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Métodos y composiciones que comprenden aminoacidos no naturales
Descripcion
ANTECEDENTES DEL INVENTO

[0001] La capacidad para incorporar aminoacidos sin codificacion genética (es decir, “aminoacidos no naturales”) a
proteinas hace posible la introduccién de grupos funcionales quimicos que pueden suministrar alternativas valiosas a
los grupos funcionales que ocurren naturalmente, tales como la épsilon-NH2 de lisina, el sulfidrihilo -SH de cisteina,
el grupo imino de histidina, etcétera. Ciertos grupos funcionales quimicos son conocidos por ser inertes a los grupos
funcionales encontrados en los 20 aminoacidos comunes codificados genéticamente pero reaccionan en una forma
ineficiente de para formar vinculos estables con grupos funcionales que pueden ser incorporados a los aminoacidos
no naturales.

[0002] Existen métodos disponibles para inducir selectivamente grupos funcionales quimicos que no se cuentan en
proteinas, que son quimicamente inertes at todos los grupos funcionales encontrados en los 20 amino&cidos
comunes codificados genéticamente y que pueden ser utilizados para reaccionar en forma eficiente y selectiva con
ciertos grupos funcionales para formar enlaces covalentes estables.

RESUMEN DEL INVENTO

[0003] Aqui se describen métodos, composiciones, técnicas y estrategias para hacer, purificar, detectar, caracterizar
y usar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales y poli péptidos de amino&cidos no
naturales modificados.

[0004] Este invento suministra una composicién que contiene un polipéptido enlazado covalentemente de una
molécula de &cido nucleico a una o mas posiciones especificas de aminoacidos de aquel polipéptido, donde aquella
molécula de &cido nucleico esti enlazada en una forma covalente a una cadena lateral de aminoacidos de un
aminoacido codificado no naturalmente de aquel polipéptido.

[0005] Aqui se presenta un método para detectar un polipéptido que involucra el detectar una cadena lateral de
aminoacidos codificada no naturalmente del polipéptido. En algunas instancias, el polipéptido es sintetizado
ribosémicamente. También se presenta métodos para detectar un polipéptido los cuales involucran el detectar una
cadena lateral de aminoéacidos codificada no naturalmente en el polipéptido que ha sido modificado después de su
traduccion. También se presentan métodos para detectar una cadena de aminoacidos codificada no naturalmente en
aquel polipéptido que involucra el contactar a la cadena lateral de aminoacidos codificada no naturalmente de una
molécula que contiene un grupo funcional que interactla especificamente con la cadena lateral de aminoacidos
codificada no naturalmente. También se presentan métodos para purificar un polipéptido que tiene un aminoacido
codificado no naturalmente de en la cadena del polipéptido. En algunas instancias, el método involucra el contactar
el polipéptido con una sustancia que interactda con la cadena lateral de aminoacidos codificada no naturalmente en
el polipéptido. En otras instancias, se presenta un método para purificar un polipéptido que tiene un aminoacido
codificado no naturalmente en la cadena del polipéptido que involucra la precipitacion del polipéptido, donde el
aminoacido codificado no naturalmente altera la solubilidad del polipéptido cuando se compara a la solubilidad del
polipéptido sin un aminoacido codificado no naturalmente en la cadena del polipéptido. Los métodos para purificar un
polipéptido hecho en forma ribosémica que tiene un aminoacido codificado no naturalmente en la cadena lateral del
polipéptido involucra la electroforesis del polipéptido, donde el aminoacido codificado no naturalmente altera la
movilidad electroforética del polipéptido cuando se lo compara con la movilidad electroforética del polipéptido sin un
aminoécido codificado no naturalmente en la cadena del polipéptido. En otras instancias, el método para purificar un
polipéptido hecho en forma ribosémica que tiene un amino4cido codificado no naturalmente de en la cadena lateral
del polipéptido, incluye la didlisis del polipéptido, donde el aminoacido codificado no naturalmente altera la tasa de
difusion del polipéptido cuando se compara a la tasa de difusion del polipéptido sin un aminoacido codificado no
naturalmente en la cadena del polipéptido.

[0006] También se presenta en este documento lo un método para examinar una biblioteca de moléculas,
incluyendo: a) el combinar un polipéptido que contiene un amino&cido codificado no naturalmente con las moléculas
de la biblioteca bajo condiciones que permitan la interaccién de las moléculas de la biblioteca con el polipéptido que
contiene un aminoéacido codificado no naturalmente, y b) identificar las moléculas de la biblioteca que interactian con
el polipéptido que contiene un aminoacido codificado no naturalmente. En algunas instancias, se examina una
biblioteca de polipéptidos hechos en forma ribosémica que incluyen varios polipéptidos que tienen diferentes
secuencias de aminoacidos, donde cada polipéptido incluye un aminoacido no natural.

[0007] También se presenta en este documento un método, que incluye: a) el sustituir un aminoacido codificado no
naturalmente por un aminoacido codificado naturalmente en un sitio Unico preseleccionado en un polipéptido
preseleccionado que tiene por lo menos una actividad biolégica conocida; y b) el medir una actividad biolégica del
polipéptido preseleccionado que tiene al aminoacido codificado no naturalmente; y c) el comparar la actividad
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biologica del polipéptido preseleccionado del paso b) con el polipéptido preseleccionado que tiene un aminoacido
codificado no naturalmente sustituido por un aminoacido codificado naturalmente en una posicién diferente en la
cadena del polipéptido preseleccionado o con el polipéptido preseleccionado sin un aminoacido codificado no
naturalmente sustituido en la cadena del polipéptido. En algunas ocasiones, un método para seleccionar una
posicion para una modificacién después de la traduccién de un polipéptido preseleccionado incluye a) el sustituir un
aminoacido codificado no naturalmente por un aminoacido codificado naturalmente en un lugar preseleccionado en
un polipéptido preseleccionado que tiene por lo menos una actividad bioldgica conocida; y b) el medir una actividad
biologica del polipéptido preseleccionado que tiene el aminoacido codificado no naturalmente; y c) el comparar la
actividad biolégica del polipéptido preseleccionado del paso b) con el polipéptido preseleccionado que tiene un
aminoacido codificado no naturalmente de sustituido por un aminodacido codificado naturalmente en una posicion
diferente de en la cadena del polipéptido preseleccionado o con el polipéptido preseleccionado sin un aminoacido
codificado no naturalmente incluido en la cadena del polipéptido.

[0008] También se entiende que los métodos y composiciones aqui descritas no se limitan a la metodologia, los
protocolos, las lineas celulares, las estructuras y reactivos especificos aqui descritos y por tanto pueden variar
también. Se tiende que la terminologia aqui usada es para propositos de describir Unicamente secciones
especificas, y no tiene la intencion de limitar el alcance de los métodos y composiciones aqui descritas, lo cual sera
limitado Gnicamente por las declaraciones adjuntas.

DEFINICIONES
[0009] Tal como se utiliza aqui y en las declaraciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una” y “el” / “la” incluiran
referencias en plural a menos que el con texto lo indique claramente de otra forma.

[0010] A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos aqui usados tienen el mismo
significado que es entendido comUnmente para una persona con conocimiento formal en la industria a la cual
pertenecen los inventos aqui descritos. Aunque cualquier método, dispositivo y material similar o equivalente a
aquellos aqui descritos puede ser utilizado en la practica o para pruebas de los inventos aqui descritos, los métodos,
dispositivos y materiales preferidos se describen ahora.

[0011] Todas las publicaciones y patentes aqui mencionadas son para propésitos de describir y presentar, por
ejemplo, las estructuras y metodologias que se describen en las publicaciones, que podrian ser utilizadas en
conexién con los inventos aqui descritos. Las publicaciones aqui descritas son suministradas solamente de para su
informacién previa a la fecha de presentacion de esta aplicacion. Nada en este documento debe ser considerado
como una admision de que los inventores aqui mencionados tienen el derecho a pre - fechar aquella presentacion
por virtud de un invento previo o por cualquier otra razén

[0012] Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” (o tioalcoxi) son utilizados en su sentido convencional, y se
refieren a aquellos grupos alquilos adheridos al resto de la molécula por medio de un atomo de oxigeno, un grupo
amino o un atomo de sulfuro, respectivamente.

