funcionamiento la invencion.

En una realizacion se puede realizar el escrutinio al poner en contacto una colecciéon generada mediante los
procedimientos de acuerdo con la invencion con un ligando diana y con el aislamiento de uno o mas miembros de la
coleccién que se fijan a dicho ligando.

En otra realizacion, cada uno de los miembros de dicha coleccion se ponen en contacto con un ligando diana en un
escrutinio y se identifican los miembros de dicha coleccion que se fijan a dicho ligando diana.

En otra realizacion, los miembros de dicha coleccién se ponen en contacto simultaneamente con un ligando diana y
se seleccionan los miembros de dicha coleccién que se fijan a dicho ligando diana.

El o los ligandos diana pueden ser un péptido, una proteina, un polisacarido, un lipido, un ADN o un ARN.
El ligando diana puede ser un receptor, un ligando del receptor, una enzima, una hormona o una citocina.

El ligando diana puede ser una proteina procariética, una proteina eucariética o una proteina de arqueas. Mas
especificamente, el ligando diana puede ser una proteina de mamifero o una proteina de insectos o una proteina
bacteriana o una proteina fungica o una proteina virica.

El ligando diana puede ser una enzima, tal como una proteasa. Mas especificamente, el ligando diana puede ser
una elastasa, la calicreina plasmatica, la catepsina G o el activador del plasminégeno de tipo urocinasa.

Se debe observar que la invencién también engloba a uno o varios miembros de las colecciones que se aislaron en
un escrutinio de acuerdo con la invencion. Convenientemente, el procedimiento o los procedimientos de escrutinio
de la invencion comprenden adicionalmente la etapa de: fabricar una cantidad de ligando aislado que es capaz de
fijarse al complejo de la invencion. Cuando se realiza el escrutinio en el formato opuesto (esto es, cuando el
complejo o los complejos de la invencion se identifican en virtud de su capacidad para fijarse a un ligando
proporcionado), convenientemente, el procedimiento o los procedimientos de escrutinio de la invencion comprenden
ademas la etapa de: fabricar una cantidad del complejo de la invencion aislado que es capaz de unirse a dicho
ligando.

La invencion también se refiere a miembros de colecciones que son, o que son capaces de ser, aislados mediante
un escrutinio de acuerdo con la presente invencion, en donde dicho miembro se genera o fabrica posteriormente sin
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el uso adicional del acido nucleico que codificé dicho polipéptido cuando era parte del complejo de la invencién. Por
ejemplo, los procedimientos adecuados de la invencion comprenden ademas otra etapa de fabricacion de una
cantidad de un polipéptido aislado o identificado mediante un procedimiento de la invencién por unién del compuesto
conector al polipéptido, en donde dicho polipéptido se expresa de modo recombinante o se sintetiza quimicamente.
Por ejemplo, cuando el polipéptido se sintetiza de manera recombinante en esta realizacion, el acido nucleico que lo
codifica originalmente como parte de un complejo de la invencién puede que ya no esté directamente presente, pero
puede haber estado presente en una etapa intermedia, p. ej., de amplificacion por PCR o de clonacién del acido
nucleico original del complejo, lo que conduce a la produccion de una plantilla de acido nucleico a partir de la cual se
puede sintetizar el polipéptido en esta etapa adicional.

Mas ventajas
La presente invencién permite ventajosamente la construccion y el escrutinio de colecciones muy grandes.

Convenientemente, el compuesto conector puede ser flexible o rigido, mas convenientemente el compuesto
conector es rigido. Esto presenta la ventaja de un constrefimiento molecular mayor sobre la molécula del producto.

En algunas realizaciones, el compuesto conector no sélo constrifie la molécula al sujetarla por tres o mas enlaces,
sino también por actuar como un armazoén. Los aminoacidos del péptido son capaces de interaccionar con el
armazon y formar una estructura compacta. Este fendmeno también se puede encontrar en los anticuerpos, en
donde los aminoacidos de los CDR interaccionan con los aminoacidos del armazén. Asi pues, la invencién da a
conocer esta peculiaridad ventajosa por primera vez en los polipéptidos conjugados.

En algunas realizaciones se utilizan los compuestos conectores con una geometria simétrica. Esto presenta la
ventaja de que se produce un solo producto en vez de mezclas de productos (p. €j., isémeros).

Las reacciones sintéticas se han establecido para conectar un compuesto conector con un péptido mediante al
menos tres enlaces covalentes. Las condiciones de reaccién quimica de la técnica anterior no pueden aplicarse con
facilidad a los péptidos codificados genéticamente.

Es una ventaja de la invencion que se obtenga una lectura directa, en particular para una combinacion de péptido +
entidad quimica (a saber, péptido + compuesto conector).

Es una ventaja de la invencion la creacion de una coleccion de entidades quimicas sintéticas que se pueda
propagar. En otras palabras, los procedimientos de la técnica anterior han creado quimiotecas en modos en los que
no es posible amplificar ni leer la molécula pequefia de interés de esta manera, a saber, incluso aunque los acidos
nucleicos hayan estado presentes en las quimiotecas de la técnica anterior, no se ha podido hacer crecer ni
propagar, sino que solo se ha permitido la hibridacién u otras técnicas.

Mas aplicaciones

En un amplio aspecto, la coleccién de la invencidén comprende un polipéptido que comprende un compuesto
conector unido a dicho polipéptido, en donde el compuesto conector esta unido al polipéptido mediante al menos
tres enlaces covalentes distintos. En particular, la invencién se refiere a tales polipéptidos que se obtienen, o se
pueden obtener, mediante los procedimientos de la presente invencion.

La invencion también se puede aplicar al disefio y/o la seleccion de imitadores de péptidos o imitadores de
moléculas pequefias para uso como farmacos o como dianas de farmacos.

La invencion también da a conocer procedimientos para generar quimiotecas combinatorias codificadas
genéticamente y para aislar ligandos de las mismas.

La invencidon se puede aplicar a la identificacion de dianas relevantes a partir de secuenciacion del ADN e
identificacion de secuencias consenso en los péptidos de las dianas recuperadas y luego sintetizar los péptidos. Por
ejemplo, con este analisis se puede disefiar un péptido consenso, en donde dicho péptido consenso podria tener
una secuencia de aminoacidos no necesariamente idéntica a ninguna de las dianas recuperadas en la fase de
escrutinio, y este péptido consenso se puede entonces sintetizar de acuerdo con la presente invencion.

Asi pues, se da a conocer un procedimiento para generar quimiotecas combinatorias codificadas genéticamente, en
donde dichas colecciones comprenden polipéptidos sujetos a un niucleo molecular mediante al menos tres enlaces
covalentes. También se dan a conocer las colecciones generadas con dicho procedimiento. Ademas, se da a
conocer un procedimiento para poner en contacto dichas colecciones con un ligando diana y aislar los miembros que
se fijan a dicho ligando, pues son miembros de las colecciones generadas con dicho procedimiento.

En marcado contraste con los procedimientos conocidos de las patentes internacionales WO 2004/077062 y WO
2006/078161, la presente invencion da a conocer procedimientos para generar y ensayar colecciones grandes de
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complejos. De acuerdo con las patentes internacionales WO 2004/077062 y WO 2004/077062, se dan a conocer
procedimientos reputados para proporcionar y realizar el escrutinio de cientos o miles de compuestos. La presente
invencion da a conocer procedimientos para codificar genéticamente colecciones compuestas. Esto permite generar
y ensayar millones, miles de millones, o mas, compuestos diferentes.

A diferencia de los procedimientos conocidos de las patentes internacionales WO 2004/077062 y WO 2006/078161,
la presente invencién da a conocer procedimientos para ensayar grandes colecciones de compuestos en un Unico
compartimento de reaccion mediante los principios de seleccion in vitro. A diferencia de los compuestos generados
de acuerdo con las patentes internacionales WO 2004/077062 y WO 2006/078161, los complejos de la presente
invencion comprenden un acido nucleico que permite la identificacion de los complejos aislados; convenientemente,
dicho acido nucleico codifica el polipéptido del complejo.

La presente invencion da a conocer condiciones de reaccién tales como la concentracion del compuesto conector, el
tiempo de reaccion, la temperatura de reaccion, y similares, que respetan el acido nucleico del complejo. En otras
palabras, la quimica presentada en la presente memoria conserva la funciéon del acido nucleico del complejo y
conserva la funcion biolégica del complejo.

La presente invencién comprende también colecciones combinatorias de compuestos codificados genéticamente
que se generan con los procedimientos descritos.

También se describen polipéptidos triciclicos unidos a un compuesto conector. Estos se pueden crear, por ejemplo,
al unir los extremos amino y carboxilo de un polipéptido biciclico unido a un compuesto conector de acuerdo con la
presente invencion. De este modo, los extremos amino y carboxilo unidos crean un tercer lazo, y generan un
polipéptido triciclico. La unién de los extremos amino y carboxilo es un asunto cotidiano de la quimica de péptidos.
En el caso de que se necesite alguna ayuda, se puede activar el extremo carboxilo y/o se pueden extender los
extremos amino y carboxilo, por ejemplo, para afadir una cisteina a cada extremo, y luego unirlos mediante un
puente disulfuro. Una alternativa es que la unién se puede llevar a cabo mediante el uso de una regién conectora
incorporada en los extremos amino o carboxilo. Otra alternativa es que los extremos amino y carboxilo se pueden
unir mediante un enlace peptidico convencional. Otra alternativa es que se puede emplear cualquier otro medio
adecuado para unir los extremos amino y carboxilo, por ejemplo, la N-C-ciclacion se podria realizar mediante
técnicas estandares, por ejemplo, tal ycomo se describe en Linde et al., Peptide Science, 90, 671-682 (2008).
«Structure-activity relationship and metabolic stability studies of backbone cyclization and N-methylation of
melanocortin peptides», o como en Hess et al. J. Med. Chem. 51, 1026-1034 (2008) «Backbone cyclic
peptidomimetic melanocortin-4 receptor agonist as a novel orally administered drug lead for treating obesity». Una
ventaja de tales moléculas ftriciclicas es evitar la degradacion proteolitica de los extremos libres, en particular
mediante la accién exoproteasica. Otra ventaja de un polipéptido triciclico de esta naturaleza es que el tercer lazo se
puede utilizar para funciones aplicables de forma general, tales como la fijacion de SAB, la entrada en las células o
los efectos de transporte, el etiquetado o cualquier otro uso. Se observara que este tercer lazo tipicamente no estara
disponible para la seleccion y, por lo tanto, su uso para otras funciones bioldgicas aun deja ventajosamente ambos
lazos 1 y 2 para la seleccidon/creacion de la especificidad. Asi pues, la invencion también se refiere a tales
polipéptidos triciclicos y a su fabricacion y usos.

La presente invencidon da a conocer mas procedimientos para poner en contacto las colecciones compuestas
codificadas genéticamente con un ligando diana y para identificar los ligandos que se fijan a dicho ligando diana. Las
colecciones compuestas codificadas genéticamente se ensayan mediante procedimientos de seleccion o de
escrutinio.

En un procedimiento de escrutinio se ensaya cada miembro de la coleccidon. Por ejemplo, se incuban varias copias
de un miembro determinado de la coleccién, por ejemplo, con un ligando deseado. El ligando deseado se inmoviliza
antes o después de ponerlo en contacto con los miembros de la coleccion y los miembros sin unir se retiran por
lavado. Los ligandos unidos se detectan, por ejemplo, en un enzimoinmunoensayo de adsorcion (ELISA). La
secuencia de aminoacidos de los miembros de la coleccion que se fijan al ligando diana se determina mediante la
secuenciacion del cédigo genético.

En un procedimiento de seleccién, varios miembros de la coleccion de compuestos codificados se ponen en
contacto con un ligando diana. El ligando diana se inmoviliza antes o después de ponerlo en contacto los miembros
de la coleccién, y los miembros sin unir se retiran por lavado. Se secuencia el codigo genético de los ligandos
unidos. Los ligandos seleccionados se propagan alternativamente para realizar mas rondas de seleccion.

El ligando deseado de la presente invencion puede ser una proteina, un ADN, un ARN o un polisacarido. La proteina
puede ser un receptor, una enzima, una hormona, una citocina o una proteina virica. Un posible ligando diana
proteico es una proteasa, en donde dicha proteasa puede ser elastasa, calicreina plasmatica, catepsina G o
activador del plasminégeno de tipo urocinasa.

La presente invencidon comprende también miembros de las quimiotecas combinatorias codificadas que se aislan
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con los procedimientos de la invencion. Dichos miembros se pueden sintetizar con o sin el cédigo genético adjunto.
En una realizacion preferida, dichos miembros que carecen del acido nucleico se utilizan como farmacos o
precursores de farmacos.

Con un procedimiento de la presente invenciéon se aislaron varios miembros de las quimiotecas combinatorias
codificadas que son capaces de fijarse al ligando deseado. Dichos miembros estan compuestos por un nucleo de
mesitileno y por un polipéptido con la secuencia AC(X)sC(X)sCG, en donde el polipéptido esta sujeto por los grupos
metilo exociclicos del nucleo a través de los restos de cisteina que forman tres enlaces tioéter, y en donde X se
refiere a un aminoacido natural, A es alanina, C es cisteina y G es glicina. La porcion peptidica de dichos miembros
se puede expresar recombinantemente o se puede sintetizar quimicamente.

La presente invencidon da a conocer inhibidores de la calicreina plasmatica humana que se aislan con los
procedimientos de la invenciéon a partir de las quimiotecas combinatorias codificadas de la invencién. Dichos
inhibidores tienen las secuencias polipeptidicas
GCSDRFRNCPADEALCG, ACSDRFRNCPLWSGTCG,

ACSTERRYCPIEIFPCG, ACAPWRTACYEDIMWCG, ACGTGEGRCRVNWIPCG o bien secuencias relacionadas, en donde

los grupos tiol de las cisteinas estan unidos a los nucleos de mesitileno.

La presente invencion también da a conocer inhibidores de la catepsina G humana se pueden aislar con los
procedimientos de la invenciéon a partir de las quimiotecas combinatorias codificadas de la invencién. Dichos
inhibidores tienen las secuencias polipeptidicas
ACEYGDLWCGWDPPVCG, ACIFDLGFCHNDWWNCG, ACLRAQEDCVYDRGFCG | o bien secuencias relacionadas, en

donde los grupos tiol de las cisteinas estan unidos a los nucleos de mesitileno.

La presente invencion también da a conocer inhibidores del activador del plasminégeno humano de tipo urocinasa
se pueden aislar con los métodos de la invenciéon a partir de las quimiotecas combinatorias codificadas de la
invencién. Dichos inhibidores tienen las secuencias polipeptidicas ACNSRFSGCQIDLLMCG, ACSRYEVDCRGRGSACG | o
bien secuencias relacionadas, en donde los grupos tiol de las cisteinas estan unidos a los ndcleos de mesitileno.

Dianas biolégicas

Es importante crear y ensayar tantas moléculas como sea posible, ya que la probabilidad de identificar un ligando
con las propiedades deseadas aumenta cuando se comprueban mas moléculas. De igual forma, en general, los
ligandos con mayor afinidad se obtienen cuando se ensayan los mayores repertorios de moléculas.

Tipicamente, los investigadores evaltan las moléculas mediante metodologias de seleccion o de escrutinio. El
escrutinio es un procedimiento mediante el cual a los compuestos se les ensaya por separado su capacidad para
modificar una diana. Los procedimientos de escrutinio son versatiles y permiten el ensayo de repertorios de
moléculas que tienen estructuras muy distintas. No obstante, el escrutinio mediante ensayos por separado puede
llevar mucho tiempo y el numero de moléculas uUnicas a las que se puede comprobar la fijacion a una diana
especifica no suele exceder por lo general 10° entidades quimicas. Por el contrario, los procedimientos de seleccion
suelen permitir el muestreo de un ndmero mucho mayor de moléculas diferentes. Asi pues, los procedimientos de
seleccidon se usan mas convenientemente en las aplicaciones de la invencién. En los procedimientos de seleccion,
las moléculas se ensayan en un Unico recipiente de reaccion y las que tienen propiedades favorables (por ejemplo,
fijacion) se separan fisicamente de las moléculas inactivas. Las estrategias de seleccion que estan disponibles
permiten generar y ensayar simultdneamente mas de 10" compuestos distintos. Los ejemplos de técnicas
poderosas de seleccidon por afinidad son la exposicién en ribosomas, la exposicion de ARNm, la exposiciéon en
levaduras, la exposicion en bacterias y los procedimientos de aptameros de ADN/ARN. Estos procedimientos de
seleccion bioldgica in vitro tienen en comun que los repertorios de ligandos estan codificados por ADN o ARN.
Permiten la propagacion y la identificacion por secuenciacion de los ligandos seleccionados.

Aplicacién industrial

La presente invencién es aplicable al descubrimiento de moléculas que son Utiles en los campos de la biologia, la
biotecnologia y las ciencias farmacéuticas. En particular, la presente invencion se refiere a los procedimientos para
la generacion de farmacos o precursores de farmacos.

La presente invencién comprende procedimientos para la generacion de quimiotecas combinatorias codificadas
genéticamente y procedimientos para el aislamiento de los miembros de dichas colecciones. Ademas, la invencion
comprende colecciones generadas con dichos procedimientos y miembros de las colecciones aisladas con dichos
procedimientos.

La presente invencion da a conocer un procedimiento para la generacion de quimiotecas combinatorias codificadas
genéticamente, en donde los miembros de dichas colecciones comprenden un nicleo molecular central y una gran
diversidad de elementos que se afiaden a dicho nucleo. Dichas colecciones codificadas genéticamente se generan
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en dos etapas: en la primera etapa se generan las colecciones de polipéptidos codificadas genéticamente que
comprenden grupos funcionales capaces de formar enlaces covalentes con un nudcleo molecular. En la segunda
etapa, las colecciones de polipéptidos codificadas genéticamente se interconectan quimicamente con dicho nucleo
molecular al menos mediante tres enlaces covalentes.

Las moléculas de las quimiotecas combinatorias codificadas genéticamente de la presente invencion tienen una
estructura central que se expande mediante diferentes afiadidos. A diferencia del estado actual de las quimiotecas
combinatorias codificadas genéticamente que se generan por procedimientos bioldgicos, las colecciones de la
presente invencion proporcionan moléculas con arquitecturas ramificadas, no lineales. Las moléculas con tales
estructuras ramificadas son adecuadas para la fijacion a los ligandos deseados, ya que son capaces de fijarse a la
diana mediante la interaccion de los diferentes afiadidos que apuntan hacia afuera del nucleo central.

A diferencia de las estructuras poliméricas lineales, los complejos de la presente invencion tienen menos flexibilidad
conformacional. En solucién, adoptan solo un conjunto limitado de conformaciones. Como consecuencia, la fijacion
de dichos complejos o polipéptidos a un ligando diana no esta asociada a una pérdida espectacular de entropia y se
pueden obtener afinidades de unién elevadas.

Los polipéptidos de los complejos/colecciones de la invencion estan codificados genéticamente. Esto permite que se
puedan aplicar para su produccion los poderosos procedimientos bioldgicos de codificacion, como por ejemplo
exposicién en ribosomas, exposiciéon en levaduras, exposicion en bacterias o exposicion de ARNm, lo que permite
generar colecciones de ligandos que contienen millones, miles de millones, o mas, de miembros diferentes.

Se puede variar la secuencia de los afiadidos a los polipéptidos de los miembros de las quimiotecas combinatorias
codificadas genéticamente. Las excepciones son los aminoacidos que portan grupos funcionales para interconectar
el polipéptido con un nucleo molecular, lo que se explica con mas detalle en la presente memoria. Los afadidos a
los polipéptidos pueden comprender un diversidad combinatoria muy grande. Es importante que los repertorios
combinatorios tengan una gran representacion, ya que la probabilidad de aislar fijadores de gran afinidad por los
ligandos deseados aumenta con el tamafio de la coleccion.

A diferencia de los biopolimeros lineales como polipéptidos, aptameros de ADN o ARN, los complejos y miembros
de las quimiotecas combinatorias codificadas genéticamente de la invencion no forman estructuras ternarias
complejas. Los complejos y miembros de las quimiotecas combinatorias codificadas genéticamente de la invencion
disfrutan de un riesgo muy reducido de inactivaciéon por culpa del desplegamiento irreversible. La formacion de
agregados debido al desplegamiento es, por tanto, improbable, ventajosamente.

Las colecciones codificadas genéticamente de la invencion comprenden convenientemente al menos 10° miembros
distintos. Preferiblemente, dichas colecciones comprenden millones o miles de millones, o mas, de miembros
distintos. El tamario de dichas colecciones esta determinado por los procedimientos que se usan para conectar el
acido nucleico que codifica un polipéptido con dicho polipéptido. En una realizacion preferible de la invencién, se
usan los procedimientos bioldgicos para generar repertorios de polipéptidos codificados genéticamente. EI nimero
de miembros diferentes de polipéptidos que se conectan al cédigo polinucleotidico codificante puede superar los
1013, segun los procedimientos usados.

La invencion se describe ahora mediante ejemplos en los que se hace referencia a las siguientes figuras:
Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1 se muestra la generacion de genotecas combinatorias de entidades quimicas pequefias codificadas en
fagos. Un péptido codificado en fago con tres restos de cisteina se sujeta al compuesto trifuncional tris-
(bromometil)benceno en una reaccion de sustitucion nucledfila. Las entidades quimicas resultantes se pueden
modificar adicionalmente mediante reacciones enzimaticas.

En la figura 2 se muestra la valoracién de las condiciones de reaccion para unir los péptidos expuestos en fagos con
el tris-(bromometil)benceno (TBMB). A) Masa molecular de la proteina de fusion GCGSGCGSGCG-DI-D2 antes y
después de la reaccién con TBMB a 10 yM en NH4HCO3 a 20 mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20% a 30 °C
durante 1 hora, determinada por espectrometria de masas. La diferencia de masa de la proteina de fusién con el
péptido que reacciond y que no reacciond corresponde a la masa del mesitileno, el nucleo molecular pequefio. C)
Titulos (unidades de transduccion) de los fagos reducidos y tratados con diferentes concentraciones de TBMB en
NH4sHCO3 a 20 mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20% a 30 °C durante 1 hora. Se muestra el titulo de los fagos de
fdg3p0ss21 (rayado) y de la genoteca 1 (blanco).

En la figura 3 se muestra el disefio de la genoteca en fagos y las secuencias de determinados clones. A) Secuencia
de aminoacidos de las proteinas de fusion con péptidos expresadas por los clones de la genoteca 1. El péptido lider
se elimina al secretar la proteina gracias a una proteasa de E. coli que deja el péptido con una alanina
aminoterminal, dos secuencias de 6 aminoacidos aleatorios flanqueadas por tres cisteinas y un conector de Gly-Gly-
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Ser-Gly que conecta el péptido con la proteina del gen 3. B y C) Secuencia de aminoacidos de los determinados
clones con la calicreina plasmatica (B) y la catepsina G (C) humanas. Se indica la actividad inhibidora de las
proteinas de fusién péptido-D1-D2 modificadas con TBMB. La similitud de las secuencias se resalta con colores.

En la figura 4 se muestra la maduracion de la afinidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana. A)
Disefio de las genotecas 2, 3 y 4. En cada genoteca, uno de los lazos peptidicos tiene la secuencia de un motivo
consenso identificado en las primeras selecciones y el otro contiene seis aminoacidos al azar. B) Secuencia de
aminoacidos de determinados clones con la calicreina plasmatica humana. Todos los clones proceden de la
genoteca 2. Se indica la actividad inhibidora de las proteinas de fusion péptido-D1-D2 modificadas con TBMB. Los
colores resaltan la similitud de las secuencias del segundo lazo de fijacion.

En la figura 5 se muestra la inhibicion de la calicreina plasmatica humana por los péptidos sintéticos modificados con
TBMB. La actividad inhibidora se expresa como la fraccion de actividad (velocidad con inhibicidn/velocidad sin
inhibicion) a diferentes concentraciones de inhibidor.

En la figura 6 se muestra una estructura en solucion representativa por RMN del péptido PK15 modificado con
TBMB mostrado como una estructura en «salchicha». Los lazos peptidicos se muestran en azul (lazo 1) y verde
(lazo 2). Los atomos de carbono a de los aminoacidos del lazo peptidico y del extremo se muestran como esferas.

En la figura 7 se muestra la reaccién quimica del compuesto trifuncional TBMB con péptidos que contienen una o
dos cisteinas. A) Posible mecanismo de reaccién del TBMB con una proteina de fusion al péptido que contiene dos
restos de cisteina. B) Espectro de masas de una proteina de fusion al péptido con dos cisteinas antes y después de
la reaccién con el TBMB. C) Posible mecanismo de reaccion del TBMB con una proteina de fusién al péptido que
contiene un resto de cisteina. D) Espectro de masas de una proteina de fusion al péptido con una cisteina antes y
después de la reaccién con el TBMB.

En la figura 8 se muestra la inhibicién de la activacion por contacto en el plasma humano mediante la aprotinina y el
péptido PK15 modificado con TBMB. Efecto de la aprotinina (A) y del péptido PK15 modificado con TBMB (B) sobre
la generacion de trombina que desencadena la actina. Ambos inhibidores ocasionan una prolongacioén del tiempo de
latencia dependiente de la dosis en comparacion con la muestra de control. (C) La suma de la actividad del factor
Xlla 'y de la calicreina plasmatica se midio con el sustrato colorimétrico H-D-Pro-Phe-Arg-pNA en el plasma humano
de tres donantes diferentes tratados con diferentes concentraciones del inhibidor. Se inicio la activacion por contacto
afadiendo caolin. Se indican los valores medios y las desviaciones estandares.

En la figura 9 se muestra (a) la generacion de genotecas combinatorias de entidades quimicas pequefas codificadas
en fagos. Un péptido codificado en fago con tres restos de cisteina se sujetd al compuesto trifuncional tris-
(bromometil)benceno mediante una reaccion de sustitucion nucledfila. Las entidades quimicas resultantes se
podrian modificar adicionalmente a través de reacciones enzimaticas. (b) Estructura quimica de un inhibidor
macrociclico de la calicreina plasmatica aislado mediante la exposicion en fagos (PK15).

En la figura 10 se muestra la valoracion de las condiciones de reaccion para unir péptidos expuestos en fagos al tris-
(bromometil)benceno (TBMB). (a) La masa molecular de la proteina de fusion CCGSGCGSGCG-DI-D2 gntes y
después de la reaccién con TBMB a 10 yM en NH4HCO3 a 20 mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20% a 30 °C
durante 1 hora se determind mediante espectrometria de masas. La diferencia de masa entre la proteina de fusién al
péptido que reacciond y sin reaccionar corresponde a la masa del nucleo del mesitileno, un nacleo molecular
pequerio. (b) Los titulos (unidades de transduccion) de los fagos que se redujeron y se trataron con diferentes
concentraciones de TBMB en NHsHCO3 a 20 mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20% a 30 °C durante 1 hora. Se
muestra el titulo de fagos de fdg3p0ss21 (rayado) y de la genoteca 1 (blanco).

En la figura 11 se muestra el disefio de las genotecas en fagos y las secuencias de determinados clones. (a) La
secuencia de aminoacidos de proteinas de fusion con péptidos expresadas por clones de la genoteca 1. La
secuencia lider se elimina durante la secrecion de la proteina mediante una proteasa de E. coli que deja un péptido
con una alanina en el extremo amino, dos secuencias aleatorias de 6 aminoacidos flanqueadas por tres cisteinas y
un conector de Gly-Gly-Ser-Gly que conecta el péptido a la proteina del gen 3. (b y c) Secuencia de aminoacidos de
determinados clones con la calicreina plasmatica (b) y la catepsina G (c) humanas. Se indica la actividad inhibidora
de las proteinas de fusion péptido-D1-D2 modificadas con TBMB. Se resalta la similitud de secuencia con colores.

En la figura 12 se muestra la maduracién de la afinidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana. (a)
Disefio de las genotecas 2, 3 y 4. En cada genoteca, uno de los lazos peptidicos tiene la secuencia de un motivo
consenso identificado en las primeras selecciones y el otro contiene seis aminoacidos aleatorios. (b) Secuencia de
aminoacidos de determinados clones con calicreina plasmatica humana. Todos los clones proceden de la genoteca
2. Se indican la actividad inhibidora de las proteinas de fusién péptido-D1-D2 modificadas con TBMB. Los colores
resaltan la similitud de secuencia en el segundo lazo de fijacion.

En la figura 13 se muestra la inhibicion de la calicreina plasmatica humana mediante péptidos sintéticos modificados
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con TBMB. La actividad inhibidora se expresa como la fraccion de actividad (velocidad inhibida/velocidad no
inhibida) en concentraciones diferentes de inhibidor. Los clones PK2, PK4, PK6 y PK13 se aislaron en selecciones
de fagos con la genoteca 1. PK15 procede de la genoteca 2 y es un inhibidor de afinidad madurada.

En la figura 14 se muestra la estructura en solucion por NMR del péptido PK15 modificado con TBMB. Los lazos del
péptido se muestran en amarillo (lazo 1) y naranja (lazo 2). El nucleo de mesitileno, los tres restos de cisteina y la
alanina (extremo amino) y glicina (extremo carboxilo) terminales se muestran en gris. Los atomos del esqueleto del
péptido se representan como salchichas y las cadenas laterales de los aminoacidos se muestran como varillas.

En la figura 15 se muestra la reaccion quimica del compuesto trifuncional TBMB con péptidos que contienen uno o
dos restos de cisteina. (a) Posibles mecanismos de reaccion del TBMB con una proteina de fusién a péptido que
contiene dos restos de cisteina. (b) Espectro de masas de una proteina de fusion a péptido con dos cisteinas antes y
después de la reaccion con TBMB. (c) Posible mecanismo de reaccion del TBMB con una proteina de fusién a
péptido que contiene una cisteina y un resto de lisina. (d) Espectro de masas de una proteina de fusién a péptido
con una cisteina y un resto de lisina antes y después de la reaccion con TBMB.

En la figura 16 se muestra la supresion de la activacion del factor Xl en el plasma humano a través de la inhibicion
de la calicreina plasmatica con la aprotonina o con el péptido PK15 modificado con TBMB. La via intrinseca de la
coagulacion del plasma humano de tres donantes diferentes se inicid mediante la adicion de caolin. La superficie
cargada negativamente del caolin activa cantidades pequefias del factor Xll. La precalicreina se convierte en
calicreina mediante el factor Xl activado (Xlla), y la calicreina ejerce una retroaccion positiva para activar mas factor
XIl. La actividad del factor Xlla se midid con el sustrato colorimétrico H-D-Pro-Phe-Arg-pNA. Se indican los valores
medios y las desviaciones estandares de la actividad del factor Xlla.

Los siguientes ejemplos pretenden tener una naturaleza ilustrativa y no pretenden limitar el alcance de las
reivindicaciones anexas.

EJEMPLOS Y EJEMPLOS COMPARATIVOS
Vision general
En estos ejemplos mostramos la fabricacion de quimiotecas combinatorias codificadas en fagos.

El descubrimiento de las moléculas sintéticas con una elevada afinidad y especificidad por dianas biolégicas es un
problema central en el descubrimiento de farmacos. Mientras que recientemente ha sido posible aislar grandes
estructuras moleculares como anticuerpos o aptameros a virtualmente cualquier diana mediante técnicas de
seleccion in vitro, la generacion de aglutinantes organicos pequefios con gran afinidad seguia siendo un gran reto.
En esta invencion describimos una estrategia para aislar estructuras de moléculas pequefas que estan formadas
por un nucleo de molécula organica (compuesto conector) que esta decorado con restos peptidicos (p. €j., uno o
varios polipéptidos). Por comodidad en estos ejemplos se utilizé la tecnologia de exposicion en fagos para codificar
la fraccién de péptido de las moléculas pequefias que permiten generar y seleccionar repertorios combinatorios de
entidades quimicas muy grandes. Se eligieron las condiciones de reaccion para sujetar selectivamente un péptido de
17 aminoacidos mediante tres enlaces tioéter a una molécula de benceno, pero que respeta las proteinas de la
cubierta de las particulas de fago. Se obtuvieron aglutinantes muy especificos con afinidades del orden
submicromolar contra las dos serina proteasas humanas, la calicreina plasmatica y la catepsina G. Un inhibidor de
afinidad madurada por la calicreina plasmatica humana con una K, aparente de 1,5 nM suprimié con eficacia la
activacion por contacto en el plasma humano.