[0013] EI término “alquilo”, por si solo o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se declare de otra
forma, una cadena lineal o ramificada, o un radical de hidrocarbono ciclico, 0 su combinacién, que podria estar
saturada completamente, mono o polisaturada y puede incluir radicales di- y multivalente, que tienen el nimero de
atomos de carbon designados (es decir, C1-Cip significa de 1 a 10 carbonos). Ejemplos de radicales de hidrocarbono
saturados incluyen, pero no se limitan a, grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo,
isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo, (ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homdlogos e isémeros de, por ejemplo, n-pentilo,
n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y similares. Un grupo alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas dobles enlaces o
triples enlaces. Ejemplos de grupos alquilos no saturados incluyen, pero no se limitan a, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-
isopentenilo, 2- (butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3- (1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los
homélogos superiores e isdémeros. El término “alquilo”, a menos que se mencione de otra forma, también tiene el
propésito de incluir aquellos derivados del alquilo definidos en mas detalle a continuacién, tales como “heteroalquilo”.
Los grupos alquilos que estan limitados a grupos de hidrocarbonos tienen el término de “homoalquilos”.

[0014] EI término “alquileno” por si solo 0 como parte de otros sustituyente significa un radical divalente derivado de
algun alcano, tal como se ejemplifica, pero no se limita, por las estructuras -CH,CH,- and -CH,CH,CH,CH»-, e
incluye ademas a aquellos grupos descritos a continuacion, “heteroalquilenos”. Comunmente, un grupo alquilo (o
alquileno) tendra desde uno a 24 atomos carbonos, con aquellos grupos conteniendo 10 o menos atomos carbonos
como una estructura particular de los métodos y composiciones aqui descritas. Un “alquilo mas bajo” o “alquileno
mas bajo” es un grupo alquilo o alquileno con cadenas mas cortas, generalmente teniendo ocho o menos atomos
carbonos.

[0015] EI término “aminoacido” se refiere a aminoacidos que ocurren naturalmente y no naturalmente, asi como

analogos de aminoacidos y miméticos de aminoéacidos que funcionan en una forma similar a los aminoacidos que
ocurren naturalmente. Amino&cidos codificados naturalmente son los 20 aminoacidos comunes (alanina, arginina,
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asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, y valina) y pirrolisina y selenocisteina. Analogos
de aminoacidos se refiere a los compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido que
ocurre naturalmente, es decir, un carbono a que esta enlazado a hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y
un grupo R, tal como, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, sulfonio de metil metionina. Aquellos analogos
tienen grupos R modificados (tales como, la norleucina) o esqueletos de péptidos modificados, pero retienen la
misma estructura quimica basica que un aminoacido que ocurre naturalmente.

[0016] Los aminoacidos pueden ser referidos, en este documento, con sus simbolos de tres letras conocidos
cominmente o con los simbolos de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature
Commission (Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB). Asimismo, los nucleétidos pueden ser referidos
con sus cédigos de letras individuales aceptados comUnmente.

[0017] Un “grupo de modificacion terminal amino” se refiere a cualquier molécula que puede estar adherida al
terminal amino de un polipéptido. Similarmente, un “grupo de modificacién terminal carboxi” se refiere a cualquier
molécula que puede estar adherida al terminal carboxi de un polipéptido. Los grupos de modificacion terminales
incluyen pero no se limitan a varios polimeros, péptidos o proteinas solubles tales como albumina para sueros, u
otras moléculas que incrementan la vida media sérica de péptidos.

[0018] EI término “arilo” significa, a menos que se indique de otra forma, un sustituyente poliinsaturado, aromatico,
hidrocarbono que puede ser un solo anillo o varios anillos (incluyendo pero sin limitarse a, desde uno a tres anillos)
que estan fusionados juntos o vinculados en una forma covalente. El término “heteroarilo” se refiere a grupos arilos
(o anillos) que contienen desde uno a cuatro heteroatomos seleccionados de N, O y S, donde los atomos de
nitrégeno y de sulfuro son oxidados opcionalmente, y el atomo o los atomos de nitrégeno son cuaternizados
opcionalmente. Un grupo heteroarilo puede estar adherido al resto de la molécula por medio de un heteroatomo.
Ejemplos no limitantes de grupos heteroarilos y arilos incluyen fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-
pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2- fenil-4-oxazolilo, 5-
oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-
tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-bencimidazolilo, 5-indolilo, 1-
isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo, y 6-quinolilo. Sustituyentes para cada uno de
los sistemas anulares arilos y heteroérilos que se acaban de mencionar se seleccionan de un grupo de sustituyentes
aceptables en las tablas que se describen més adelante.

[0019] Para brevedad, el término “arilo” cuando es utilizado en combinacién con otros términos (incluyendo, pero sin
limitarse a, ariloxi, aritioxi, aralquilo) incluye anillos arilos y heteroarilos tal como se definié anteriormente. Por lo
tanto, el término “aralquilo” o “alcarilo” tiene la intencidn de incluir a aquellos radicales en los cuales un grupo arilo
esta adherido a un grupo alquilo (incluyendo pero sin limitarse a, bencilo, fenetilo, piridimetilo y similares) incluyendo
aquellos grupos alquilos en los cuales un atomo carbono (incluyendo pero sin limitarse a, un grupo metileno) ha sido
reemplazado por, por ejemplo, un atomo de oxigeno) incluyendo, pero sin limitarse a, fenoximetilo, 2-piridiloximetilo,
3-(1-naftiloxi)propilo, y similares).

[0020] Un “polimero bifuncional” se refiere a un polimero que contiene dos grupos funcionales discretos que son
capaces de reaccionar especificamente con otras fracciones (incluyendo, pero sin limitarse a, grupos laterales de
aminoacidos) para formar enlaces covalentes o no covalentes. Un vinculado bifuncional que tiene un grupo funcional
reactivo con un grupo en un compuesto activo biolégicamente especifico, y otro grupo reactivo con un grupo es un
segundo componente biol6gico, pueden utilizarse para formar una conjugacion que incluye al primer componente
biolégicamente activo, al vinculador bifuncional y al segundo componente biolégicamente activo. Muchos
procedimientos y moléculas vinculadoras son conocidas para la adherencia de varios compuestos a péptidos.
Refiérase, por ejemplo, a la aplicacion de patente europea numero 188,256; las patentes de Estados Unidos
numeros 4,671,958, 4,659,839, 4,414,148, 4,699,784; 4,680,338; y 4,569,789. Un “polimero multifuncional” se refiere
a un polimero que contiene dos 0 méas grupos funcionales discretos que son capaces de reaccionar especificamente
con otras fracciones (incluyendo, pero sin limitarse a, grupos laterales de aminoacidos) para formar enlaces
covalentes o no covalentes. Un polimero bifuncional o multifuncional puede ser de cualquier largo o peso molecular
deseado, y puede ser seleccionado para suministrar un espacio o conformacion deseada entre una o0 mas moléculas
enlazadas al polipéptido y su compariero de enlace o el polipéptido.

[0021] EI término “molécula biolégicamente activa”, “fraccidon biolégicamente activa” o “agente biolégicamente activo”
cuando se lo utilizan este documento significa cualquier sustancia que puede afectar cualquier propiedad fisica o
bioquimica de un sistema, sendero, molécula o interaccién bioldégicas a un organismo, incluyendo, pero sin limitarse
a, virus, bacterias, bacteriéfagos, transposones, priones, insectos, hongos, plantas, animales y humanos. En
particular, tal como se utiliza aqui, moléculas bioldgicamente activas incluyen, pero no se limitan a, cualquier
sustancia que tiene el propdsito para hacer diagnosis, curar, mitigar, tratar o prevenir enfermedades en humanos u
otros animales, o para mejorar de otra forma el bienestar fisico o mental de humanos o animales. Ejemplos de
moléculas biolégicamente activas incluyen, pero no se limitan a, péptidos, proteinas, enzimas, medicamentos de
moléculas pequefias, medicamentos pesados, medicamentos suaves, carbohidratos, aomos o moléculas
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inorganicas, colorantes, lipidos, nucledsidos, radionucleidos, oligonucleétidos, toxinas, células, virus, liposomas,
microparticulas y micelas. Las clases de agentes biol6gicamente activos que son adecuadas para su uso con los
métodos y composiciones aqui descritos incluyen, pero no se limitan a, medicamentos, pro - medicamentos,
radionucleidos, agentes de toma de imagenes, polimeros, antibiéticos, fungicidas, agentes antivirales, agentes anti -
inflamatorios, agentes antitumorales, agentes cardiovasculares, agentes anti - ansiedad, hormonas, factores de
crecimiento, agentes esteroideos, toxinas derivadas microbiana, y similares.

[0022] “Co- plegadizo” tal como se utiliza aqui, se refiere especificamente a los procesos, reacciones o métodos de
repliegue que utilizan por lo menos 2 polipéptidos que interactdan entre si y resultan en la transformacion de los
polipéptidos desplegados o plegados inapropiadamente a polipéptidos activos plegados apropiadamente.

[0023] Una “ventana de comparacion”, tal como se utiliza aqui, incluye referencia al segmento de cualquiera de las
varias posiciones contiguas seleccionadas de grupo que consiste de 20 a 600, usualmente alrededor de 50 a 200, y
mas usualmente alrededor de 100 a 150 en los que una secuencia puede compararse a una secuencia referencial
del mismo nimero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias hayan sido alineadas 6ptimamente.
Métodos para la alineacion de secuencias para su comparacién son bien conocidos en la industria. La alineacién
Optima de secuencias para su comparacion puede ser realizada, incluyendo pero sin limitarse a, por el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2:482c, por medio del algoritmo de alienacion de
homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, por el método de busqueda de similitudes de
Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. EE.UU. 85:2444, por medio de implementaciones computarizadas
de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), por medio de alineacion manual e inspeccion visual (refiérase, por
ejemplo, a Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos Actuales en Biologia Molecular)
(suplemento de 1995)).

[0024] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la identidad secuencial porcentual y la similitud
secuencial son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 que son descritos en Altschul et al. (1997) Nuc. Acids Res.
25:3389-3402, y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. Software para realizar analisis
BLAST esta publicamente disponible por medio del National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional
para Informacion Biotecnoldgica). Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la
velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza una longitud de palabra
(wordlength — W) de 11, y expectativas (E) de 10, M = 5, N = 4 y una comparacion para ambas hebras. Para
secuencias de aminoécidos, el programa BLASTP utiliza como valores predeterminados una longitud de palabra de
3, y expectativas de 10, y la matriz de puntaje BLOSUMG62 (refiérase a Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU. 89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativas (E) de 10, M =5, N = -4, y una comparacion de ambas
hebras. El algoritmo BLAST es realizado tipicamente con el filtro de “baja complejidad” desactivado.

[0025] El algoritmo BLAST también realiza analisis estadisticos de las similitudes entre dos secuencias (referirse,
por ejemplo, a Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90:5873-5787). Una medida de similitud
suministrada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma mas pequefia (P(N)), que suministra una
indicacion de la probabilidad por la cual un emparejamiento entre dos secuencias de nucledtidos o de aminoacidos
podria ocurrir al azar. Por ejemplo, un &cido nucleico es considerado similar a una secuencia referencial si la
probabilidad de la suma mas pequefia en comparacion con el acido nucleico de prueba del acido nucleico referencial
es menor a alrededor de 0.02, menor que alrededor de 0.01, o <alrededor de 0.001.

[0026] EI término “variantes conservadoramente modificadas” aplica a secuencias de aminoacidos y acidos
nucleicos. En referencia a secuencias de acidos nucleicos especificas, el término “variantes conservadoramente
modificadas” se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos que son idénticas o
esencialmente idénticas, o donde el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Dada la degeneracion del cddigo genético, un gran nuimero de &cidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican a todas las proteinas. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU, todos
codifican el aminoéacido alanina. Por lo tanto, en todas las posiciones donde una alanina es especificada por un codon,
este puede ser alterado a cualquier codon correspondiente descrito sin alterar al polipéptido codificado. Aquellas
variaciones de acidos nucleicos son “variaciones silenciosas”, que son una de las especies de las variaciones
conservadoramente modificadas. Todas las secuencias de acidos nucleicos aqui descritas que codifican a un polipéptido
también describen todas las variaciones silenciosas posibles del acido nucleico. Una persona con conocimiento
reconocera que cada codén en un acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Gnico codon para la metionina, y
TGG, que normalmente es el Unico codon para el triptéfano) puede ser modificado para producir una molécula
funcionalmente idéntica. Asimismo, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica a un polipéptido es
implicita en cada secuencia descrita.

[0027] En lo que se refiere a secuencias de aminoacidos, una persona con conocimiento reconocera que
sustituciones, eliminaciones o adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido, o
proteina que altera, afiade o elimina un solo aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia
codificada es una “variante conservadoramente modificada” donde la alteracion resulta en la sustitucion de un
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aminoacido con un aminoacido quimicamente similar. Tablas de sustituciones conservadoras que suministran
aminoacidos funcionalmente similares son conocidas para aquellos con conocimiento normal en la industria.
Aquellas variantes conservadoramente modificadas son adicionales y no excluyen a las variantes polimoérficas,
homélogos de inter especies, y alelos de los métodos y composiciones aqui descritos.

[0028] Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos los cuales son sustituciones conservadoras
entre si:

1) Alanina (A), glicina (G);

2) Acido aspartico (D), &cido glutamico (E);

3) Asparagina (N), glutamina (Q);

4) Arginina (R), lisina (K);

5) Isoleucina (1), leucina (L), Metionina (M), valina (V);
6) Fenilalanina (F), tirosina (Y), Tript6fano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(Refiérase a, por ejemplo, Proteins: Structures and Molecular Properties (Proteinas: Estructuras y Propiedades
Moleculares) (W H Freeman & Co.; 2da edicion (diciembre de 1993).

[0029] Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, por si solos o en combinacién con otros términos,
representan, a menos que se declare de ofra forma, versiones ciclicas de “alquilo” y “heteroalquilo”,
respectivamente. Por lo tanto, un cicloalquilo o heterocicloalquilo incluyen enlaces anulares saturados, parcialmente
no saturados y completamente no saturados. Adicionalmente, para los heterocicloalquilos, un éter o atomo puede
ocupar parte la posicion en la cual el heterociclo esta adherida al resto de la molécula. Ejemplos de ciclo alquilo
incluyen, pero no se limitan a, ciclopentilo, ciclohexilo, 1-ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo, y similares.
Ejemplos de heterocicloalquilos incluyen, pero no se limitan a, 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-
piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, tetrahidrotien-2-ilo,
tetrahidro-tien-3-ilo, 1-piperazinilo, 2-piperazinilo, y similares. Adicionalmente, el término abarca estructuras anulares
biciclicas y triciclicas. Asimismo, el término “heterocicloalquileno” por si solo 0 como parte de otros sustituyentes
significa un radical divalente derivado de un heterocicloalquilo, y el término “cicloalquileno” por si solo o como parte
de otro sustituyentes significa un radical divalente derivado de un cicloalquilo.

[0030] “Agente desnaturalizante” o “desnaturalizador”, tal como se utiliza en este documento, es definido como
cualquier compuesto o material que cause un despliegue reversible de una proteina. La fuerza de un agente
desnaturalizador o desnaturalizante se determinard por las propiedades y la concentracion del agente
desnaturalizador o desnaturalizante especifico. Agentes desnaturalizadores o desnaturalizantes adecuados pueden
ser los agentes caotropicos, detergentes, organicos, solventes mezclables con el agua, fosfolipidos, o una
combinacién de dos o méas de estos agentes. Caotropicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, urea, guanidina
y tiocianato de sodio. Detergentes Utiles podrian incluir, pero no se limitan a detergentes fuertes tales como sulfato
dodecil de sodio, o éteres de polioxietileno (por ejemplo, detergentes Tween o Tritdn), Sarkosyl, detergentes suaves
no ionicos (por ejemplo, Digitonina), detergentes suaves catidnicos tales como N->2,3-(Dioleioxi)-propil-N,N,N-
trimetilamonio, detergentes leves ionicos (por ejemplo, colato de sodio o desoxicolato de sodio) o detergentes
zwitteridnicos incluyendo, pero sin limitarse a, sulfobetainas (Zwittergente), sulfato de 3- (3-clolamidopropil)
dimetilamonio-1-propano (CHAPS), y sulfonato de 3- (3-clolamidopropil) dimetilamonio-2-hidroxi-1-propano
(CHAPSO). Solventes organicos que se mezclan con el agua tal como acetonitrilo, alcanoles mas bajos
(especialmente alcanodioles C, — C,4 tales como el etileneglicol) pueden ser utilizados como desnaturalizantes.
Fosfolipidos utiles en los métodos y composiciones aqui descritas pueden ser fosfolipidos que ocurren naturalmente
tales como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol o derivados o variantes sintéticos
de fosfolipidos como dihexanoilfosfatidilcolina o diheptanoilfosfatidilcolina.