Antecedentes

Se necesitan moléculas con gran afinidad y especificidad por las dianas biolégicas para desarrollar tratamientos
eficientes y selectivos contra un amplio abanico de enfermedades. El procedimiento de hallar una nueva molécula
organica pequefa contra una diana elegida suele implicar el escrutinio de alto rendimiento, en donde se ensayan
grandes quimiotecas por su capacidad para modificar la diana. Sin embargo, el procedimiento tarda mucho tiempo y
es costoso, y el numero de moléculas Unicas que se pueden ensayar contra una diana especifica por lo general no
supera un millén de entidades quimicas. Los escrutinios a menudo soélo proporcionan precursores, que luego
requieren una mejora adicional mediante procedimientos empiricos o mediante el disefio quimico. Los
procedimientos mas poderosos para generar moléculas de fijacion son las técnicas bioldgicas de seleccion in vitro,
tales como exposicion en fagos, exposicion en ribosomas, exposicion de ARNm o técnicas de aptameros de
ARN/ADN. Permiten la generacion rapida de grandes repertorios combinatorios (109-1013) de polipéptidos, ARN o
ADN, y el aislamiento posterior de aglutinantes de gran afinidad. Sin embargo, la restriccion de tales procedimientos
a estructuras biopoliméricas grandes, tales como anticuerpos o aptameros, imposibilita su utilizacion para el
descubrimiento de moléculas pequenas.

Para aplicar la seleccion in vitro a quimiotecas combinatorias se han propuesto diferentes metodologias para asociar

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2509959 T3

moléculas organicas con una etiqueta que especifica su estructura. La mayoria de las estrategias propusieron el uso
de etiquetas de ADN para identificar las moléculas organicas pequefias después de la seleccion por afinidad. Se ha
propuesto un procedimiento de sintesis combinatoria paralela para codificar cada uno de los miembros de una gran
quimioteca con secuencias de nucleétidos uUnicas sobre perlas (Brenner, S., y Lerner, R. A., PNAS, 1992). Después
de que se fije la entidad de quimica a la diana, el cédigo genético se descodifica secuenciando la etiqueta
nucleotidica. Se ha conjugado una coleccion pequefia de moléculas organicas a oligonucledtidos de ADN y se han
realizado selecciones de afinidad con diferentes antigenos (Doyon, J. B. et al., JACS, 2003). Neri D. y colaboradores
habian generado repertorios grandes de parejas de moléculas mediante el autoensamblaje de subquimotecas mas
pequenas codificadas por ADN mediante la hibridacion de dos hebras de ADN (Melkko, S. et al., Nature Biotechnol.,
2004). La metodologia se utilizé exitosamente para la maduracion de la afinidad de ligandos de moléculas
pequefas. Halpin D. R. y Harris P. B. desarrollaron una estrategia para la evolucion in vitro de quimiotecas
combinatorias que implica la amplificacion de los compuestos seleccionados para realizar varias rondas de seleccion
(Halpin, D. R y Harbury, P. B., PLOS Biology, 2004). Woiwode T. F. et al. unieron colecciones de compuestos
sintéticos a las proteinas de la cubierta de particulas de bacteriéfago de tal forma que la identidad de la estructura
quimica esta codificada en el genoma del fago (Woiwode, T. F., Chem & Biol., 2003). Todas estas estrategias que
emplean entidades quimicas codificadas por ADN que se ha demostrado que han resultado ser eficientes en
experimentos con modelos y algunas incluso han producido nuevas moléculas pequefias aglutinantes Sin embargo,
se hizo evidente que codificar colecciones grandes de compuestos y la amplificacion de los compuestos
seleccionados exige mucho mas que los procedimientos equivalentes en los sistemas bioldgicos de seleccion.

En esta invencion ensefiamos una estrategia para codificar estructuras hibridas de moléculas pequefias-péptidos
que estan formadas por varios fragmentos polipeptidicos sujetos a una molécula organica pequefia central. La
porcién peptidica esta codificada por particulas de fago que permiten generar y seleccionar diversidades grandes y
complejas. Imaginamos los siguientes procedimientos de reaccién para conectar fragmentos peptidicos a una
molécula pequefa (esquematicamente representado en la figura 1). Una estructura quimica equipada con grupos
reactivos se incuba con un péptido expuesto en fago. Los aminoacidos especificos del péptido (p. €j., cisteinas)
reaccionan con grupos funcionales de la molécula pequefia para formar enlaces covalentes, en donde un primer
enlace acelera los enlaces posteriores. A continuacion, las moléculas resultantes se someten a selecciones por
afinidad. Otra alternativa es que determinados enlaces peptidicos de la estructura multiciclica se escindan
enzimaticamente para obtener estructuras quimicas pequefias decoradas con entidades peptidicas diferentes. La
adhesion de los repertorios de polipéptidos expuestos en fagos a estructuras moleculares pequefias no es trivial, ya
que la reaccion necesita ser especifica y selectiva para producir un unico producto. De igual forma, los reactantes no
deben deteriorar convenientemente la particula de fago. Ademas, la conexion a moléculas pequeias a través de
varios sitios a un péptido afiade un nivel mas de complejidad, ya que podrian generarse facilmente mezclas de los
productos o se podrian entrecruzar las particulas de fago. De hecho, no se conoce ningun ejemplo en la técnica
donde se conectara una molécula pequefia a un polipéptido expuesto sobre fago a través de mas de un enlace.

Materiales y métodos
Unién quimica de las proteinas de fusién péptido-D12 a un armazén quimico

Se expresaron en E. coli los dominios D1-D2 de g3p (que comprende los restos de aminoacidos 2 a 217 de la fd-g3p
madura) con y sin el péptido "MACGSGCGSGCGE fusionado al extremo amino. El vector de expresién basado en
pUC119 con una secuencia lider y el gen de D1-D2 con una etiqueta de seis histidinas en el extremo carboxilo
(denominado aqui pUC119H6D12) fue proporcionado amablemente por Phil Holliger del Laboratorio de Biologia
Molecular (LMB) de Cambridge. Un plasmido para la expresion de D1-D2 con el péptido en el extremo amino se
cloné mediante amplificaciéon por PCR a partir del gen de D1-D2 con los cebadores pepd12ba (que codifica la
secuencia peptidica) y d12fo, y la ligacién en el pUC119H6D12 digerido con Sfil/Notl. El gen para la expresion de
D1-D2 sin puentes disulfuro con un total de 20 mutaciones de aminoacidos fue amablemente proporcionado por Insa
Kather y Franz Xaver Schmid de la Universidad de Bayreuth. El gen se amplificé por PCR a partir del vector
fdg3p0ss21 con wuna de las parejas de cebadores d120ssba/d120ssfo, pepd120ssba/d120ssfo,
P2cd120ssba/d120ssfo o P1cd120ssba/d120ssfo y se ligo en SfillNotl del pUC119H6D12 para que el D-D2 sin
puentes disulfuro se exprese con y sin los péptidos NACGSGCGSGCGE MAGSGCGSGCGE o NAGSGKGSGCGE
fusionados en el extremo amino. Las 6 proteinas se expresaron en las células TG1 de E. coli a 30 °C durante 8
horas y se purifico la fraccion periplasmica por etapas mediante cromatografia de afinidad de Ni y filtracién en gel en
una columna Superdex 75 en NH;HCO3; a 20 mM, pH 7,4. Los grupos sulfhidrilo oxidados se redujeron mediante la
incubacion de la proteina (1 a 10 yM) con TCEP a 1 mM en NH4sHCO3; a 20 mM, pH 8 a 42 °C durante 1 hora. Se
retird el agente reductor en un filtro Vivaspin 20 que tenia una masa molecular limite de 10 000 (Vivascience,
Stonehouse, UK) utilizando el tampon de NH:HCO3; a 20 mM y EDTA a 5 mM a pH 8. Los grupos tiol de las
proteinas se hicieron reaccionar mediante incubacion con TBMB a 10 uM en el tampén de reaccion (NH:HCO3 a 20
mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20%) a 30 °C durante 1 hora. Para retirar el TBMB que no reaccioné vy la
concentracion, se filtro la proteina con un microcon YM-30 (Millipore, Bedford, MA). Se determiné la masa molecular
de las proteinas (5 a 20 yM) mediante desnaturalizacion en 4 volimenes de MeOH al 50% y acido férmico al 1%, y
analisis en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo con ionizacién por electropulverizacion (Micromass,
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Mildford, MA, USA). Se obtuvieron las masas moleculares desconvolucionando varios espectros de masas de
proteinas cargadas mediante la version 4.1 de MassLynx. El rendimiento de la reaccidon de modificacion quimica en
presencia del fago se evalué mediante la adicién de fago purificado en PEG a una concentracion final de 10™ u.t.
para la proteina antes de la reduccion con TCEP. Se retiré el fago mediante filtraciéon en gel con una columna de PD-
10 (Amersham Pharmacia, Uppsala, Suecia) después de la reaccién con TBMB.

Creacion de una coleccion de péptidos en fagos

Los genes que codifican un péptido semialeatorio con la secuencia Ala-Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)s-Cys, el conector Gly-
Gly-Ser-Gly y los dos dominios sin puentes disulfuro D1 y D2 se clonaron en la orientacién correcta en el vector
fagico fd0OD12 para obtener la genoteca 1 de fagos. El vector fd0D12, que carece de los genes de los dominios D1y
D2 del gen 3 y que tiene un segundo sitio de restriccion Sfil se cred previamente mediante la amplificacién por PCR
del plasmido completo de fdg3pOss21 (Kather, I. et al., J. Mol. Biol., 2005) con los cebadores ecoG3pNba y
pelbsfiecofo. Los genes que codifican el repertorio de péptidos y los dos dominios del gen 3 se crearon por etapas
en dos PCR consecutivas. Primero, se amplificaron por PCR los genes de D1 y D2 con los dos cebadores prepcr y
sfi2fo con el vector fdg3p0ss21 como plantilla. Segundo, el ADN que codifica los péptidos aleatorios se afiadié en
una PCR con los cebadores sficx6ba y sfi2fo. La ligacion de 33 y 9 ug del plasmido fd0D12 digerido con Sfil y el
producto de PCR produjo 4,4 x 10° colonias sobre 12 placas de 20 x 20 cm de 2YT con cloranfenicol (30 pg/ml). Se
recuperaron las colonias de las placas con el medio 2YT, se complementd con glicerol al 15% y se almacenaron a
80 °C. Se diluyeron las reservas a una DOggo = 0,1 en cultivos de un litro de 2YT/cloranfenicol (30 pg/ml) y los fagos
se expresaron a 30 °C durante una noche (12 a 16 horas).

Unién quimica entre un péptido expuesto en fago y una molécula pequefia

Tipicamente, 10"-10"? u.t. del fago purificado en PEG se redujeron en 20 ml de NHsHCO3 a 20 mM, pH 8, con
TCEP a 1 mM a 42 °C durante 1 hora. Los fagos se centrifugaron a 4000 rpm en un filtro Vivaspin 20 (masa
molecular limite de 10 000) para reducir el volumen a 1 ml y se lavaron dos veces con 10 ml de tampén de reaccion
enfriado en hielo (NH4HCO3; a 20 mM y EDTA a 5 mM, pH 8). El volumen del fago reducido se ajusté a 32 ml con el
tampodn de reaccion y se afiadieron 8 ml de TBMB a 50 uM en ACN para obtener una concentracion final de 10 yM.
La reaccion se incubd a 30 °C durante 1 hora antes de que el TBMB sin reaccionar se retirase mediante
precipitacion del fago con 1/5 de volumen de PEG al 20% y NaCl a 2,5 M en hielo, y centrifugacién a 4000 rpm
durante 30 minutos.

Seleccién de fagos con calicreina plasmatica y catepsina G humanas

La calicreina plasmatica de humano (activada por el factor Xlla) se compré a Innovative Research (Southfiled, Ml,
EE.UU.) y se biotinild a una concentracion de 1,2 uM con un exceso molar de 5 veces de Sulfo-NHS-LC-biotina
(Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) en PBS, pH 7,4 y DMSO al 5% a TA durante 1 hora. La proteina biotinilada se purifico
en una columna PD-10 con un tampdén de NaAc a 50 mM, pH 5,5, y NaCl a 200 mM. Mas facil de obtener, la
catepsina G humana biotinilada se compré a Lee Biosolutions (St. Louis, MI, EE.UU.). Se incubaron los antigenos
biotinilados (de 5 a 20 pg) con 50 yl de perlas magnéticas con estreptavidina (Dynal, M-280 de Invitrogen, Paisley,
Reino Unido) durante 20 minutos a 4 °C. Las perlas revestidas de antigeno se lavaron dos veces con tampon de
lavado (Tris-HCI a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150 mM, MgCl, a 10 mM y CaCl, a 1 mM) y se bloquearon en 0,5 ml de
tampon de lavado que contenia SAB al 1% y Tween 20 al 0,1% durante 30 minutos. El fago modificado
quimicamente (tipicamente 10"%-10"" u.t. disueltos en 2 ml de tampodn de lavado) se bloque6 por la adicion de 1 ml
de tampon de lavado que contenia SAB al 3% y Tween 20 al 0,3%. Se pipetearon 3 ml de fagos bloqueados en 0,5
ml de perlas magnéticas bloqueadas y se incubaron en una rueda giratoria a temperatura ambiente. Las perlas se
lavaron 8 veces con tampdn de lavado que contenia Tween 20 al 0,1% y dos veces con tampén de lavado antes de
la incubacion con 100 pl de glicina a 50 pM, pH 2,2, durante 5 minutos. Los fagos eluidos se transfirieron a 50 pl de
Tris-HCl a 1 M, pH 8, para la neutralizacion, se incubaron con 50 ml de células TG1 a una DOggo = 0,4 durante 90
minutos a 37 °C, y las células se sembraron en placas grandes de 2YT/cloranfenicol. Se realizaron dos rondas
adicionales de criba con los mismos procedimientos. En la segunda ronda de seleccion se utilizaron perlas
magnéticas revestidas de neutravidina para impedir el enriquecimiento de péptidos especificos de estreptavidina.
Las perlas de neutravidina se prepararon haciendo reaccionar 0,8 mg de neutravidina (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.)
con 0,5 ml de perlas magnéticas activadas con tosilo (Dynal, M-280 de Invitrogen, Paisley, Reino Unido) segun las
instrucciones del proveedor.

Procedimiento de escrutinio para identificar inhibidores de proteasas

El ADN plasmidico de los clones seleccionados después de la segunda y tercera rondas del biocribado se amplificd
por PCR en un unico tubo con los cebadores 21seqgba y flagfo, y se clonaron en el vector pUC119H6D12 en los
sitios Sfil y Notl para la expresion periplasmatica de los péptidos fusionados con los dominios D1 y D2 sin puentes
disulfuro con una etiqueta FLAG y una etiqueta de seis histidinas en el extremo carboxilo. Los plasmidos ligados se
electroporaron en las células TG1 y se sembraron en placas de 2YT/ampicilina (100 pg/ml). Los clones que
expresan la proteina recombinante se identificaron como sigue: los cultivos de 1 ml de 2YT/ampicilina (100 ug/ml) en
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placas de 96 pocillos profundos se inocularon con células de colonias diferentes y se incubaron a 37 °C. La
expresion de la proteina se indujo con IPTG a 1 mM cuando los cultivos estaban turbios y las placas se agitaron a
300 rpm a 30 °C durante una noche. Las células se sedimentaron por centrifugacion a 3500 rpm durante 30 minutos,
se lisaron con tampon de lavado que contenia lisozima a 1 mg/ml, y se centrifugaron a 3500 rpm para sedimentar los
desechos celulares. Los sobrenadantes se transfirieron a placas de 96 pocillos Polysorp (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) para la adsorcion inespecifica. Los pocillos se enjuagaron dos veces con tampén de lavado que
contenia Tween 20 al 0,1% y se bloquearon con tampén de lavado que contenia SAB al 1% y Tween 20 al 0,1%
durante 1 hora. El anticuerpo M2 anti-FLAG conjugado a peroxidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) se
diluy6 1:5000 y se bloqued en tampdn de lavado con SAB al 1% y Tween 20 al 0,1%, y se afadio6 a las placas
durante 1 hora. Los pocillos se lavaron (5 veces con tampon de lavado que contenia Tween 20 al 0,1% y una vez sin
el detergente) y se detectd la peroxidasa unida con la solucion del sustrato TMB (eBiosciences, San Diego, EE.UU.).
Se secuencié el ADN plasmidico de los clones que expresaban la proteina (Geneservice, Cambridge, Reino Unido).
Los clones seleccionados se expresaron en una escala de 800 ml y se purificaron por cromatografia de afinidad de
Ni y filtracion en gel tal y como se describe mas arriba. Los péptidos se modificaron quimicamente con el
procedimiento descrito mas arriba y la concentracion de los productos se determiné con la medicion de la densidad
6ptica a 280 nm. Se midio la Clsp mediante la inoculaciéon de distintas concentraciones de las proteinas de fusién con
el péptido modificado (diluciones a la mitad) con la calicreina (0,1 nM) o con la catepsina G (20 nM) de plasma
humano, y se determind la actividad residual en Tris-HCI a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150 mM, MgCl; a 10 mM, CaCl; a
1 mM, SAB al 0,1% y Triton X-100 al 0,01%. La actividad de la calicreina plasmatica humana se midié con el
sustrato fluorogeno Z-Phe-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentracion de 100 yM en un lector de
placas de fluorescencia Spectramax Gemini (excitacion a 355 nm, lectura de emision a 460 nm; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EE.UU.). La actividad de la catepsina G humana se midié con el sustrato colorimétrico N-Suc-Ala-
Ala-Phe-Pro-pNA (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentracion de 1 mM con el lector de placas de absorcion
Sptramax (lectura a 410 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.).

Seleccion de fagos para la maduracion de la afinidad de inhibidores de la calicreina plasmatica humana

Se crearon tres genotecas de péptidos en fagos esencialmente como la genoteca 1 (véase mas arriba), pero usando
los cebadores degenerados sficx6abc (genoteca 2), sficx6abb (genoteca 3) y sficx6aba (genoteca 4) en lugar del
sficx6ba. La electroporacion de las reacciones de ligacion en las células TG1 produjo 9,5 x 10° (genoteca 2), 1,1 x
10° (genoteca 3) y 1,2 x 10° (genoteca 4) transformantes. Los fagos de cada genoteca se amplificaron en cultivos de
11, se purificaron, se reunieron y se hicieron reaccionar con TBMB. Se realizaron tres rondas de criba esencialmente
como en las selecciones descritas mas arriba, pero con la calicreina plasmatica humana biotinilada a la
concentracion mas baja (1 mM en la 1.2 y 2.2 rondas, y 200 pM en la 3.2 ronda).

Sintesis quimica de péptidos biciclicos

Los péptidos con una amina libre en el extremo amino y una amida en el extremo carboxilo se sintetizaron
quimicamente a una escala de 25 mg con quimica en fase solida (JPT Peptide Technologies, Berlin, Alemania). Los
péptidos brutos en 1 ml de NH4sHCO3 al 60%, pH 8, y ACN al 30% (1 mM) se hicieron reaccionar con TBMB (1,2
mM) durante 1 hora a TA. El producto de reaccion se purificé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en
fase inversa con una columna C18 y un gradiente de elucién con una fase mévil compuesta por una solucién de
ACN vy acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% a una velocidad de flujo de 2 miI/min. Los péptidos purificados se
liofilizaron y se disolvieron en DMSO o un tampén de Tris-HCI a 50 mM, pH 7,8, y NaCl a 150 mM para medir la
actividad.

Medicién de la actividad y de la especificidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana

Se determind la actividad inhibidora (Clsp) mediante la medicién de la actividad residual de la enzima tras la
incubacion (30 min a temperatura ambiente) con diferentes concentraciones del inhibidor (que oscilan tipicamente de
10 uM a 0,5 pM). La actividad de la calicreina plasmatica humana (0,1 nM) y del factor Xla (0,8 nM; Innovative
Research, Southfiled, MI, EE.UU.) se midi6é con Z-Phe-Arg-AMC (100 pM), y la actividad de la trombina humana (2
nM; Innovative Research, Southfiled, MI, EE.UU.) con Boc-Phe-Ser-Arg-AMC (100 pM) en Tris-HCl a 10 mM, pH 7,4,
NaCl a 150 mM, MgCl, a 10 mM, CaCl; a 1 mM, SAB al 0,1%, Triton X-100 al 0,01% y DMSO al 5%. La calicreina
recombinante plasmatica de raton de R&D Systems (Minneapolis, MN, EE.UU.) con un péptido sefal se activo
proteoliticamente con termolisina a 0,5 mg/ml a 37 °C durante 1 hora. La actividad de la calicreina plasmatica de
ratén (3 nM) se midié con Z-Phe-Arg-AMC (100 uM) en Tris-HCI a 50 mM, pH 7,5, NaCl a 250 mM, CaCl; a 10 mM,
SAB al 0,1%, Triton X-100 al 0,01% y DMSO al 5%. El inhibidor hidrolizado en un lazo de fijacion se gener6 por
incubacion del péptido PK15 modificado con TBMB con la calicreina plasmatica humana a una relaciéon molar de 5:1
durante 24 horas a 37 °C y posterior inactivacion por calor de la enzima a 60 °C (30 min). Los valores de Ki aparente
se calcularon de acuerdo con la ecuacion de Cheng y Prusoff (Cheng, Y. y Prusoff, W. H. Biochem. Pharmacol.
1973).

Medicion de la activacion por contacto en el plasma humano

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2509959 T3

El plasma humano normal de donantes individuales se adquiri6 a 3H Biomedical (Uppsala, Suecia). El plasma se
centrifugd a 1500xg a 20 °C durante 15 minutos para obtener plasma con pocas plaquetas (PPP). Las alicuotas del
PPP se guardaron en tubos de polipropileno a 80 °C. Se prepararon muestras de 60 uyl de PPP que contenian 5, 50,
500 o 5000 nM de aprotinina (Roche, Mannheim, Alemania) o del péptido PK15 modificado con TBMB. El tiempo de
activacion de la trombina se midié a 37 °C con la adicién de 20 pl de actina FS diluida 1:10 (Dade Behring, Marburg,
Alemania) y 20 uyl de tampén HEPES a 20 mM, pH 7,4, CaCl, a 100 mM, SAB a 50 mg/ml y Z-Gly-Gly-Arg-AMC a 1
mM a la muestra de plasma, y siguiendo la intensidad de la fluorescencia con un lector de placas de fluorescencia
(excitacion a 355 nm, lectura de emision a 460 nm; PHERAStar, Labtech, Offenburg, Alemania). La activacion del
factor Xlla y de la calicreina plasmatica humana se midié6 como se indica a continuaciéon. Se afiadieron 2 ug de
caolin a las muestras de plasma, se mezclé bien y se incubd durante 20 min a 37 °C. Se diluyeron las muestras 250
veces en Tris-HCI a 50 mM, pH 7,8 y NaCl a 150 mM. La actividad similar a la de la calicreina plasmatica se midié
con el sustrato cromégeno H-D-Pro-Phe-Arg-pNA (100 uM; Bachem, Bubendorf, Suiza) con un lector de absorcion
de placas (absorcion a 450 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.).

Determinacion de la estructura del péptido PK15 modificado con TBMB

Se disolvié 1 mg del péptido PK15 modificado con TBMB en 550 pl de Tris-HCI deuterado a 10 mM, pH 6,6, NaCl a
150 mM, MgCl; a 10 mM y CaCl, a 1 mM para obtener una concentracion de inhibidor de 1 mM. El espectro de los
inhibidores se ley6 a 800 MHz (Bruker Avance con criosonda TCI). Las asignaciones de espectro se basaron en los
espectros TOCSY (espectroscopia de correlacion total) y NOESY (espectroscopia del efecto nuclear de
Overhauser). Las restricciones de distancias eran del espectro NOESY. Se calcularon 50 conformdmeros
estructurales. El programa PyMOL se uso6 para analizar y visualizar la estructura de los modelos moleculares.

EJEMPLO COMPARATIVO 1: Fabricacion de un complejo

En este ejemplo mostramos la unién a moléculas pequefas de los péptidos expuestos en fagos. El polipéptido de
este ejemplo es un péptido expuesto en fago. El acido nucleico estd comprendido en la particula de fago. El
compuesto conector de este ejemplo es una molécula pequefia (TBMB en este ejemplo).

Usamos la molécula organica pequefia, el tris-(bromometil)benceno (TBMB), como armazoén para anclar los péptidos
que contienen tres restos de cisteina (Kemp, D. S. y McNamara, P. E., J. Org Chem. 1985; figura 1B). Los
halogenuros de alcano conjugados a un armazén aromatico reaccionan especificamente con los grupos tiol de las
cisteinas en solventes acuosos a temperatura ambiente (Stefanova, H. |., Biochemistry, 1993). Meloen y
colaboradores habian utilizado previamente armazones sintéticos sustituidos con bromometilo para la inmovilizacién
de los péptidos con varias cisteinas (Timmerman, P. et al., ChemBioChem, 2005). Las condiciones suaves que se
necesitan para la reaccion de sustitucion son las ventajosas para respetar la funcionalidad del fago (Olofsson, L. et
al., J. of Molecular Recognition, 1998). Elegimos las cisteinas como puntos de anclaje porque su cadena lateral tiene
la actividad mas distintiva entre los 20 aminoacidos naturales. De igual forma, los restos de cisteina son poco
frecuentes en las proteinas de la cubierta del fago (8 cisteinas en plll, una cisteina en pVI, pVIl y plX; Petrenko V. A.
y Smith, G. P., Phage Display in Biotechnology and Drug Discovery, 2005). La simetria rotacional ternaria de la
molécula de TBMB garantiza la formacion de un Unico isémero espacial y estructural tras la reaccion con las tres
cisteinas de un péptido.

Las condiciones de reaccion para la modificacion de un péptido en un fago se elaboran a continuacion. Como con
las técnicas disponibles resulta dificil detectar sobre el fago el péptido modificado quimicamente, expresamos el
péptido "GCGSGCGSGCGS como una fusién aminoterminal con los dos dominios solubles D1y D2 de la proteina plll
minoritaria de la cubierta del fago y analizamos la masa molecular de la proteina antes y después de la reaccion con
el TBMB mediante espectrometria de masas. Fallaron los intentos por conectar selectivamente las tres cisteinas del
péptido con el armazoén a la vez que se respetaban los tres puentes disulfuro de los dominios D1y D2 de plll (C7-
C36, C46-C53, C188-C201). Esto nos llevdo a aprovecharnos de la proteina del gen 3 sin puentes disulfuro
recientemente desarrollada por Schmidt F. X. y colaboradores (Kather, I. et al. J. Mol. Biol. 2005). El péptido
fusionado al dominio aminoterminal de la proteina plll sin cisteinas se redujo con tris(carboxietil)fosfina (TCEP).
Como se comprobd que el reductor hacia reaccidon con los grupos bromometilo del armazén de TBMB, se retird
antes de afadir el TBMB a la proteina. La reoxidacion de los grupos tiol después de retirar el TCEP se podria evitar
con la desgasificacion del tampdn de reaccion y la formacion de complejos de iones metalicos con EDTA 5 mM. La
reaccion de los grupos tiol con el TBMB a distintas concentraciones y el andlisis de espectrometria de masas del
producto reveld que una concentracion de TBMB de 10 uM es suficiente para la modificacion cuantitativa del péptido
a 30 °C en una hora. Se formaba predominantemente un producto con la masa molecular esperada (A masa
esperada = 114 Da; figura 2A). Cuando el D1-D2 sin puentes disulfuro y sin fusionar a péptido se incubd con el
TBMB, la masa no cambid, lo que indicaba que no se habian producido reacciones inespecificas con otros
aminoacidos. La adicion de particulas de fago a las reacciones (10'° u.t. por mililitro) revel6 que la alta densidad de
proteinas de la cubierta del fago en el recipiente no entorpecia la reaccion del polipéptido con el TBMB.
Inesperadamente, encontramos que la reaccién del TBMB con los péptidos que contenian solo dos restos de

cisteina (YAGSGCGSGLGE-D1-D2) producia un producto con una masa molecular que era coherente con la reaccion
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del grupo bromometilo restante con la amina primaria del extremo amino (figuras 7A y 7B). De igual forma, la
reaccion del TBMB con un péptido que tiene una cisteina y una lisina ("AGSGKGSGCGS-D1-D2) producia una masa
molecular que era esperable cuando las aminas primarias de la lisina y del extremo amino reaccionaban con los dos
grupos bromometilo restantes (figuras 7C y 7D).

A continuacion comprobamos si el fago modificado con TBMB todavia tenia capacidad de infectar las bacterias.
Encontramos que, a medida que subia la concentracion del TBMB en la reaccion, menos fago permanecia infectante
(figura 2B). En las condiciones de reaccion que permiten la modificacion cuantitativa del péptido (TBMB a 10 pM, 30
°C, reaccion durante 1 hora), el nimero de fagos infectantes caia a la quinta parte.

Ejemplo comparativo 2: Escrutinio

Este ejemplo muestra la seleccion por afinidad de inhibidores de la calicreina plasmatica y de la catepsina G
humanas.

La viabilidad de seleccionar estructuras de hibridos de moléculas pequefias y péptidos codificadas por fagos se
aplicé al ensayo que utiliza los dos antigenos humanos calicreina plasmatica y catespina G. Se cre6 una genoteca
de exposicion de péptidos en fagos sobre la proteina minoritaria plll de la cubierta con una complejidad de 4,4 x 10°
variantes. Los péptidos se disefiaron para que tuvieran dos secuencias de seis aminoacidos aleatorios flanqueados
por tres cisteinas (Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)e-Cys; figura 3A). Se afadié una alanina al extremo amino del péptido para
garantizar un procesamiento correcto de la secuencia sefal. Se colocé un conector Gly-Gly-Ser-Gly entre la tercera
cisteina y la proteina del gen 3. Como el fago con la proteina del gen 3 sin puentes disulfuro tenia aproximadamente
la infectividad 100 veces menor que el fago de tipo silvestre, se produjo gran cantidad de gartl'culas de fagos. Un
cultivo de 1 litro incubado durante una noche a 30 °C produjo tipicamente de 10" a 10’ particulas infectantes.
Aproximadamente 10" particulas infectantes de fago purificadas se modificaron quimicamente con el armazén de
TBMB y se incubaron con cada una de las dos proteasas biotiniladas. Los fagos fijados se capturaron en perlas
magnéticas de estreptavidina y se sometieron a dos ciclos de seleccion mas. El incremento de la cifra de fagos
capturados en la segunda o en la tercera ronda de seleccion indicé que se enriquecieron en aglutinantes
especificos. La secuenciacion de los péptidos revel6 diferentes secuencias consenso bien en uno o incluso ambos
lazos (figuras 38 y 3C). Se amplificd por PCR el ADN de los péptidos seleccionados de la poblacion y se inserté en
un nuevo plasmido para la expresion periplasmatica de los péptidos como proteina de fusién con D1-D2. Las
proteinas de fusiéon con péptidos que mostraron o bien similitudes de secuencia con otros clones seleccionados o
bien que se encontraron en varias copias, se expresaron, se purificaron, se modificaron quimicamente y se les
ensay6 su actividad inhibidora. Los mejores inhibidores de la calicreina plasmatica y de la catepsina G tenian una
Clso de 400 nM (PK2 y PK4) y 100 nM (CG2 y CG4), respectivamente, cuando se ensayaron como una fusiéon con
D1-D2.