[0031] EI término “monto efectivo” tal como se utiliza aqui se refiere al monto del polipéptido de aminoacidos no
naturales (modificados) que se administra que aliviara en ciertos grado uno o mas de los sintomas de la enfermedad,
condicién o trastorno que se esta tratando. Las composiciones que contienen al polipéptido de aminoacidos no
naturales (modificados) aqui descritos pueden administrarse para tratamientos profilacticos, mejoradores y / o
terapéuticos.

[0032] Los términos “mejorar” o “mejorando” significan el incrementar o prolongar la potencia o duracion de un efecto
deseado. Por lo tanto, en referencia a mejorar el efecto de los agentes terapéuticos, el término “mejorando” se
refiere a la habilidad de incrementar o prolongar, la potencia o duracion, el efecto de otros agentes terapéuticos en
un sistema. Un “monto efectivo de mejora”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a un monto adecuado
para mejorar el efecto de otro agente terapéutico en un sistema deseado. Cuando se usa en un paciente, montos
efectivos para este uso dependeran de la gravedad y la etapa de la enfermedad, desorden o condicién, terapias
previas, el estado de salud del paciente y la respuesta a los medicamentos, y el juicio del médico tratante.
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[0033] Tal como se utiliza aqui, el término “eucariota” se refiere a los organismos que pertenecen al dominio
filogenético de Eucaraya tales como animales (incluyendo, pero sin limitarse a, mamiferos, insectos, reptiles, aves,
etc.), ciliados, plantas (incluyendo, pero sin limitarse a, monocotiledéneas, dicotiledéneas, algas, etcétera), hongos,
levaduras, flagelados, microsporidios, protistas, etc.

[0034] Los términos “grupo funcional”, “fraccion activa”, “grupo de activacion”, “grupo que abandona”, “sitio reactivo”,
“grupo quimicamente reactivo” y “fraccion quimicamente reactiva” son utilizadas en la industria y en este documento
para referirse haciendo distinciéon de porciones o unidades definibles de una molécula. Los términos son algo
sinénimos en la industria quimica y son utilizados en este documento para indicar las porciones de moléculas que
realizan alguna funcion o actividad y que son reactivas con otras moléculas.

[0035] EI término “halégeno” incluye fldor, cloro, yodo y bromo.

[0036] El término “heteroalquilo”, por si solo o en combinacién con otro término, significa, a menos que se indique de
otra forma, una cadena estable linear o ramificada, o un radical ciclico hidrocarbono, o sus combinaciones, que
consisten del nimero declarado de atomos carbonos y por lo menos un heterodtomo seleccionado de un grupo que
consiste de O, N, Sl y S, donde los atomos de nitrégeno y sulfuro pueden ser oxidados opcionalmente y el
heteroatomo de nitrégeno puede ser cuaternizado opcionalmente. Los heterodtomos de O, N, S y S| pueden ser
colocados en cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o en la posiciéon en la cual el grupo alquilo esta
adherida al resto de la molécula. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, -CH,-CH,-O-CHs, -CH»-CH»>-NH-CHs, -
CH>-CH2-N(CHz3)-CHs, -CH2-S-CH,-CH3, -CH,-CHz,-S(0)-CHs, -CH2-CH,-S(0),-CH3, -CH=CHO-CHj3, -Si(CHa3)s, -
CH2-CH=N-OCHg3s, y -CH=CH-N(CH3)-CHs;. Hasta dos &tomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo, -
CH2-NH-OCH3z y -CH»>-O-Si(CHas)s. Asi mismo, el término “heteroalquileno” por si solo o como parte de un
sustituyente significa una radical divalente derivada de heteroalquilo, tal como se usé de ejemplo, pero sin limitarse
a, -CH2-CH2-S-CH»-CHz- y -CH»-S-CH»-CH2-NH-CH»-. Para los grupos heteroalquilenos, los mismos o diferentes
heteroatomos también pueden ocupar uno o ambos términos de la cadena (incluyendo, pero sin limitarse a,
alquilenoxi, alquilendioxi, alquilenamino, alquilendiamino, aminooxialquileno, y similares). Aiun mas, para grupos
enlazadores alquilenos y heteroalquilenos, ninguna orientacién del grupo de vinculacion es implicada por la direccion
en la cual la férmula del grupo vinculante es escrita. Por ejemplo, la formula -C(O):R’- representa a -C(O):R’- y -
R'C(O).-.

[0037] Los términos “idéntico” o “identidad” porcentual, en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos
o de polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias 0 sub - secuencias que son la misma. Las secuencias son
“sustancialmente idénticas” si tienen un porcentaje de residuos o nucleétidos de aminoacidos que son los mismos
(es decir, alrededor de un 60% de identidad, opcionalmente alrededor de un 65%, alrededor de un 70%, alrededor
del 75%, alrededor de un 80%, alrededor del 85%, alrededor de un 90%, o alrededor de un 95% de identidad en una
region especifica), cuando se comparan y se alinean para una maxima correspondencia en una ventana de
comparacion, o region designada tal como se midi6 usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de
secuencias o por medio de una alineacidn manual o inspeccidén visual. Esta definicion también se refiere al
complemento de una secuencia de prueba. La identidad puede existir en una region de por lo menos alrededor de 50
aminoéacidos o nucledtidos de longitud, o en una regioén de 75 - 100 aminoacidos o nucleétidos de longitud, o, donde
no se especifique, a lo largo de toda la secuencia de un polinucleétido o polipéptido.

[0038] Para una comparacion secuencial, cominmente una secuencia actia como una secuencia referencial, a la
cual las secuencias de prueba se comparan. Cuando se usa un algoritmo de comparacion secuencial, las
secuencias de prueba y la referencial se ingresan a una computadora, las coordenadas de su secuencias son
designadas, si es que fuese necesario, y los pardmetros del programa del algoritmo secuencial son designados. Los
parametros predeterminados del programa pueden ser utilizados, o se pueden designar parametros alternativos. El
algoritmo de comparacién secuencial calcula entonces las identidades secuenciales porcentuales para las
secuencias de prueba en relacion a la secuencia referencial, basandose en los pardmetros del programa.