Ejemplo comparativo 3: Escrutinio

En este ejemplo se describe la maduracion de la afinidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana. La
comparacion de la secuencia de aminoacidos de los clones seleccionados contra la calicreina plasmatica humana
reveld que diferentes grupos de clones tenian una gran similitud de secuencia principalmente en uno de los posibles
lazos de fijacion. Suponemos que las moléculas biciclicas interaccionan predominantemente con el lazo de fijacion
conservado, mientras que los lazos con diferentes composiciones de aminoacidos no habian evolucionado para la
interaccion optima con la proteasa. Por consiguiente, se crearon nuevas genotecas en fagos con péptidos que
tenian tanto un lazo con una secuencia de una de las tres regiones consenso encontradas en la seleccién con la
calicreina plasmatica, como un lazo con seis aminoacidos aleatorios (figura 4A). El cribado de fagos con una presién
selectiva mas elevada mediante el uso de concentraciones bajas (de 1 nM a 200 pM) de antigeno produjeron clones
que tenian una secuencia consenso en el segundo lazo de interaccion (figura 4B). Los ensayos de inhibicion
revelaron que la Clsp del mejor inhibidor (PK15) se mejor6 aproximadamente en un factor de 20 (20 nM) cuando se
ensay6 como una fusion con D1-D2.

Ejemplo 4: Caracterizacion de los complejos
Se investigo la actividad y la especificidad de los inhibidores sintetizados quimicamente.

Los péptidos sintéticos de los cuatro mejores inhibidores de la calicreina plasmatica humana que se aislaron en la
primera seleccion (PK2, PK4, PK6, PK13) y el mejor inhibidor de la seleccidon por maduracion de la afinidad (PK15)
se produjeron mediante sintesis en fase soélida. Se disefiaron los péptidos para que tuvieran una alanina con un
grupo amino libre en el extremo amino y una glicina amidada en el extremo carboxilo para representar exactamente
la carga y el entorno quimico de los péptidos expuestos en los fagos. Los péptidos sintéticos que reaccionan con el
TBMB se vio que tenian una Clsp unas 10 veces menor que los correspondientes péptidos de fusiéon con D1-D2 que
reaccionaron con TBMB (tabla A; figura 5). La menor afinidad de los péptidos como una fusion con D1-D2 puede
tener su origen en la fijacion intramolecular del péptido a los dominios de la proteina del gen 3y, por lo tanto, una
concentracion aparente de inhibidor mas baja. La Ki aparente del péptido PK15 modificado con TBMB se calculd
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mediante la ecuacion de Chang y Prusoff y se encontré que era 1,5 nM (Cheng. Y. y Prusoff, W. H., Biochem.
Pharmacol, 1973). La ICso de los péptidos lineales sin constrefiir es al menos 250 veces mayor que la de los
péptidos modificados con TBMB (tabla A):

Tabla A
Clon [ Secuencia de aminoacidos Masa (Da) Clsp (nM)
Péptido lineal Péptido biciclico Péptido lineal Péptido biciclico

PK2 H-ACSDRFRNCPLWSGTCG-NH, 1871,2 1985,3 >10 000 28,6

PK4 H-ACSTERRYCPIEIFPCG-NH,; 1942,9 2055,9 7181 33

PK6 H-ACAPWRTACYEDLMWCG-NH; 1974,8 2088,7 5707 21,2

PK13 | H-ACGTGEGRCRVNWTPCG-NH, 1764,8 1879,1 > 10 000 39,1

PK15 | H-ACSDRFRNCPADEALCG-NH; 1825 1939,4 > 10000 1,7

El analisis por espectrometria de masas del inhibidor incubado con calicreina plasmatica humana mostré un
descenso de la masa de 18 Da, lo que sugiere que se hidrolizd un enlace peptidico en uno de los lazos del inhibidor.
Sin embargo, la actividad inhibidora (Clsp) del inhibidor tratado con calicreina era tan buena como la del péptido
intacto PK15 modificado con TBMB biciclico.

La especificidad de los cinco inhibidores se ensay6 con la medicion de la actividad inhibidora frente a la calicreina
plasmatica de raton (identidad de secuencia del 79%) o las serina proteasas humanas homologas factor Xla (que
comparten la identidad de secuencia mas elevada con la calicreina plasmatica humana dentro de las serina
proteasas humanas; 63%) y trombina (identidad de secuencia del 36%). Ni la calicreina plasmatica de raton ni
ninguna de las proteasas homologas del suero humano se inhibieron a la concentraciéon mas elevada ensayada (10

pM).
Ejemplo 5: Uso de las entidades identificadas en los procedimientos de la invencion

En este ejemplo se muestra la inhibicion de la activacion por contacto en el plasma humano mediante un inhibidor de
la calicreina plasmatica humana.

La calicreina plasmatica humana desempefia una funcién clave en los primeros acontecimientos de la activacion por
contacto. La capacidad del péptido PK15 modificado con TBMB para inhibir la activacién por contacto se ensay6 con
la medicion de la prolongacion del tiempo de activacion de la trombina en el plasma humano en presencia de
diferentes concentraciones del inhibidor. La trombina es la ultima enzima que se activa en la cascada de activacion
de la via de la coagulacion sanguinea. A una concentracion del inhibidor de 50 nM, el péptido PK15 modificado con
TBMB retraso la formacién de trombina, mientras que la aprotinina, un inhibidor proteico de 6 kDa de la calicreina
plasmatica humana, no produjo ningun efecto (figuras 8A 'y 7B). A una concentracion elevada del inhibidor de 5 uM,
la demora de la activacion de la trombina fue mas prolongada con la aprotinina que con la molécula pequefia
inhibidora. La aprotinina es un inhibidor de amplio espectro y puede inhibir otras proteasas en la via intrinseca
cuando se utilizaba a una concentracion elevada. En un ensayo diferente comprobamos si el péptido PK15
modificado con TBMB era capaz de suprimir la activacion del factor Xlla y de la calicreina plasmatica en el plasma
humano de tres donantes diferentes. La activaciéon de dos proteasas podria suprimirse esencialmente a 5 uM del
péptido PK15 modificado con TBMB. Estimamos que se necesita una concentracion unas 30 veces mas elevada de
aprotinina para obtener un mismo efecto de inhibicién (figura 8C).

Ejemplo 6: determinacion de la estructura del péptido PK15 modificado con TBMB.

Se determind la conformacion del péptido PK15 modificado con TBMB mediante espectroscopia 2D de 'H-RMN en
solucién acuosa a pH 6,6. Se consiguieron asignaciones de desplazamiento quimico mediante los procedimientos
estandares. El analisis de los espectros NOESY probd que la conformacién del esqueleto estaba bien definida. Son
notables los desplazamientos quimicos de los tres protones del anillo central de benceno que se podian resolver
como resultado de las diferencias en su entorno espacial. Las estructuras medias en disolucion se calcularon con las
limitaciones de la distancia procedentes de la NOESY (figura 6).
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Resumen de los ejemplos comparativos 1-3 y de los ejemplos 4 a 6

Hemos demostrado que la invencion con referencia a la tecnologia de exposicion en fagos codifica la fraccion
peptidica de estructuras moleculares pequefias no naturales (a saber, complejos de acuerdo con la presente
invencion). La codificacion genética permite facilmente generar, seleccionar y amplificar repertorios combinatorios
muy grandes. Una dificultad importante de este procedimiento fue inmovilizar los repertorios de péptidos codificados
por fagos al nicleo de moléculas pequefas. Desarrollamos una estrategia de sintesis comoda y establecimos unas
condiciones de reaccion optimas en una serie de experimentos. Se han tenido que escoger cuidadosamente la
concentracion de los reactivos, la composicion del solvente y la temperatura de reaccion para unir especificamente
los péptidos lineales del fago con las moléculas pequefias al mismo tiempo que se respetan las particulas de fagos.
Se utilizd un fago especifico con proteinas del gen 3 sin puentes disulfuro para ayudar a impedir la generacion de
mezclas de productos a lo largo de la reaccién de la molécula pequefia con los restos de cisteina de la cubierta del
fago.

Hemos elegido la calicreina plasmatica y la catepsina G humanas como dianas para ensayar la eficacia de las
técnicas de seleccion in vitro de la invencion. Se aislaron frente a ambas dianas las moléculas cuya afinidad esta en
el intervalo nanomolar inferior y se confirmo que la estrategia de seleccion y el disefio de moléculas propuestos son
capaces de producir unos aglutinantes con gran afinidad. Cuando evaluamos la especificidad de los inhibidores de la
calicreina plasmatica humana, encontramos que no se inhibieron ni la calicreina plasmatica de ratén, ni las
proteasas plasmaticas humanas homdlogas como el factor Xla o la trombina. Este hallazgo fue atractivo porque no
resulta trivial la generacion de los inhibidores de masa molecular pequefa especificos de la calicreina plasmatica
humana (Young, W. B. et al., Biorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2006) y de otras serina proteasas humanas
(revisado en Abbenante, G. y Fairlie, D. P., Medicinal Chemistry, 2005 y Turk, B., Nature Rev. Drug Discovery,
2006). El acceso de las estructuras de moléculas pequeiias a la sintesis quimica permite reemplazar determinados
aminoacidos por bloques de construccidon no naturales y, por lo tanto, mejorar adicionalmente la afinidad de los
inhibidores.

La determinacién de la estructura de uno de los inhibidores de la calicreina plasmatica en solucién mediante RMN
sugiri6 que la molécula tiene definida la conformaciéon del esqueleto. Como se anticipd, el anillo de benceno
hidréfobo forma el niucleo de la molécula. Sin embargo, ninguna de las cadenas laterales de aminoacidos
densamente empaquetadas con el anillo de benceno para esta combinacion de compuesto conector y un Unico
polipéptido particular. Se pueden utilizar ventajosamente armazones alternativos con estructuras quimicas que
ofrecen mas posibilidades de interaccionar con el esqueleto peptidico o con las cadenas laterales de los
aminoacidos para obtener un empaquetamiento mas denso de la fraccidon de péptido si se desea. Los atomos de
hidrégeno del armazén de 1,3,5-tris-(bromometil)-benceno en las posiciones del anillo 2, 4 y 6 podrian, por ejemplo,
reemplazarse por tres sustituyentes quimicos idénticos.

En las selecciones demostradas en la presente memoria utilizamos un disefio de molécula en el cual se inmoviliza
un péptido a través de tres enlaces con un armazén de molécula pequefia para obtener una estructura peptidica
biciclica. Por supuesto, en las realizaciones de seleccién/escrutinio también se puede utilizar la creacién de
arquitecturas moleculares alternativas en las que los lazos peptidicos los escinden las proteasas antes de la
seleccion para obtener moléculas pequeiias con restos peptidicos independientes. De hecho, en este trabajo se
generaron las estructuras con dos restos peptidicos independientes cuando se escindi6 el inhibidor PK15 modificado
por TBMB mediante la calicreina plasmatica humana al incubarlo con la enzima. La molécula digerida por si sola se
encontré que tenia una actividad inhibidora que era tan buena como la de la forma no hidrolizada. La escisién de los
lazos peptidicos también ofrece la posibilidad de unir otras estructuras quimicas a los extremos nacientes amino o
carboxilo mediante otras reacciones quimicas.

Hemos valorado el potencial terapéutico del inhibidor evolucionado de la calicreina plasmatica humana mediante la
comprobacién de su capacidad para inhibir la activacion por contacto en el plasma humano. En la cirugia cardiaca
que implica una circulacion extracorporal, el contacto de la sangre con la superficie artificial de la maquina de
circulacién extracorporal y la intubacion activa varias vias de proteasas plasmaticas. Pueden sucederse
complicaciones graves, entre ellas el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS, por su nombre en inglés),
un estado inflamatorio pancorporal que puede afectar al funcionamiento del corazén y del pulmén en los pacientes
(Miller, B. E. et al., J. Of Cardiothoracic and Vascular Anesthesia, 1997). La calicreina plasmatica desempefia una
funcién clave en los primeros acontecimientos de la activacién por contacto y en la amplificacion de otras vias de
proteasas, tales como el sistema fibrinolitico y el sistema del complemento. Una estrategia habitual para suprimir la
activacion por contacto durante la intervencién cardiaca es bloquear la actividad de la calicreina plasmatica con la
aprotinina, un inhibidor de proteasas de amplio espectro de 6 kDa procedente de tejido de pulmén bovino. El
inhibidor se fija a la calicreina plasmatica con una K; de 30 nM y, por consiguiente, interrumpe la via de coagulacion
intrinseca mediante la supresion de la activacion del factor Xll. Ademas, la inhibicién de la calicreina plasmatica
disminuye la conversion del plasmindgeno en plasmina y, por consiguiente, reduce la fibrindlisis y la hemorragia que
le acompafa. La aprotinina es también un inhibidor directo de la plasmina (Ki = 3 nM). Se cree que la inhibicion
directa de la plasmina es el mecanismo principal por el que los efectos antifibrinoliticos conducen a la reduccién de
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la pérdida de sangre y a la disminucion de la necesidad de transfusion. El farmaco también tiene efectos adversos
como la anafilaxis y la toxicidad renal (revisado por Mahdy A. M. y Webster N. R., Br. J. Anaesth., 2004). Se ha
desarrollado recientemente un inhibidor alternativo de la calicreina plasmatica basado en el armazén del dominio
Kunitz humano (6 kDa) (Markland, W. et al, Biochemistry, 1996). El farmaco tiene una afinidad (Ki = 30 pM) y
especificidad significativamente mas elevadas por la calicreina plasmatica y se espera que sea menos inmunégeno
debido a su marco estructural humano. Actualmente se esta comprobando en ensayos clinicos de fase 2 (Dyax
Corp., www.dyax.com). Incluso aunque nuestro inhibidor precursor recién desarrollado tenga una afinidad casi 50
veces menor por la calicreina plasmatica humana que el producto inhibidor basado en el dominio Kunitz, se
comprobd que suprimia de manera eficaz la activacion por contacto ex vivo. Su menor tamafo (2 kDa) permite no
so6lo que se sintetice quimicamente con facilidad, sino que también disminuya ventajosamente al minimo el riesgo de
una reaccion inmunogena y hace al compuesto un inhibidor novedoso y atractivo para su desarrollo o su uso en las
circulaciones extracorporales.

Ejemplo 7: interacciones no covalentes

El compuesto conector de la invencién proporciona la ventaja adicional de influir/establecer o imponer
constrefimientos conformacionales al polipéptido diana por medio de enlaces no covalentes formados entre el
compuesto conector y el polipéptido diana. Estos se proporcionan ventajosamente ademas de los enlaces
covalentes entre el compuesto conector y el polipéptido diana.

Se debe observar que tales formaciones de enlaces y constrefiimientos no se dan a conocer en los procedimientos
de la técnica anterior, tal como la interconexién. Primero, los interconectores son tipicamente demasiado pequerios
y/o demasiado flexibles para contribuir al constrefiimiento conformacional. Segundo, en el ejemplo especifico de
interconexién conocido que se explica mas arriba (p. €j., Roberts, patente de los EE.UU. n.° US 2003/0235852A1), el
conector bivalente es pequefio (propilo) y muy flexible al haberse disefiado a propdsito, y no hay pruebas de que
produzca ninguna interaccion no covalente ni imponga ningun constrefiimiento conformacional mas alla de juntar dos
restos dentro del polipéptido. En cualquier caso, este interconector de la técnica anterior es sélo bivalente.

En este ejemplo demostramos que se pueden formar enlaces no covalentes ventajosos entre el compuesto conector
y €l polipéptido diana de la invencion.

La estructura de un inhibidor de la calicreina plasmatica humana generado con el procedimiento de la invencion
(véanse los ejemplos anteriores) se resolvio por RMN. En la estructura propuesta, varios atomos de carbono del
polipéptido se encuentran muy préximos (< 4 A) a los atomos de carbono del compuesto conector. Esto sugiere que
las interacciones no covalentes estan presentes, en este ejemplo son interacciones hidréfobas, entre el nucleo y el
polipéptido de la invencion.

Estas interacciones son:

Ser3 CB - Rng C26 3,62 A
Ser3 CB - Rng C2 40A

Ser3 CB - RngCMe2 3,63 A
Cys2 CB - Rng CMe2 2,56 A
Cys9 CB - Rng C29 3,13A
Cys9 CB - Rng C9 3,32A
Pro1l0CG - RngCMe9 3,8A

Prol0CD - RngCMe9 3,13 A
Cys16CB - Rng C16 3,43 A
Cys16CB - Rng C26 3,79 A

Ademas, las interacciones hidrégeno-hidrégeno entre los atomos de hidrogeno del polipéptido y los atomos de
hidrégeno del compuesto conector se detectaron mediante espectroscopia 'H-RMN NOESY.

Por lo tanto, se demuestra la existencia de varias clases de interaccidon no covalente entre el compuesto conector y
el polipéptido diana de la invencion. Estas proporcionan ventajosamente mas constrefiimiento conformacional a los
polipéptidos de la invencion.

Ejemplo comparativo 8: Quimiotecas combinatorias codificadas en fagos
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Vision general

La tecnologia de exposicion en fagos se ha demostrado con anterioridad que es eficaz para fabricar anticuerpos
terapéuticos a partir de genotecas combinatorias, pero es dificil de aplicar para fabricar moléculas pequefas
farmacologicas. Aqui describimos una estrategia con fagos para seleccionar imitadores de compuestos
macrociclicos producidos por las péptido sintasas que no estan en ribosomas. Los repertorios de péptidos se
disefiaron con tres restos de cisteina reactivos, separados entre si por restos de aminoacidos aleatorios, y se
fusionaron a la proteina del gen 3 de los fagos. La conjugacion con un compuesto conector (en este ejemplo tris-
(bromometil)benceno) a través de las cisteinas reactivas genero repertorios de conjugados peptidicos con dos lazos
peptidicos anclados a un nucleo de mesitileno. La reiteracion de la seleccion por afinidad produjo varios inhibidores
enzimaticos; después de mutagénesis adicionales y seleccion, aislamos un inhibidor puntero (PK15) (K; = 1,5 mM)
especifico de la calicreina plasmatica humana que interrumpié con eficacia la via de coagulacién intrinseca en el
plasma humano ensayado ex vivo. Por consiguiente, demostrd que esta estrategia proporciona medios poderosos
para generar y detectar tales imitadores de macrociclos.

Antecedentes

El descubrimiento de nuevos ligandos de dianas receptoras, enzimaticas o nucleotidicas representa la primera etapa
del desarrollo de farmacos terapéuticos. Para los farmacos basados en ligandos organicos pequefios, el escrutinio
de alto rendimiento (HTS, por su nombre en inglés) ha demostrado ser una estrategia popular; se sintetizan (o se
compran) grandes genotecas de compuestos y a cada compuesto se le ensaya la union a las dianas. Con el uso de
robots se puede detectar de 10° a 10° compuestos al dia, pero las dianas relevantes suelen requerir mas quimica
para mejorar su afinidad de union y su especificidad de diana'?. Para los farmacos basados en &cidos nucleicos,
péptidos o proteinas, los procedimientos de seleccion b|olog|ca ofrecen una estrategia alternativa. Estos
procedimientos (tales como la exposicién en fagos, exposicion en ribosomas, exposicion de ARNm o tecnologias de
aptameros de ARN/ADN) se basan en (a) crear una coleccion heterogénea en la que el fenotipo (fijacion a la diana)
de cada miembro de la coleccién esta conectado con su genotipo (el ADN o ARN codificante), y (b) un ciclo
reiterativo en el que los miembros de la colecidon se seleccionan por la fijaciéon a la diana y luego se amplifican
(mediante la replicacion en una célula hospedadora, o la copia in vitro del acido nucleico codificado). En cada ronda
de seleccion, los aglutinantes se enriquecen de este modo frente a los no aglutinantes. Se puede realizar el
escrutinio eficaz de colecciones muy grandes (de 10° a 10" miembros) con unas pocas rondas de seleccion y los
mejores casos se pueden refinar mediante mutacién y posterior seleccion®. El procedimiento es muy poderoso y se
ha utilizado para crear anticuerpos terapéuticos tales como Humira ™45 Se han intentado desarrollar varias veces
procedimientos de seleccidon para aislar ligandos organicos pequefios. EI ADN tipicamente se utiliza como una
etiqueta que con facilidad se puede sintetizar, secuenmar ampllflcar y/o hibridar. Por ejemplo, se pueden conjugar
moléculas pequefias a un etiqueta Unica de ADN® (o bacterlofago ), Y los conjugados se mezclan juntos para crear
una genoteca de moléculas pequenas etiquetadas. Después de seleccionar la coleccién contra la diana, las
moléculas pequenas «relevantes» se pueden identificar mediante la secuencia de sus etiquetas (amplificadas). Otra
alternativa es que las etiquetas de ADN se pueden introducir durante la sintesis de las quimiotecas comblnatorlas
Por ejemplo, las moléculas pequefias y una correspondiente etiqueta se sintetizan en paralelo sobre la misma perla
o la hibridacién de la etiqueta se utiliza para gobernar la via de la sintesis qU|m|ca De tales colecciones, la via (y
por lo tanto estructura) sintética de las moléculas relevantes seleccionadas se pueden deducir de la secuencia de la
etiqueta. A pesar de su ingeniosidad, estos procedimientos padecen una desventaja comun; la molécula pequefa
esta conectada a la etiqueta de ADN sdélo durante la primera ronda de seleccién, lo que lo imposibilita la reiteracion
de las rondas (y limitan la aplicacidon a colecciones pequefias). Por lo tanto, la técnica anterior presenta numerosas
dificultades.

En este ejemplo demostramos que la |nvenC|on se puede utilizar para modificar quimicamente los péptidos sobre
fago durante el procedimiento de seleccion'®"! para crear imitaciones de compuestos monociclicos peptidicos.
Recientemente se han descrito procedimientos para sujetar los péptidos por las cadenas laterales reactivas (p. €j.,
cisteinas) a los grupos funcionales de un armazon'? organico, y con ello generar conjugados de péptidos policiclicos
que comprenden un nucleo organico decorado con lazos peptidicos. Como las estructuras son reminiscentes de los
farmacos macrociclicos peptidicos, exploramos la posibilidad de crear y seleccionar genotecas de tales conjugados
en fagos filamentosos (figura 9a). Mientras que los macrociclos peptidicos se hacen normalmente in vivo mediante
péptido sintasas 1314 no ribosémicas, nuestra estrategia utiliza la sintesis ribosémica in vivo y luego la conjugacion
quimica ex vivo.

Resultados
Conjugacion de un armazén organico a los péptidos expuestos en fagos

Utilizamos el compuesto organico pequefio tris-(bromometil)benceno gTBMB) como armazoén (compuesto conector)
al que anclar los péptidos que contienen tres restos de cisteina'®"® (figura 9a). La reaccidon se produce en
disolventes acuosos a temperatura ambiente, y la simetria de rotacion ternaria de la molécula de TBMB asegura la
formacion de un isémero espacial y estructural Unico.
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Primero elaboramos las condiciones de reaccién para la conjugacion del péptido NGEGSGCGSGLGE fusionado a
los dominios D1-D2 solubles de la plll del fago, y se analiza la masa molecular de los productos mediante
espectrometria de masas. Sin embargo, fuimos incapaces de conjugar selectivamente los tres restos de cisteina del
péptido con el TBMB, a la vez que se respetaban los puentes disulfuro entre D1 y D2 (C7-C36, C46-C53, C188-
C201). Esto nos invité a aprovecharnos de una proteina del gen 3 sin puentes disulfuro desarrollada recientemente
por Schmidt F. X. y colaboradores'®. La proteina de fusion péptido-D1-D2 (sin puentes disulfuro) se redujo con tris-
(carboxietil)fosfina (TCEP), se retird eI TCEP y se anadio el TBMB. Fue suficiente una concentracion de TBMB de 10
MM para la reaccion cuantitativa con la proteina de fusién del péptido a 30 °C en una hora, lo que dio
predominantemente un producto con la masa molecular esperada (A masa esperada = 114 Da; figura 10a). No se
detectd ningun producto con la proteina D1-D2 (sin puentes disulfuro). Inesperadamente, encontramos que la
reaccion del TBMB con las fusiones péptido-D1-D2 (sin puentes disulfuro) que contienen sélo dos restos de cisteina
("AGSGQGSGQGC‘D]‘DZ) produjeron un producto con una masa molecular coherente con la reaccion de ambas
cisteinas y el grupo amino a del extremo amino del péptido (figuras 15A y 15b). De igual forma, la reaccion del
TBMB con las fusiones péptido-D1-D2 (sin puentes disulfuro) que tienen una cisteina y una lisina
(NAGSGKGSGQGC'D“DZ) produjeron una masa molecular coherente con la reaccion de la cisteina, el grupo amino
a del extremo amino y el grupo amino € de la lisina (figuras 15c y 15d). Al haber identificado las condiciones
adecuadas, hacemos reaccionar el TBMB con el fago (con p3 sin puentes disulfuro) que lleva el péptido
NGCGSGCGSGLGE. Esto conduce a una pequefia pérdida (de 5 veces) de infectividad del fago (figura 10b).

Creacion de una coleccion de péptidos policiclicos y seleccion por afinidad

Disefiamos una coleccién de péptidos con dos secuencias de seis aminoacidos aleatorios flanqueados por tres
cisteinas [Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)s-Cys; figura 11a] para exposicion en fagos (con p3 sin puentes disulfuro). Se afadié
un resto de alanina al extremo amino del péptido para garantizar que la secuencia sefial se procesa correctamente.
Se colocé un conector Gly-Gly-Ser-Gly entre la tercera cisteina y la proteina del gen 3. Como el fago (con p3 sin
puentes disulfuro) tenia una infectividad 100 veces menor que el tlpo silvestre, se produjo una gran cantidad de
particulas de fagos a partir de la genoteca (se estlmaban 4.4 x10° variantes). Un litro de cultivo incubado durante
una noche a 30 °C producia tipicamente de 10" a 10" particulas infectantes.

Comprobamos la capacidad de fijacion e inhibicion de Ias proteasas humanas catepsina G y calicreina plasmatica
que tenia la genoteca de péptidos policiclicos. Unas 10" particulas infectantes de fagos purificadas se modificaron
quimicamente con TBMB y luego se incubaron con las proteinas diana biotiniladas. Después de la captura sobre
perlas magnéticas con avidina o estreptavidina, los fagos enriquecidos se trataron en dos rondas mas de seleccion,
donde cada ronda comprendia amplificacion (mediante la infeccidén bacteriana), conjugacién quimica y captura con
las dianas biotiniladas. El titulo del fago se increment6 después de la segunda y tercera rondas, lo que sugeria un
enriquecimiento en los aglutinantes especificos. El ADN que codifica los péptidos se amplificé por PCR a partir de la
poblacién seleccionada de fagos en la tercera ronda, y se volvié a clonar para expresarlo en el periplasma como
proteinas de fusion péptido-D1-D2 (D1-D2 sin puentes disulfuro) y se secuencié. Esto reveld secuencias consenso
en uno o ambos lazos peptidicos (figuras 11b y 11c) y varios de ellos se expresaron, se purificaron, se conjugaron
con TBMB y se les analizo su actividad inhibidora de proteasas. Los mejores inhibidores de la calicreina plasmatica
y de la catepsina G tenian una Clsp de 400 nM (PK2 y PK4) y 100 nM (CG2 y CG4), respectivamente, cuando se
analizaron como una fusion con D1-D2. Como realizamos el escrutinio de los clones seleccionados de fagos por su
inhibicién (en lugar de fijacion), no podemos afirmar si también se seleccionaran las moléculas que se fijaban a las
proteasas, pero que no las inhibian. Sin embargo, el hallazgo de que una gran mayoria de los clones verificados
después de la seleccion de fagos mostré actividad inhibidora sugiere que se seleccionaron predominantemente los
inhibidores.

Maduracién de la afinidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana

La mayoria de las secuencias que se unian a la calicreina revelaron secuencias consenso en uno u otro de los lazos
del péptido. Se crearon tres nuevas genotecas con una de las tres regiones consenso en un lazo y seis aminoacidos
aleatorios en el otro lazo (figura 12a). Se mezclaron las colecciones y se cribaron los fagos en condiciones rigurosas
(de 1 nM a 200 pM de calicreina biotinilada). La secuencia aleatoria convergié a un nuevo consenso, y produjo
clones con secuencias consenso en ambos lazos (figura 12b). Los ensayos de inhibicion revelaron que la Clsp del
mejor inhibidor (PK15) era de 20 nM cuando se ensayaba como una fusion con D1-D2.

Actividad y especificidad de los inhibidores sintetizados quimicamente

Los péptidos sintéticos que corresponden a los cuatro inhibidores de la calicreina de la seleccion primaria (PK2,
PK4, PK6 y PK13) y al mejor inhibidor de la seleccion por maduracion de la afinidad (PK15) se sintetizaron mediante
sintesis quimica en fase sélida. Los péptidos tenian un resto de alanina en el extremo amino y una glicina amidada
en el extremo carboxilo para representar la carga y el entorno quimico de los péptidos expuestos en fagos. Los
péptidos sintéticos conjugados con TBMB inhibian la actividad de la calicreina con al menos 250 veces mas potencia
que los péptidos sin conjugar (tabla 1).
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Tabla 1: Inhibidores peptidicos sintetizados quimicamente. Se muestra la secuencia de aminoacidos de cinco
inhibidores (17-meros) de la calicreina plasmatica. La secuencia de los péptidos sintéticos procede de los clones
PK2, PK4, PK6 y PK13 (aislados en selecciones de fagos con la genoteca 1) y del clon PK15 (un clon por
maduracioén de la afinidad aislado de la genoteca 2). Se indica la masa molecular y la actividad inhibidora antes y
después de la modificacion de los péptidos con el TBMB:

Clon Secuencia de aminoacidos Masa (Da) Clsp (nM)
original
Péptido lineal | Péptido biciclico| Péptido lineal | Péptido biciclico

PK2 H-ACSDRFRNCPLWSGTCG-NH2 1871,2 1985,3 > 10 000 28,6

PK4 H-ACSTERRYCPIEIFPCG-NHz 1942,9 2055,9 7181 33

PK6 H-ACAPWRTACYEDLMW CG-NH2 1974,8 2088,7 5707 21,2

PK13 H-ACGTGEGRCRVNWTPCG-NH: 1764,8 1879,1 > 10 000 39,1

PK15 H-ACSDRFRNCPADEALCG-NH2 1825 19394 > 10000 1,7

Eran inhibidores mas de 10 veces mas potentes que los conjugados péptido-D1-D2 (tabla 1; figura 13);
presumiblemente sea debido a la unién del resto peptidico conjugado con el resto D1-D2. La constante de inhibicion
aparente (Ki) del péptido conjugado PK15 (figura 9b) se calculé con la ecuacion de Cheng y Prusoff'” que era de 1,5
nM. La incubacion del conjugado PK15 con la calicreina conduce a la hidrdlisis de un enlace peptidico después de
una incubacion prolongada (escision del 90% después de 24 h a 37 °C), tal y como se muestra por la ganancia de
masa de 18 Da, pero la actividad inhibidora de las muestras escindidas y sin escindir resultaron ser similares (Clsp
de 2,2 nM y 1,6 nM, respectivamente).

También se analizaron los cinco inhibidores contra la calicreina plasmatica de ratéon (identidad de secuencia del
79%) o las serina proteasas homologas factor Xla (identidad de secuencia del 63%) y trombina (identidad de
secuencia del 36%). Ninguno inhibié a estas enzimas a la concentracion mas alta utilizada (10 pM).

Interrupcion de la via de coagulacion intrinseca mediante un inhibidor de la calicreina plasmatica humana

La calicreina plasmatica humana desempefia una funcion clave en las primeras etapas de la via de coagulacion
intrinseca al convertir el factor Xll en el factor Xlla que entonces actia sobre la siguiente proteasa de la via.
Analizamos si el conjugado PK15 inhibia la activacion del factor Xlla en las muestras de plasma humano. La via se
desencadend con caolin y la actividad del factor Xlla se midié con un sustrato colorimétrico. La actividad de Xlla
cayo a la mitad en presencia del conjugado PK15 a 160 nM (figura 16). En comparacion, para lograr el mismo efecto
se necesitd la aprotinina a 5 uM, un inhibidor bovino de 6 kDa de las serina proteasas que también se usa en la
clinica como inhibidor de la calicreina plasmatica (Ki = 30 nM).

Determinacion de la estructura del péptido PK15 modificado con TBMB

Se ley6 el espectro 2D por 'H-RMN del conjugado PK15 y fue posible alinear especificamente la secuencia con los
desplazamientos quimicos en los espectros de TOCSY y de NOESY. En la figura 14 se muestra una conformacion
del inhibidor calculada por las restricciones de distancias derivadas del NOESY. Los dos lazos del péptido estan
dispuestos alrededor del nucleo de mesitileno al que estan unidos covalentemente, pero no interaccionan entre si.
Los lazos no se empaquetan densamente contra el nucleo, pero algunos atomos de carbono del polipéptido (Cys9
CB, Cys16 CA, Gly17 CA) estan a menos de 4 A de los atomos del nicleo molecular, lo que sugiere que debe existir
algun tipo de interaccion hidrofoba.