[0039] El término “aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, denota que el acido nucleico o proteina
esta libre de por lo menos algunos de los componentes celulares con los que esta asociado en un estado natural, o
gue el acido nucleico o proteina concentrada a un nivel méas alto que la concentracién de su produccion in vivo o in
vitro. Puede estar en un estado homogéneo. Las sustancias aisladas pueden estar en un estado seco 0 semi - seco,
0 en una solucion, incluyendo pero sin limitarse a una soluciéon acuosa. Puede ser un componente de una
composicion farmacéutica que incluye ademas portadores y / o excipientes farmacéuticamente aceptables. La
pureza y la homogeneidad son determinadas tipicamente usando técnicas de quimica analitica tales como
electroforesis con gel de poliacrilamida o cromatografia con liquidos de alto rendimiento. Una proteina que es la
especie predominante presente en una preparacion esta sustancialmente purificada. En especifico, un gen aislado
separado de marcos de lectura abiertos que rodean al gen y codifican una proteina aparte del gen de interés. El
término “purificado” se refiere a un acido nucleico o proteina que da lugar a una banda sustancialmente Unica en un
gel electroforético. Particularmente, podria significar que el acido nucleico o la proteina es por lo menos 85% pura,
por lo menos 90% pura, por lo menos 95% pura, por lo menos 99% pura 0 mas pura.
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[0040] EI término “enlace” o “vinculador” es utilizado en este documento para referirse a grupos o enlaces que son
formados normalmente como el resultado de una reaccion quimica y enlaces covalentes. Enlaces hidroliticamente
estables significan que los enlaces son sustancialmente estables en agua y no reaccionan con agua a valores (tiles
de pH, incluyendo pero sin limitarse a, bajo condiciones fisiolégicas durante un periodo de tiempo largo, tal vez hasta
indefinidamente. Enlaces hidroliticamente inestables o degradables significa que los enlaces son degradables en
agua o en soluciones acuosas, incluyendo por ejemplo, la sangre. Enlaces enzimaticamente de inestables o
degradables significan que los enlaces pueden ser degradados por una o0 mas enzimas. Tal como se entiende en la
industria, PEG y polimeros relacionados podrian incluir enlaces degradables en el esqueleto del polimero o en el
grupo vinculado al esqueleto del polimero y uno o mas de los grupos funcionales terminales de la molécula del
polimero. Por ejemplo, los enlaces de éster formados por la reaccidon de acidos PEG carboxilico o activados por
acidos PEG carboxilico con grupos de alcohol en un agente biolégicamente activo generalmente hidrolizan bajo
condiciones fisiologicas para liberar el agente. Otros enlaces hidroliticamente degradables incluyen pero no se
limitan a enlaces de carbonatos; enlaces de imina que resultan de la reaccion de un amino y un aldehido; enlaces de
ésteres fosfatos formados al reaccionar un alcohol con un grupo fosfato; enlaces de hidrazonas que son la reaccion
producto de una hidrazida y un aldehido; enlaces de acetales que son la reaccién producto de un aldehido y un
alcohol; enlaces de ortoésteres que son la reaccion producto de un formato y un alcohol; enlaces de péptidos
formados por un grupo amino, incluyendo, pero sin limitarse a, en un extremo de un polimero tal como PEG, y un
grupo carboxilo de un péptido; y enlaces de oligonucleétidos formados por un grupo fosforamidita, incluyendo, pero
sin limitarse a, el extremo de un polimero, y un grupo hidroxilo 5’ de un oligonucleétido.

[0041] Tal como se utiliza aqui, el término “medio” o “media” incluye cualquier medio, solucion, soélido, semisélido o
soporte rigido que podria dar respaldo o contener cualquier célula anfitriona, incluyendo células anfitrionas
bacterianas, células anfitrionas de levadura, células anfitrionas de insectos, células anfitrionas vegetales, células
anfitrionas Eucariotas, células anfitrionas de mamiferos, células CHO, células anfitrionas procariotas, E. coli, o
células anfitrionas pseudonomonas y contenidos celulares. Por lo tanto, el término puede abarcar medios en los
cuales la célula anfitriona ha crecido, por ejemplo, medios en los cuales el polipéptido ha sido secretado, incluyendo
un medio antes o después de un paso de proliferacion. El término también puede abarcar amortiguadores o
reactivos que contienen lisados celulares anfitriones, tal como en el caso donde el polipéptido que es producido
intracelularmente y las células anfitrionas son lisadas o interrumpidas para liberar el polipéptido.

[0042] Un “metabolito” de un polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) aqui presentados es un
derivado de ese polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) que se forma cuando el polipéptido de
aminoacidos no naturales (modificados) es metabolizarlo. El término “metabolito activo” se refiere a un derivado
biolégicamente activo de un polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) que se forma cuando el
polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) es metabolizado. El término “metabolizado” se refiere a la
suma de procesos (incluyendo, pero sin limitarse a, reacciones de hidrélisis y reacciones catalizadas por enzimas)
por los cuales una sustancia particular es cambiada por un organismo. Mas informacién acerca de metabolismos
puede ser obtenida de The Pharmacological Basis of Therapeutics (La Fase Farmacologica Terapias), 9na edicion,
McGraw-Hill (1996). Los metabolitos del polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) aqui presentados
pueden identificarse por la administracion del polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) a un anfitrién y
analisis de muestras de tejidos del anfitrién, o por medio de incubacidn del polipéptido de aminoacidos no naturales
(modificados) con células hepaticas in vitro y el andlisis de los compuestos resultantes.

[0043] EI término “modificado”, tal como se utiliza aqui se refiere a la presencia de una modificacion post traduccion
en un polipéptido. La forma del término “(modificada)” significa que los polipéptidos mencionados son modificados
opcionalmente, eso es, los polipéptidos en cuestion pueden ser modificados o no modificados.

[0044] Tal como se utiliza aqui, el término “vida media sérica modulada” se refiere al cambio positivo o negativo en
la vida media de circulacion de un polipéptido (modificado) en relaciéon a su forma no modificada. La vida media
sérica es medida al tomar muestras de sangre en varios momentos después de la administracion del polipéptido, y
determinar la concentracion de aquella molécula en cada muestra. Una correlaciéon de la concentracion sérica en
relacién al tiempo permite el calculo de la vida media sérica. Una vida media sérica incrementada deseable tiene por
lo menos alrededor de dos veces, pero un incremento pequefio puede ser Util, por ejemplo cuando permite un
régimen de dosis satisfactorio o evita un efecto toxico. En algunas secciones, el incremento es por lo menos
alrededor de 3 veces, alrededor de cinco veces o alrededor de 10 veces.

[0045] EI término “vida media terapéutica modulada” tal como se utiliza en este documento significa el cambio
positivo o0 negativo en la vida media del monto terapéuticamente efectivo de un polipéptido (modificado), en relacién
a su forma no modificada. La vida media terapéutica es medida al valorar las propiedades farmacocinéticas y / o
farmacodinamicas de la molécula en varios momentos después de la administracion. Una vida media terapéutica
incrementada permite un régimen de dosis beneficioso especifico, una dosis total beneficiosa especifica, o evita un
efecto no deseado. En algunas secciones, la vida media terapéutica incrementada resulta de un incremento en
potencia, una vinculacién incrementada o reducida de la molécula modificada a su objetivo, una descomposicién
incrementada o reducida de la molécula por enzimas tales como las proteasas, 0 un incremento o reduccién en otro
parametro o mecanismo de accion de la molécula no modificada.
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[0046] Tal como se utiliza aqui, el término “no eucariota” se refiere a organismos no eucariotas. Por ejemplo, un
organismo no eucariota puede pertenecer a la Eubacteria (incluyendo, pero sin limitarse a, Escherichia coli, Thermus
thermophilus, bacilo stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida, etc.) el dominio filogenético, o el dominio filogenético Archaea (incluyendo, pero sin limitarse a,
Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium como Haloferax volcanii y
especies Halobacterium NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, horikoshii Pyrococcus, Aeuropyrum
pernix, etc.).

[0047] Un “aminoacido no natural” se refiere a un aminoacido que no es uno de los 20 aminoacidos comunes o
pirrolisina o serenocisteina; otros términos que pueden ser utilizados en una forma sinénima con el término
“aminoacido no natural” son “aminoacido codificado no naturalmente”, “aminoacido no natural’, “aminoacido que
ocurre no naturalmente” y varias versiones con guiones y sin guiones parecidas. El término “aminoacido no natural”
incluye, pero no se limita a, aminoacidos que ocurren naturalmente por medio de una modificacién de un aminoacido
codificado naturalmente (incluyendo pero sin limitarse a, los 20 aminoacidos comunes o pirrolisina y selenocisteina)
pero en si no son incorporados a una cadena de polipéptidos creciente por el complejo de traduccion. Ejemplos de
aminoacidos que ocurren naturalmente que no son codificados naturalmente incluyen, pero no se limitan a, N-
acetilglucosaminil-L-serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina, y O-fosfotirosina.