Discusion del ejemplo comparativo 8

Hemos mostrado que la reaccion del tris-(boromometil)benceno (TBMB)™ con las genotecas de péptidos ricos en
cisteina expuestos sobre bacteriéfagos filamentosos genera conjugados (complejos de acuerdo con la presente
invencion) sobre los que se pueden realizar selecciones iterativas. Fue un desafio conjugar el péptido expuesto a la
vez que se respetaba al fago, y tuvimos que variar la concentracién de los reactantes, la composicion del solvente y
la temperatura de reaccion, y también usamos fagos que carecian de puentes disulfuro en la proteina del gen 3. A
partir de una genoteca de >10° miembros y selecciones reiterativas conseguimos aislar inhibidores potentes de la
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calicreina plasmatica humana (<2000 Da). Nuestro mejor inhibidor (PK15) con K; = 1,5 nM interrumpe con eficacia la
via de la coagulacion intrinseca en el plasma humano analizado ex vivo, y era muy especifico: no inhibia la
calicreina plasmatica de raton ni las proteasas plasmaticas homdlogas humanas factor Xla y trombina.

Nuestro repertorio se construy6 a partir de péptidos de 17 restos con tres cisteinas, separadas entre si por seis
aminoacidos aleatorios. Después de la conjugacion con TBMB, se espera que los péptidos formen dos lazos de seis
restos unidos a un nucleo de mesitileno, como se confirmé realmente gracias a la estructura del inhibidor de la
calicreina PK15 resuelto por RMN (figura 14). Tales péptidos policiclicos deben tener ventajas tanto sobre los
péptidos con puentes disulfuro como con los lineales. Las ventajas de los péptidos policiclicos sobre los péptidos
con puentes disulfuro son que los enlaces covalentes azufre-carbono, una vez que se forman, son inertes para el
intercambio®, y también son estables en un entorno reductor'®. La ventaja de los péptidos policiclicos sobre los
péptidos lineales es que estan interconectados y mas constrefiidos. Esto tiene dos consecuencias principales: (a) los
péptidos constrefiidos se espera que se unan mas estrechamente a las dianas (debido a la menor pérdida de
entropia conformacional). Nuestra revision de la bibliografia sobre inhibidores peptidicos que se han aislado por
exposicion en fagos muestra que la mayoria contienen puentes disulfuro y tienen constantes de inhibicion del orden
micromolar (tabla 3).

Tabla 3: Inhibidores peptidicos seleccionados en fagos. Se indican la secuencia de los péptidos, la diana de la
enzima y la afinidad de union. Los restos de cisteina que forman puentes disulfuro estan subrayados.

Diana Secuencia peptidica Afinidad Referencia
Antigeno prostatico especifico (PSA) | CVAYCIEHHCWIC Kp=29uM |1
Calicreina 2 humana SRFKVWW AAF Clsp=3,4uM |2
Activador del plasmindgeno de tipo CSWRGLENHRMC Ki=6,7 uM 3
urocinasa (uPA)

Activador del plasmindgeno de tipo CPAYSRYLDC Ki=0,4 uM 4
urocinasa (uPA)

Quimotripsina CCFSWRCRC Ki=1uM 5
TF-fVII EEWEVLCWTWETCER Clsp=15nM |6
Enzima convertidora de la GDYSHCSPLRYYPWWKCTYPDP Ki=2,8nM 7
angiotensina 2 (ACE2)

ErbB-2 KCCYSL Ki =30 uM 8
Ureasa YDFYWW Clsp=30uM |9
Lipasa pancreatica CQPHPGQTC Clsp =16 uM |10
B-Lactamasa CVHSPNREC Clso=9 uM 11
DNasa Il CLRLLQWFLWAC Ki=0,2 uyM 12

Solo dos inhibidores peptidicos fueron tan potentes como la PK15; ambos contenian un puente disulfuro y al menos
dos restos de triptéfano'®®. Esto sugiere que (a) la conformacion constrefiida y la posibilidad de formar
interacciones hidrofobas son clave para estas afinidades elevadas; (b) los péptidos constrefidos (e interconectados)
también deben ser mas resistentes a la escision y/o inactivacion que los péptidos lineales. De hecho, en nuestro
trabajo se escindié uno de los lazos del inhibidor PK15 después de la incubacion prolongada con la calicreina
plasmatica humana, pero permanecio intacta y activa.

Los conjugados policiclicos se prestan a la ingenieria genética y quimica. La masa molecular del PK15 (1939,4 Da)

es mayor que la de varios farmacos macrociclicos peptidicos (tabla 2), pero seria posible utilizar lazos mas

pequefios. Por ejemplo, al alterar el espaciado de las cisteinas, se varia directamente la longitud del lazo, o incluso
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se afiaden segmentos adicionales a los extremos de los péptidos.

Tabla 2. Comparacién de tamafios de los farmacos macrociclicos.

Nombre Tamaiio del ciclo o de los ciclos Masa molecular (Da) Aplicacion
Actinomicina 16,16 1255,42 Antineoplasico
Amfotericina B 38 924,08 Antimicotico
Azitromicina 15 748,88 Antibidtico
Caspofungina 21 1093,31 Antimicotico
Ciclosporina 32 1202,61 Inmunodepresor
Daptomicina 31 1619,71 Antibidtico
Eritromicina 14 733,93 Antibidtico
Ixabepilona 16 506,70 Antineoplasico
Ocredtido 20 1019,24 Hormona
Oxitocina 20 1007,19 Hormona
Polimixina B 23 1301,56 Antibiético
Rapamicina 29 914,17 Inmunodepresor
Rifabutina 27 847,01 Antibidtico
Vancomicina 16, 16, 12 1449,30 Antibidtico

Otras variaciones podrian incluir la mutagénesis de los lazos (como con la maduracién de la afinidad de PK15); la
escision proteolitica de uno o ambos lazos para generar segmentos peptidicos «ramificados» en las cisteinas;
conjugacion quimica en los extremos del péptido naciente después de la escision de lazo®'; o el uso de variaciones
en los nucleos organicos. Por ejemplo, un ndcleo organico mas grande, o uno con mas grupos funcionales podria
interaccionar mas extensivamente con los lazos o con la diana, y también se podrian utilizar para introducir
funciones completamente nuevas, tales como la fluorescencia. Si se realizasen estas operaciones sobre el
conjugado expuesto en fagos, se podrian seleccionar las variaciones mediante un proceso reiterativo. Dado que los
conjugados peptidicos también son adecuados para la sintesis quimica, se podrian introducir sintéticamente mas
variaciones (tales como la sustitucion mediante aminoacidos no naturales).

Los inhibidores de la calicreina plasmatica humana se han desarrollado clinicamente para el tratamiento del
angioedema hereditario y para la intervencién quirtrgica para la derivacion coronaria, gero se ha demostrado que es
dificil fabricar moléculas pequefias que sean especificas de la calicreina (revisado en’ ’23). El hecho de que nosotros
obtengamos facilmente un inhibidor muy especifico y de gran afinidad mediante la seleccion reiterativa de
conjugados peptidicos policiclicos sobre los fagos indica que esta estrategia esta bien encaminada.

Materiales y métodos
Modificacion quimica con TBMB de los repertorios peptidicos sobre los fagos

Las genotecas de péptidos en fagos que se basan en el plasmido fdg3p0ss2116 se clonaron y se produjeron como
se describe mas adelante. Tipicamente, los fagos purificados con PEG a 10"-10"? u.t. se redujeron en 20 ml de
NH4sHCO3 a 20 mM, pH 8 con TCEP a 1 mM a 42 °C durante 1 hora. Los fagos se centrifugaron a 4000 rpm en un
filtro Vivaspin 20 (masa molecular limite de 10 000) para reducir el volumen del tampén de reduccion a 1 ml y se lavo
dos veces con 10 ml de tampdn de reaccion enfriado en hielo (NH4HCO3 a 20 mM y EDTA a 5 mM, pH 8). El
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volumen del fago reducido se ajusté a 32 ml con tampoén de reaccion, y se le afadieron 8 ml de TBMB a 50 uM en
ACN para obtener una concentracion final de TBMB de 10 uM. La reaccion se incubd a 30 °C durante 1 hora antes
de que el TBMB sin reaccionar se retirase mediante precipitacion del fago con un 1/5 de volumen de PEG al 20% y
NaCl a 2,5 M en hielo y centrifugacion a 4000 rpm durante 30 minutos.

Seleccién de fagos con calicreina plasmatica y catepsina G humanas

La calicreina plasmatica y la catepsina G humanas biotiniladas (5 a 20 ug: el protocolo utilizado para la biotinilacion
se puede encontrar mas adelante) se bloquearon por incubacién durante 30 minutos en 0,5 ml de tampon de lavado
(Tris-HCl a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150 mM, MgCl, a 10 mM y CaCl, a 1 mM) que contenia SAB al 1% y Tween 20 al
0,1%. El fago modificado quimicamente (tipicamente 10'°-10"" u.t. disueltos en 2 ml de tampén de lavado) se
bloquearon con la adicion de 1 ml de tampon de lavado que contenia SAB al 3% y Tween 20 al 0,3% e incubacion
durante 30 minutos. Se pipetearon 3 ml de fagos bloqueados en 0,5 ml de antigeno bloqueado y se incubaron
durante 30 minutos en una rueda giratoria a temperatura ambiente. Se bloquearon 50 ul de perlas magnéticas de
estreptavidina (Dynal, M-280 de Invitrogen, Paisley, Reino Unido) mediante la incubaciéon en 0,5 ml de tampdn de
lavado que contenia SAB al 1% y Tween 20 al 0,1% durante 30 minutos. Las perlas bloqueadas se afadieron a la
mezcla de fagos/antigenos y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente en una rueda giratoria. Se lavaron
las perlas 8 veces con tampén de lavado que contenia Tween 20 al 0,1% y dos veces con tampoén de lavado antes
de la incubacién con 100 pl de glicina a 50 uM, pH 2,2, durante 5 minutos. Se transfirieron los fagos eluidos a 50 pl
de Tris-HCl a 1 M, pH 8, para la neutralizacion, se incubaron con 50 ml de células TG1 a una DOgoo = 0,4 durante 90
minutos a 37 °C, y las células se sembraron en placas grandes de cloranfenicol/2YT. Se realizaron dos rondas
adicionales de cribado con los mismos procedimientos. En la segunda ronda de selecciéon se utilizaron perlas
magnéticas revestidas de neutravidina para impedir el enriquecimiento en péptidos especificos de estreptavidina.
Las perlas de neutravidina se prepararon haciendo reaccionar 0,8 mg de neutravidina (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.)
con 0,5 ml de perlas magnéticas activadas con tosilo (Dynal, M-280 de Invitrogen, Paisley, Reino Unido), de acuerdo
con las instrucciones del proveedor.

Escrutinio de la actividad inhibidora en los clones seleccionados

Los genes que codifican los péptidos seleccionados en la segunda y tercera rondas de biocribado se clonaron en un
vector basado en pUC119 para la expresion de las proteinas de fusion péptido-D1-D2 (proteina D1-D2 sin puentes
disulfuro; los procedimientos de clonacion y expresion se describen mas adelante). Los grupos sulfhidrilo oxidados
de los péptidos se redujeron por incubacion de la proteina (1 a 10 uM) con TCEP a 1 mM en NHsHCO3za 20 mM, pH
8, a 42 °C durante 1 hora. El reductor se retird por cromatografia de exclusion por tamafios en una columna PD-10
(Amersham Pharmacia, Upsala, Suecia) con el tampén de NH4HCO3 a 20 mM y EDTA a 5 mM, a pH 8. Los grupos
tiol de las proteinas se hicieron reaccionar incubandolos con TBMB a 10 uM en el tampdn de reaccion (NHsHCO3 a
20 mM, EDTA a 5 mM, pH 8, y ACN al 20%) a 30 °C durante 1 hora. Para la retirada del TBMB sin reaccionar y la
concentracion, se filtro la proteina con un microcon YM-30 (Millipore, Bedford, MA). Se determiné la concentracion
de los productos midiendo la absorbancia a 280 nm. Se midié la Clsp mediante la incubacion de diferentes
concentraciones de las proteinas de fusion del péptido modificado (diluciones de 2 veces) con calicreina plasmatica
(0,1 nM) o catepsina G (20 nM) humanas y determinando la actividad residual en Tris-HCl a 10 mM, pH 7,4, NaCl a
150 mM, MgCl, a 10 mM, CaCl, a 1 mM, SAB al 0,1% y Triton-X100 al 0,01%. La actividad de la calicreina
plasmatica humana se midi6 con el sustrato fluorégeno Z-Phe-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una
concentracion de 100 uM en un lector de placas de fluorescencia Spectramax Gemini (excitacion a 355 nm, lectura
de la emision a 460 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). La actividad de la catepsina G humana se
midi6 con el sustrato colorimétrico N-Suc-Ala-Ala-Phe-Pro-pNA (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentracion de
1 mM con un lector de placas de absorcion Spectramax (lectura a 410 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EE.UU.).

Sintesis quimica de péptidos biciclicos

Péptidos con una amina libre en el extremo amino y una amida en el extremo carboxilo se sintetizaron quimicamente
a una escala de 25 mg mediante quimica en fase solida (JPT Peptide Technologies, Berlin, Alemania). Los péptidos
brutos en 1 ml de NH4HCO3 al 70%, pH 8, y ACN al 30% (1 mM) se hicieron reaccionar con TBMB (1,2 mM) durante
1 hora a temperatura ambiente. El producto de reaccién se purific6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) de fase inversa con una columna C18 y elucién en gradiente con una fase moévil compuesta de una solucion
de ACN vy acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1% a una velocidad de flujo de 2 ml/min. Los péptidos purificados
se liofilizaron y disolvieron en DMSO o en un tampon de Tris-HCl a 50 mM, pH 7,8, y NaCl a 150 mM para las
mediciones de actividad.

Clonacion y expresion de las proteinas de fusién péptido-D12

Se expresaron en E.colilos dominios D1-D2 de la g3p (que comprende los restos desde los aminoacidos 2 a 217 de
la fd-g3p madura) con y sin el péptido NACGSGCGSGCGE fusionado al extremo amino. El vector de expresion
basado en pUC119 con una secuencia lider y el gen de D1-D2 con una etiqueta de hexa-histidinas en el extremo
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carboxilo (aqui denominado pUC119H6D12) fue proporcionado generosamente por Phil Holliger del Laboratorio de
Biologia Molecular (LMB) de Cambridge. Se cloné un plasmido para la expresion de D1-D2 con el péptido en el
extremo amino mediante amplificacion por PCR del gen de D1-D2 con los cebadores pepd12ba (que codifica la
secuencia peptidica) y d12fo y la ligacion en el vector pUC119H6D12 digerido con SfillNotl. El gen para la expresion
de D1-D2 sin puentes disulfuro con un total de 20 aminoacidos se amplifico por PCR a partir del vector fdg3p0ss21
con alguna de las parejas de cebadores d120ssba/d120ssfo, pepd120ssba/d120ssfo, P2cd120ssba/d120ssfo o
P1cd120ssba/d120ssfo y se ligd en SfillNotl en el pUC119H6D12 para la expresion del D1-D2 sin puentes disulfuro
con y sin los péptidos "ACGSGCGSGCGE, NAGSGCGSGCGE o NAGSGKGSGCGE fysionados al extremo amino.
Las 6 proteinas se expresaron en las células de E. coli TG1 a 30 °C durante 8 horas y se purificé la fraccion
periplasmatica por etapas mediante cromatografia de afinidad de Ni y filtracion en gel en una columna Superdex 75
en HN4HCO3, pH 7 4.