[0048] EI término “acido nucleico” se refiere a desoxirribonucledtidos, desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos o
ribonucleétidos y sus polimeros en una forma mono o doble catenaria. A menos que se limite especificamente, el
término abarca a acidos nucleicos que contienen anélogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
propiedades de enlace similares a las del &cido nucleico referencial y son metabolizadas en una forma similar a
nucleétidos que ocurren naturalmente. A menos que se limite especificamente de otra forma, el término se refiere a
analogos de oligonucleédtidos que incluyen PNA (acido peptidonucleico), analogos de ADN usado en tecnologia
antisentido (fosforotioatos, fosforoamidatos, y similares). A menos que se indique de otra forma, una secuencia de
acido nucleico especifica también abarca implicitamente sus variantes modificadas conservadoramente (incluyendo,
pero sin limitarse a, sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias asi como la secuencia
indicada explicitamente. Especificamente, sustituciones de cordones degenerados pueden lograrse al generar
secuencias en las cuales la tercera posicién de uno o mas (o todos) codones seleccionados es sustituida con
residuos de base mixta y / o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. (Res. Acido nucleico) 19:5081 (1991);
Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes (sondas Mol. Cell.) 8:91-98
(1994)).

[0049] “Agente oxidante”, tal como se utiliza aqui en referencia al re - plegamiento proteinico, se define como
cualquier compuesto o material que es capaz de remover un electréon de un compuesto que esta siendo oxidado.
Agentes de oxidacion adecuada incluyen, pero no se limitan a, glutation oxidado, cistina, cistamina, ditiotreitol
oxidado, erythreitol oxidado, y oxigeno. Una amplia gama de agentes oxidantes son adecuados para su utilizacion
en los métodos y composiciones aqui descritos.

[0050] Tal como se utiliza aqui, el término “glicol polialquileno” se refiere a glicol polietileno, glicol polipropileno, glicol
polibutileno y sus derivados. El término “glicol polialquileno” cubre a los polimeros lineales y ramificados y a pesos
moleculares promedio de entre 1 kDa y 100 kDa. Otros ejemplos de secciones se listan, por ejemplo, en catalogos
comerciales de proveedores, tales como el catalogo de Shearwater Corporation “Polyethylene Glycol and Derivatives
for Biomedical Applications" (“Glicol Polietileno y sus Derivados para Aplicaciones Biomédicas”) (2001).

[0051] Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan intercambiablemente en este documento para
referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Es decir, una descripcion dirigida a un polipéptido aplica
igualmente a una descripcion de un péptido y a una descripcién de una proteina, y viceversa. Los términos aplican a
polimeros de aminoacidos que ocurren naturalmente asi como a polimeros de aminoacidos en los cuales uno o mas
residuos aminoacidos de un aminoacido que no ocurre naturalmente. Tal como se utiliza en este documento, los
términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier largo, incluyendo proteinas completas, donde los residuos
de aminoacidos estan vinculados por enlaces covalentes de péptidos.

[0052] EI término “modificado después de la traduccién” se refiere a cualquier modificacién de un aminoacido natural
0 no natural que ocurre a un aminodacido después de que ha sido incorporado en una cadena de polipéptidos. El
término abarca, sélo en forma de ejemplo, modificaciones in vivo co - interpretantes, modificaciones in vitro co -
interpretantes (tales como un sistema de traduccién libre de células), modificaciones in vivo post - interpretantes y
modificaciones in vitro post - interpretantes.

[0053] Un “pro - medicamento” se refiere a un activo que es convertido en un medicamento paterno in vivo. Los pro -
medicamentos son Utiles porque, en algunas situaciones, podrian administrarse mas facilmente que un medicamento
paterno. Podrian, por ejemplo, ser disponibles biolégicamente por medio de una administraciéon oral mientras el
medicamento paterno no lo es. El pro - medicamento también puede tener una solubilidad mejorada en
composiciones farmacéuticas por sobre el medicamento paterno.
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[0054] En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen el polipéptido de aminoacidos no naturales
(modificados) se administran a un paciente susceptible o que tiene el riesgo de una enfermedad, trastorno o
condicion especifica. Tal monto es definido como un “monto profilacticamente efectivo”. En este uso, los montos
precisos también dependen del estado de salud, peso y similares del paciente. Es considerado como buena practica
dentro del conocimiento de la industria, que para determinar aquellos montos profilacticamente efectivos se pueden
utilizar experimentacion rutinaria. (Por ejemplo, un experimento clinico de escalada de dosis).

[0055] El término “protegido” se refiere a la presencia de un “grupo protector” o fraccién que previene la reaccion del
grupo funcional quimicamente reactivo bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo protector variara dependiendo
del tipo de grupo quimicamente reactivo que esta siendo protegido. Por ejemplo, si el grupo quimicamente reactivo
fuese una amina o hidrazida, el grupo protector puede seleccionarse del grupo de terc-butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo quimicamente reactivo es un tiol, el grupo protector puede ser un
ortopiridildisulfuro. Si el grupo quimicamente reactivo es un acido carboxilico, tal como un &cido butandico o
propionico, o un grupo hidroxilo, el grupo protector puede ser un bencilo o un grupo alquilo tal como metilo, etilo, o
terc-butilo. Otros grupos protectores conocidos en la industria también pueden ser utilizados en, o con los métodos y
composiciones aqui descritos, incluyendo grupos fotolables tales como Nvoc y MeNvoc.

[0056] unicamente en forma de ejemplo, los grupos bloqueadores / protectores pueden seleccionarse de:

. Hz H o
H C c: H
H 2 ~ O
_Cw C O, O "C"'C’ -
HZC/ ﬁ, ~ ©/ Hzcl H2 H3C
2 o]
allyl Bn Cbz alloc Me
H, HaC,_ CHs \ 0
-~ H3C)C™ ~Si & P
HasC (H3C)s (HzC)C™>'~~ - 0
Et t-butilo TBDMS Teoc
o]
i H
o ci. o H,e—©
CHaC” T Q/ (CeHskhC— CJ\ O’
(0] 3
S e O
Boc pMBn tritilo acetilo
Fmoc

[0057] Otros grupos protectores son descritos en Greene y Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis (Grupos
Protectores en Sintesis Organica), 3ra Ed., John Wiley & Sons, Nueva York, NY, 1999.

[0058] Una “célula anfitriona recombinante” o “célula anfitriona” se refiere a una célula que incluye un polinucledétido
exdgeno, sin importar el método utilizado para su insercidon, por ejemplo, captacion directa, transduccion,
apareamiento f u otros métodos conocidos en la industria para crear células anfitrionas recombinantes. El
polinucleétido exdgeno puede ser mantenido como un vector no integrador, por ejemplo, un plasmido, o
alternamente, puede ser integrado en el genoma anfitrién.

[0059] “Activo reductor” tal como se utiliza en este documento en referencia al repliegue proteinico, se define como
cualquier compuesto o material que mantiene a los grupos sulfhidrilos en el estado reducido y reduce los enlaces
intra- o inter moleculares del disulfuro. Activos reductores adecuados incluyen, pero no se limitan a, ditiotreitol (DTT),
2-mercaptoetanol, ditioeritritol, cisteina, cisteamina (2-aminoetanotiol), y glutation reducido. Una amplia gama de
activos reductores son apropiados para su utilizacién en los métodos y composiciones aqui descritos.

[0060] “Repliegue” tal como se utiliza en este documento es cualquier proceso, reaccion o método que transforma el
enlace de disulfuro que contiene polipéptidos de un estado plegado o desplegado inapropiadamente de una
conformacion natural o plegada apropiadamente en referencia a los enlaces de disulfuro.

[0061] La frase “hibrida selectivamente (o especificamente) a” se refiere al enlace, doblaje o hibridacion de una
molécula Unica a una secuencia especifica de nucledtidos bajo condiciones rigurosas de hibridacion cuando la
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secuencia esta presente en una mezcla compleja (incluyendo, pero sin limitarse a, celular total o biblioteca de ADN o
ARN).