Analisis espectrométrico de masas de las proteinas de fusion péptido-D12

La masa molecular de las proteinas (5 a 20 yM) antes y después de la modificacion con TBMB se determind
desnaturalizando las proteinas en 4 volimenes de MeOH al 50% y &cido férmico al 1%, y mediante el analisis en un
espectrometro de masas de tiempo de vuelo con ionizacidon por electropulverizacién (Micromass, Milford, MA,
EE.UU.). Se obtuvieron las masas moleculares por desconvolucion de los espectros de masas de las proteinas con
varias cargas utilizando la version 4.1 de MassLynx.

Creacion de la genoteca 1 de péptidos en fagos

Los genes que codifican un péptido semialeatorio con la secuencia Ala-Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)s-Cys, el conector Gly-
Gly-Ser-Gly y los dos dominios sin puentes disulfuro D1 y D2 se clonaron en la orientacién correcta en el vector
fagico fd0OD12 para obtener la genoteca en fagos 1. El vector fd0D12, que carece de los genes de los dominios D1 y
D2 del gen 3 y que tiene un segundo sitio de restriccion Sfil que se cred previamente mediante la amplificacion por
PCR del plasmido fdg3p0ss21 completo utilizando los cebadores ecoG3pNba y pelbsfiecofo. Los genes que
codifican el repertorio de péptidos y los dos dominios del gen 3 se crearon por etapas en dos PCR consecutivas.
Primero, los genes D1y D2 se amplificaron por PCR con los dos cebadores prepcr y sfi2fo con el vector fdg3p0ss21
como plantilla. Segundo, el ADN que codifica los péptidos aleatorios se afiadié en una PCR con los cebadores
sficx6ba y sfi2fo. La ligacion de 33 y 9 ug del plasmido fd0D12 digerido con Sfil y el producto de PCR produjo 4,4 x
10° colonias en 12 placas de 20 x 20 cm de 2YT con cloranfenicol (30 pg/ml). Se rasparon colonias de las placas
con medio 2YT, complementado con glicerol al 15% y se almacenaron a —80 °C. Se diluyeron las reservas en
glicerol a una DOggo = 0,1 en cultivos de 1 | de 2YT/cloranfenicol (30 pg/ml) y los fagos se expresaron a 30 °C
durante una noche (12 a 16 horas).

Biotinilacion de los antigenos

La calicreina plasmatica humana (activada con el factor Xlla) se compré a Innovative Research (Southfiled, Ml,
EE.UU.) y se biotinild a una concentracion de 1,2 uM con un exceso molar de 5 veces de Sulfo-NHS-LC-biotina
(Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) en PBS, pH 7,4, y DMSO al 5% a temperatura ambiente durante una hora. La
proteina biotinilada se purificé en una columna PD-10 con un tampoén de NaAc a 50 mM, pH 5,5, y NaCl a 200 mM.
La catepsina G humana se compré ya biotinilada a Lee Biosolutions (Saint Louis, MI, EE.UU.).

Subclonacién y escrutinio de la expresiéon de los clones de fago seleccionados

El ADN plasmidico de los clones seleccionados después de la segunda y tercera rondas de biocribado se amplificd
por PCR en un solo tubo con los cebadores 21segba y flagfo, y se cloné en el vector puC119H6D12 en los sitios Sfil
y Notl para la expresion periplasmatica de los péptidos fusionados a los dominios D1-D2 sin puentes disulfuro con
una etigueta FLAG y una etiqueta de hexa-histidinas en el extremo carboxilo. Los plasmidos ligados se
electroporaron en las células TG1 y se sembraron en placas de 2YT/ampicilina (100 pg/ml). Los clones que
expresaban la proteina recombinante se identificaron como sigue: el medio (2YT con ampicilina a 100 pg/ml) en
placas de 96 pocillos profundos (1 ml/pocillo) se inoculé con células de colonias diferentes y se incubé a 37 °C. Se
indujo la expresion de las proteinas con IPTG a 1 mM cuando los cultivos eran turbios y se agitaron las placas a 300
rpm a 30 °C durante una noche. Se sedimentaron las células por centrifugacion a 3500 rpm durante 30 minutos, se
lisaron y se lavaron con tampoén de lavado que contenia lisozima a 1 mg/ml y se centrifugaron a 3500 rpm para
sedimentar los residuos celulares. Los sobrenadantes se transfirieron a placas Polysorp de 96 pocillos (Nunc.
Roskilde, Dinamarca) para la absorcion inespecifica. Los pocillos se enjuagaron dos veces con tampoén de lavado
que contenia Tween 20 al 0,1% y se bloquearon con tampon de lavado que contenia SAB al 1% y Tween 20 al 0,1%
durante 1 hora. El conjugado anti-FLAG M2-peroxidasa (Sigma-Aldrich, San Louis, MO, EE.UU.) se diluyé 1:5000 y
se bloqued en tampdn de lavado que contenia SAB al 1% y Tween 20 al 0,1%, y se afiadi6 a las placas durante 1
hora. Se lavaron los pocillos (5 veces con tampodn de lavado que contenia Tween 20 al 0,1% y una vez sin
detergente) y la peroxidasa unida se detectd con la solucion de TMB, su sustrato (eBiosciences, San Diego,
EE.UU.). Se secuenci6 el ADN plasmidico de los clones que expresaban la proteina (GeneServices, Cambridge,
Reino Unido).
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Maduracién de la afinidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana

Se crearon tres genotecas de péptidos en fagos esencialmente como la genoteca 1 (véase mas arriba), pero con los
cebadores degenerados sficx6abc (genoteca 2), sficx6abb (genoteca 3) y sficx6aba (genoteca 4) en vez del
sficx6ba. La electroporacion de las reacciones de ligacion en las células TG1 produjo 9,5 x 10° (genoteca 2), 1,1 x
10° (genoteca 3) y 1,2 x 10° (genoteca 4) transformantes. Los fagos de cada genoteca se produjeron en cultivos de 1
I, se purificaron, se agruparon y se hicieron reaccionar con TBMB. Se realizaron tres ciclos de cribado esencialmente
como en las selecciones descritas en al apartado de materiales y métodos, pero con la calicreina plasmatica
humana biotinilada a una concentracion inferior (1 nM en la primera y segunda rondas, 200 pM en la tercera ronda).

Medicién de la actividad y de la especificidad de los inhibidores de la calicreina plasmatica humana

Se determinaron las actividades inhibidoras (Clsg) con la medicion de la actividad residual de la enzima tras la
incubacion (30 min a temperatura ambiente) con diferentes concentraciones del inhibidor (que oscila tipicamente de
10 uM a 0,5 nM). La actividad de la calicreina plasmatica humana (0,1 nM) y del factor Xla (0,8 nM; Innovative
Research, Southfiled, MI, EE.UU.,) se midieron con Z-Phe-Arg-AMC (100 uM) y la actividad de la trombina humana
(2 nM; Innovative Research, Southfiled, MI, EE.UU.) con Boc-Phe-Ser-Arg-AMC (100 pM) en Tris-HCI a 10 mM, pH
7,4, NaCl a 150 mM, MgCl; a 10 mM, CaCl, a 1 mM, SAB al 0,1%, Triton X-100 al 0,01% y DMSO al 5%. La
calicreina plasmatica recombinante de ratén de R & D Systems (Minneapolis, MN, EE.UU.) con un péptido sefal se
activd proteoliticamente con termolisina a 0,5 mg/ml a 37 °C durante 1 hora. Se midi6 la actividad de la calicreina
plasmatica de raton (3 nM) con Z-Phe-Arg-AMC (100 pM) en Tris-HCl a 50 mM, pH 7,5, CaCl, a 10 mM, NaCl a 250
mM, SAB al 0,1%, Triton X-100 al 0,01% y DMSO al 5%. El inhibidor que tiene hidrolizado un lazo de unién se
generd mediante la incubacion del péptido PK15 modificado con TBMB con la calicreina plasmatica humana a una
proporcién molar de 5:1 durante 24 horas a 37 °C y la posterior inactivacion por calor de la enzima a 60 °C (30 min).
Se calcularon los valores de K; aparentes de acuerdo con la ecuacion de Cheng y Prusoff.

Medicién de la activacion del factor Xll en el plasma humano

El plasma humano normal de donantes diferentes se adquiri6 a 3H Biomedical (Upsala, Suecia). El plasma se
centrifugd a 1500xg a 20 °C durante 15 minutos para obtener plasma pobre en plaquetas (PPP). Se conservaron las
alicuotas del PPP en tubos de polipropileno a —80 °C. Se prepararon muestras de PPP de 60 ul con 5, 50, 500 o
5000 nM de aprotinina (Roche, Mannheim, Alemania) o el péptido PK15 modificado con TBMB. La activacién del
factor Xlla se midié como sigue. Se afadieron 2 ug de caolin a las muestras plasmaticas, se mezclaron bien y se
incubaron durante 20 minutos a 37 °C. Se diluyeron las muestras 250 veces en Tris-HCl a 50 mM, pH 7,8, y NaCl a
150 mM. La actividad de tipo calicreina plasmatica se midié con el sustrato cromégeno H-D-Pro-Phe-Arg-pNA (100
puM; Bachem, Bubendorf, Suiza) con un lector de placas de absorcion (absorcién a 450 nm; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EE.UU.). El mismo sustrato cromégeno también lo reconoce y modifica la calicreina plasmatica. Sin
embargo, a las concentraciones requeridas del inhibidor para reducir la actividad del factor Xlla al 50% (160 nM para
el péptido PK15 modificado con TBMB y 5 uM para la aprotinina), la calicreina plasmatica se inhibe esencialmente y
no se puede medir con el sustrato.

Determinacion de la estructura del péptido PK15 modificado con TBMB

Se disolvié 1 mg del péptido PK15 modificado con TBMB en 550 pl de Tris-HCI deuterado a 10 mM, pH 6,6, NaCl a
150 mM, MgCl, a 10 mM y CaCl; a 1 mM para obtener una concentracién de inhibidor de 1 mM. Se leyeron los
espectros del inhibidor a 800 MHz (Bruker Advance con una criosonda de TCI). Las asignaciones espectrales se
basaron en los espectros de TOCSY y de NOESY. Habia en total 199 restricciones NOE, 77 de las cuales eran entre
residuos, y 122 intraresiduales. La estructura mostrada en la figura 6 es la estructura promediada de la estructura
calculada para 50 conformémeros. Se utilizé el programa PyMOL para el analisis de la estructura y la visualizacion
de los modelos moleculares.
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Las distintas modificaciones y variaciones de los aspectos descritos y de las realizaciones de la presente invencion
seran obvios para los expertos en la técnica sin separarse del alcance de la presente invencion. Aunque la presente
invencion se ha descrito en conexién con realizaciones preferidas especificas, se debe saber que la invencion, tal y
como se reivindica, no debe estar indebidamente limitada a tales realizaciones especificas. De hecho, se pretende
que se encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones anejas las diferentes modificaciones de los modos
descritos para realizar la invencion, los cuales son obvios para los expertos en la técnica.
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REIVINDICACIONES

1. Coleccion de polipéptidos codificados genéticamente de complejos que comprenden un acido nucleico que
codifica un polipéptido, en donde:

(i) el polipéptido codificado por el acido nucleico esta unido al acido nucleico;
(ii) un compuesto conector unido a dicho polipéptido;

(iii) el compuesto conector esta unido al polipéptido mediante al menos tres enlaces covalentes
independientes; y

(iv) la coleccion es una genoteca exposicion de ARNm, exposicion de ADN, exposicion en levadura, exposicion en
ribosomas o exposicién en bacterias.

2. Coleccioén de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el compuesto conector tiene una simetria molecular que
corresponde al nimero de enlaces covalentes mediante los cuales se une al polipéptido.

3. Coleccion de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el compuesto conector posee simetria molecular ternaria y
el compuesto conector esta unido al polipéptido mediante tres enlaces covalentes.

4. Coleccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el compuesto conector
comprende un grupo quimico estructuralmente rigido.

5. Coleccion de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el compuesto conector comprende
tris(bromometil)benceno (TBMB).

6. Coleccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho polipéptido comprende un
resto de cisteina, y en donde al menos uno de dichos tres enlaces covalentes independientes para la unién de dicho
compuesto conector al polipéptido comprende un enlace con dicho resto de cisteina.

7. Procedimiento para fabricar un complejo, en donde dicho procedimiento comprende

(i) proporcionar el polipéptido codificado por un acido nucleico, en donde el polipéptido esta unido al acido
nucleico mediante exposicion de ARNm, exposicién de ADN, exposicion en levadura, exposicién en
ribosomas o exposicién en bacterias;

(ii)proporcionar un compuesto conector; y

(iii) unir dicho compuesto conector a dicho polipéptido mediante la formacion de al menos tres enlaces
covalentes entre dicho compuesto conector y el polipéptido.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho procedimiento comprende la etapa adicional de
(iv) escindir uno o mas enlaces de la cadena polipeptidica.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicha etapa de escision comprende poner en contacto
dicho polipéptido con una proteasa.

10. Complejo obtenido mediante el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

11. Procedimiento para identificar un complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es
capaz de fijarse a un ligando, en donde el procedimiento comprende:

(i) proporcionar un complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores
(i) poner en contacto dicho complejo con el ligando, y
(iii) seleccionar los complejos que se fijan a dicho ligando.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, que ademas comprende determinar la secuencia del acido
nucleico de dicho complejo.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, que ademas comprende la etapa de fabricar el complejo
aislado capaz de fijarse a dicho ligando.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, que ademas comprende la etapa de fabricar un conjugado
polipéptido-compuesto conector aislado o identificado mediante un procedimiento de la invencién, en donde dicha
fabricaciéon comprende la unién del compuesto conector al polipéptido, en donde dicho polipéptido se expresa de
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manera recombinante o se sintetiza por procedimientos quimicos.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, que ademas comprende la etapa de extender el polipéptido
en uno o mas de los extremos amino o carboxilo del polipéptido.

16. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 o 15, que ademas comprende la etapa de
conjugar a otro polipéptido dicho conjugado polipéptido-compuesto conector.

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde dicha conjugacion se realiza
(i) afiadiendo otra cisteina mas al polipéptido después de unir covalentemente el compuesto conector, y

(ii) conjugar dicho polipéptido a dicho otro polipéptido mediante un enlace disulfuro con dicha cisteina
adicional.
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Fig. 3
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A lazo al lazo al
cys1 azar1 ¢ys2 azar2 cys3
PAMAA.XXXXXX.XXX XX.GGSGAE
secuencia lider péptido conector plil
B
Mutante: Secuencia de aminoécidos: Clso (nM):
PK1 ‘ 1500
PK2 400
PK3
PK4 " 400
PKS5 1G
PK6 G 500
PK7 G
PK3 G
PK9 G 800
PK10 1G 2000
PK11 |G
PK12 G 1800
PK13 | G 500
C
Mutante: Secuencia de aminoacidos: Clso (nM):
CaGl A1C= G -C‘G'W@P P VI _ '
CG2 A Jc- E] VG GF GOQlJ 100
CG’3 A 'C| E
CG4 Alck I;F D_ ! N 100
CG5 AlCELLF D:__, P 150
CG6 Alcip R T D 1000
CG7 AR LKA Q E iclv R;’GTF 200
CGe A ;(; T: R G .S G T F[ jF C 200
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A

Genoteca 2 .
PAMAA@SDRPRNXXXXXXGGSGAE
Genoteca 3
PAMAADAPWRTA-XXXXXX.GGSGAE
Genoteca 4

PAMAA[thXXXX.RVNWT P.GGSGAE

s — ——
secuencia Ilder péptido conector Pl
B

Mutante: Secuencia de aminoacidos: Clso (nM):
PK 14 S DR F'R NICIRAID E 'G :
PK15 S DR F R NICRA{D E G 20
PK16 IS DR FRN[CIRIVID E |G 20
PK17 S DR FR NI[CHNVID E 1G 30
PK18 SDR FRNICIRGID E G

PK19 AIClS DR FR NI G 30
PK20 AlC!S DR FR NC| G

PK21 AICISDR FRNIC |G

PK22 Alc]s D R F R N[CIR}V: G

PK23 AlClS D R F R N [CIRIV: G 50

Fig. 4
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Fig. 11
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PK17 AIC{SDR FRN [y 30
PK18 AICISDR FRN G

PK19 AICISDR FRN 30
PK20 AICISDR FRN '
PK21 AICISDR FRN

PK22 AICISDRFRN g“v

PK23 . ACIS DR F R NCIRV: 50

Fig. 12
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