[0062] La frase “condiciones rigurosas de hibridacién” se refiere a condiciones de baja fuerza iénica y de alta
temperatura tal como se conoce en la industria. Tipicamente, bajo condiciones rigurosas una sonda hibridara a su
sub secuencia objetiva en una mezcla compleja de acido nucleico (incluyendo, pero sin limitarse a, celular total o
biblioteca de ADN o ARN) pero no hibrida a otras secuencias en la mezcla compleja. Condiciones rigurosas
dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas largas hibridan
especificamente a temperaturas mas altas. Una guia extensa para la hibridaciéon de acidos nucleicos se encuentra
en Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Probes
(Técnicas de Laboratorio en Bioquimica y Biologia Molecular - Hibridacion con Sondas Nucleicas), "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (“revision general de la hibridacion y estrategia de
ensayos de acidos nucleicos”) (1993). Generalmente, las condiciones rigurosas son seleccionadas son de alrededor
de 5 - 10 °C mas bajos que el punto de derretimiento térmico T, para la secuencia especifica a un pH de fuerza
i6nica definido. La Tr, es la temperatura (bajo una fuerza i6nica, pH y concentracién nucleico definidas) a la cual el
50% de las sondas complementarias al objetivo y brisa a la secuencia objetiva en el punto de equilibrio (en la forma
en que las secuencias objetivo estan presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas estdn ocupadas en el
punto de equilibrio). Las condiciones rigurosas pueden ser aquellas en las cuales la concentracion salina es menor
gue alrededor de 1.0 M de concentracion de iones de sodio, tipicamente alrededor de 0.01 a 1.0 M de concentracién
de iones de sodio (u otras sales) a un pH 7.0 a 8.3 y la temperatura de por lo menos alrededor de 30 °C para sondas
cortas (incluyendo pero sin limitarse a, 10 a 50 nucleétidos) y por lo menos alrededor de 60 °C para sondas largas
(incluyendo, pero sin limitarse a, mayores a 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas también pueden lograrse con
la adicién de agentes desestabilizadores tales como formamida. Para hibridaciones selectivas o especificas, una
sefial positiva podria ser por lo menos 2 veces la hibridacion del entorno, opcionalmente 10 veces la hibridacion del
entorno, ejemplos de condiciones de hibridacion rigurosas pueden ser las siguientes: 50% de formamida, 5X SSC, y
1% de SDS, incubandose a 42 °C, o 5X SSC, 1% de SDS, incubandose a 65 °C, con un lavado en 0.2X SSC, y 0.1
por ciento de SDS a 65 °C. Aquellos lavados pueden ser realizados durante 5, 15, 30, 60, 120 o mas minutos.

[0063] El término “sujeto” tal como se utiliza aqui, se refiere a un animal, en algunas secciones a un mamifero, y en
otras secciones un humano, que es objeto del tratamiento, observacion o experimento.

[0064] EI término “sustancialmente purificado” se refiere a un polipéptido que puede ser sustancialmente o
esencialmente libre de compuestos que normalmente podrian acompafiarlo o interactuar con la proteina tal como se
la encuentra en su entorno natural, es decir, una célula nativa, o célula anfitriona en el caso de un polipéptido
producido en forma recombinante. Un polipéptido que podria ser sustancialmente libre de material celular incluye
preparaciones de proteinas que tienen menos de alrededor del 30%, menos de alrededor del 25%, menos de
alrededor del 20%, menos de alrededor del 15%, menos de alrededor del 10%, menos de alrededor del 5%, menos
de alrededor del 4%, menos de alrededor del 3%, menos de alrededor del 2%, o menos de alrededor del 1% (en
peso seco) de proteinas contaminantes. Cuando el polipéptido o sus variantes son producidas en una forma
recombinante por las células anfitrionas, la proteina puede estar presente alrededor de un 30%, alrededor de un
25%, alrededor de un 20%, alrededor de un 15%, alrededor de un 10%, alrededor de un 5%, alrededor de un 4 por
ciento, alrededor de un 3%, alrededor de un 2%, o alrededor de 1%, o menos del peso seco de las células. Cuando
el polipéptido o su variantes producida recombinantemente por las células anfitrionas, la proteina puede estar
presente en el medio de cultivo en alrededor de 5 g / litros, alrededor de 4 g / litros, alrededor de 3 g / litros,
alrededor de 2 g/ litros, alrededor de 1 g/ litros, alrededor de 750 mg / litros, alrededor de 500 mg / litros, alrededor
de 250 mg/ litros, alrededor de 100 mg / litros, alrededor de 50 mg / litros, alrededor de 10 mg / litros o alrededor de
1 mg / litros 0 menos del peso seco de las células. Por lo tanto, un polipéptido “sustancialmente purificado” producido
de acuerdo a los métodos aqui descritos puede tener un nivel de pureza de por lo menos alrededor de un 30%, por
lo menos alrededor de un 35%, por lo menos alrededor de un 40%, por lo menos alrededor de un 45%, por lo menos
alrededor de un 50%, por lo menos alrededor de un 55%, por lo menos alrededor de un 60%, por lo menos alrededor
de un 65%, por lo menos alrededor de 70%, especificamente, un nivel de pureza de por lo menos alrededor de un
75%, 80%, 85%, y mas especificamente, un nivel de pureza de por lo menos alrededor de un 90%, un nivel de
pureza de por lo menos alrededor de un 95%, un nivel de pureza de por lo menos alrededor de un 99% o mas tal
como se determina por los métodos apropiados tales como el analisis SDS/PAGE, RP-HPLC, SEC vy electroforesis
capilar.

[0065] El término “sustituyentes” incluye pero no se limita a “sustituyentes que no interfieren”. “Sustituyentes que no
interfieren” son aquellos grupos que producen compuestos estables. Sustituyentes o radicales que no interfieren
adecuados incluyen, pero no se limitan a, halo, alquilo C1-Cjo, alquenilo C,-C10, alquenilo C,-C1o, alquinilo, alcoxi C;-
Cio, aralquilo Cs-Cy2, cicloalquilo C3-Cio, cicloalguenilo Cs-Ci», fenilo, fenilo sustituido, toluoilo, xilenilo, bifenilo,
alcoxialquilo C,- Cy2, alcoxiarilo Cs-Cy2, ariloxialquilo Cs-Ci2, oxiarilo C7-Cy2, alquilsulfinilo C1-Cs, alquilsulfonilo C;-
Cio0, - (CHz) O- (alquilo C1-C10) en la que m es de 1 a 8, arilo, arilo sustituido, alcoxi sustituido, fluoroalquilo, radical
heterociclico, radical heterociclico sustituido, nitroalquilo, -NO2, -CN, - NRC (O) - (alquilo C1-C1o), -C (O) - (alquilo C;-
C10), C2 Cyp alctioalquilo, -C (O) O- (alquilo C1-Cip), -OH, -SO,, = S, -COOH, -NRg, carbonilo, -C (O) - (alquilo C1-C10)
-CF3, -C (O) -CFs3, -C (0O) NRy, - (arilo C1-C10) -S- (arilo Cs-Cip), -C (O) - arilo (Cs-C1o0), - (CH2) mO - (CH>) O- (alquilo
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C1-Ci0) en el que cadam es de 1 a 8, -C (O) NRyz, -C (S) NRz, -SO2NRz, -NRC (O) NR2, -NRC (S) NR2, su sales, y
similares. Cada grupo R en la lista anterior es seleccionado independientemente del grupo que consiste de H, alquilo
o alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido, o alcarilo. Donde los grupos sustituyentes son especificados por sus
férmulas quimicas convencionales, escritas de la izquierda a la derecha, ellas abarcan igualmente los sustituyentes
quimicamente idénticos que resultarian de escribir la estructura desde la derecha a la izquierda, por ejemplo, -
CH20- es equivalente a -OCH>-.

[0066] Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (incluyendo aquellos grupos a menudo referidos
como alquileno, alquenil, heteroalquileno, heteroalquenil, alquinilo, cicloalquinil, cicloalquilo, heterocicloalquilo,
cicloalquenilo y heterocicloalquenilo) puede ser uno o mas de una variedad de grupos seleccionados de, pero sin
limitarse a: -OR, =0, =NR, =N-OR, -NRg, -SR, -halogeno, -SiR3, -OC(O)R, -C(O)R, -COzR, -CONR;, -OC(O)NR>, -
NRC(O)R, -NR-C(O)NR2, -NR(O)2R, -NR-C(NR2)=NR, -S(O)R, -S(O):R, -S(0)2NR2, -NRSO2R, -CN y -NO, en un
ndmero que varia desde cero hasta (2m’ + 1), donde m’ es el numero total de atomos carbonos en aquel radical.
Cada grupo R en la lista anterior es seleccionado independientemente de un grupo que consiste de hidrégeno,
heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, incluyendo, pero sin limitarse a, arilo sustituido
con uno - tres halégenos, alquilo sustituido o no sustituido, los grupos alcoxi o tioalcoxi, o los grupos aralquilos.
Cuando dos grupos R son adheridos al mismo atomo de nitrégeno, pueden ser combinados con el &omo de
nitrégeno para formar un anillo de 5, 6 o siete miembros. Por ejemplo, -NR; tiene el proposito de incluir, pero no se
limita a, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. De lo que se acaba de mencionar en referencia a los sustituyentes, una
persona con conocimiento en la industria entendera que el término “alquilo” tiene el propésito de incluir grupos que
contienen atomos de carbén enlazados a grupos que no sean grupos de hidrégeno, tales como haloalquilos
(incluyendo, pero sin limitarse a, -CF3z y -CH2CF3) y acilos (incluyendo, pero sin limitarse a, -C(O)CHgs, -C(O)CFs3, -
C(O)CH20CHz3, y similares).

[0067] Similares a los sustituyentes descritos para los radicales alquilos, sustituyentes para grupos arilos y
heteroarilos varian y se seleccionan de, pero no se limitan a, OR, =0, =NR, =N-OR, -NRg, -SR, -halogeno, -SiRs3, -
OC(O)R, -C(O)R, -COzR, -CONRz, -OC(O)NR;, -NRC(O)R, -NR-C(O)NRz, -NR(O):R, -NR-C(NR2)=NR, -S(O)R, -
S(O)2R, -S(0)2NR2, -NRSO2R, -CN,-NOg, -R, -N3, -CH(F), alcoxi fluoro(C1-C4), y alquilo fluoro (C1-Ca), en un nimero
gue varia desde cero al numero total de valencias abiertas en el sistema anular automéatico; y donde cada grupo R
en la lista anterior es seleccionado independientemente de hidrégeno, alquilo, heteroalquilo, arilo y heteroarilo.

[0068] En aplicaciones terapéuticas, las composiciones que contienen el polipéptido de aminoacidos no naturales
(modificados) son administrados a un paciente que ya sufre de una enfermedad, condicién o trastorno, en un monto
suficiente para curar o por lo menos contrarrestar parcialmente los sintomas del trastorno, enfermedad o desorden.
Tal monto es definido como un “monto terapéuticamente efectivo”, y dependera de la gravedad y de la etapa de la
enfermedad, desorden o condicién, terapia previa, el estado de salud del paciente y la respuesta a los
medicamentos, y el juicio del médico tratante. Se considera como buena préactica dentro de la industria que se
determine aquellos montos terapéuticamente efectivos por medio de experimentacion rutinaria (por ejemplo, un
experimento clinico de escalada de dosis).

[0069] Tal como se utiliza aqui, el término “ligando de prueba” se refiere a un activo, que puede ser un compuesto,
una molécula o un complejo, que esta siendo probado para su habilidad para enlazarse a un polipéptido de
aminoacidos no naturales, tal como una proteina o un complejo de proteinas que en sus formas nativas son
conocidas por asociarse con una causa de una enfermedad o condicion en un organismo vivo, tal como uno
vertebrado, particularmente un mamifero y mas especificamente un humano. Puesto que la vinculacion de un
ligando a su polipéptido de aminoacidos no naturales debe ocurrir para que el ligando tenga un efecto directo en el
polipéptido de aminoacidos no naturales, la vinculacién tal como lo indica este método de ensayo es una fuerte
indicacion del potencial terapéutico de un ligando identificado tal como se describe en este documento.

[0070] Un ligando de prueba que puede evaluarse por este método puede ser virtualmente cualquier reactivo,
incluyendo, pero sin limitarse a, metales, polipéptidos, proteinas, lipidos, polisacaridos, polinucleétidos y moléculas
organicas pequefias. Un ligando de prueba que ha demostrado vincular a un polipéptido de aminoacidos no
naturales se lo denomina como un ligando. Mezclas complejas de sustancias, incluyendo, pero sin limitarse a,
extractos de productos naturales, que incluyen mas de un ligando de prueba pueden examinarse y si existe una
respuesta positiva (es decir, si la vinculacion al polipéptido de aminoacidos no naturales ocurre), el ligando que se
vinculd al polipéptido de aminoacidos no naturales puede ser purificado de la mezcla antes de seguir con la
evaluacion de su potencial terapéutico.

[0071] El término “tratamiento” es utilizado para referirse a los tratamientos profilacticos y / o terapéuticos.

[0072] Tal como se utiliza aqui, el término “polimero soluble en agua” se refiere a cualquier polimero que es soluble
en solventes acuosos. La vinculacion de polimeros solubles en agua a un polipéptido puede resultar en cambios que
incluyen, pero no se limitan a, un incremento o modulacién de la vida media sérica, o un incremento o modulacion de
la vida media terapéutica en relacion a la forma no modificada, inmunogenicidad modulada, caracteristicas de
asociacion fisica modulada tales como agregacién y formacion de multimeros, vinculacion alterada de receptores,
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vinculacion alterada a uno o mas compafieros de vinculacién, y una dimerizacién o multimerizaciéon del receptor
alterado. El polimero soluble en agua puede o puede no tener su propia actividad biolégica y podria ser utilizado
como un vinculador para adherirse al polipéptido de otras sustancias, incluyendo, pero sin limitarse a uno o mas
polipéptidos, o una 0 mas moléculas biolégicamente activas. Polimeros adecuados incluyen, pero no se limitan a,
glicol de polietileno, propionaldehido de glicol de polietileno, mono alcoxi C1-C10 o sus derivados de ariloxi (descrito
en la patente de Estados Unidos nimero 5,252,714), monometoxipolietilenglicol, polivinilpirrolidona, alcohol
polivinilico, poliaminoacidos, anhidrido de diviniléter maleico, N- (2-hidroxipropil) metacrilamida, dextrano, derivados
de dextrano, incluyendo sulfato de dextrano, glicol de polipropileno, 6xido de polipropileno / copolimero de 6xido de
etileno, poliol polioxietilado, heparina, fragmentos de heparina, polisacaridos, oligosacaridos, glicanos, celulosa y
derivados de celulosa, incluyendo, pero sin limitarse a metilcelulosa y carboximetilcelulosa, almidén y sus derivados,
polipéptidos, polialquilenglicol y sus derivados, copolimeros de polialquilenglicoles y sus derivados, éteres etilicos de
polivinilo, y alfa-beta-poli [(2-hidroxietil) -DL-aspartamida, y similares, o mezclas de los mismos. Ejemplos de
polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a polietilenglicol y albimina sérica.

[0073] A menos que se indique de otra forma, métodos convencionales de espectroscopia, NMR, HPLC, quimica
proteinica, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, son utilizadas dentro de las técnicas de la
industria.

[0074] Los compuestos (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya mencionados) aqui presentados
incluyen compuestos clasificados isotépicamente, que son idénticos a aquellos indicados en varias formulas y
estructuras en este documento, pero debido al hecho de que uno o mas atomos son reemplazados por un atomo
que tiene una masa atdmica o un numero de masa diferente a la masa atémica o nUmero de masa que se encuentra
usualmente en la naturaleza. Ejemplos de is6topos que pueden incorporarse a estos compuestos incluyen isétopos
de hidrégeno, carbén, nitrégeno, oxigeno, fitior y cloro, tales como °H, °H. *C, *c, N, 0, "0, **s, ®F , *c|,
respectivamente ciertos compuestos clasificados isotépicamente aqui descritos, por ejemplo aquellos en los cuales
los isGtopos radioactivos tales como °H y **C estan incorporados, son Utiles en ensayos de distribucion de tejidos de
medicamentos y / 0 sustratos. Ademas, la sustitucion con isétopos tales como el deuterio, es decir, 2H, puede tener
ciertas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, un incremento en la
vida media in vivo o una reduccién en los requerimientos de las dosis.

[0075] Algunos de los compuestos aqui mencionados (incluyendo, pero sin limitarse a, amino&cidos no naturales,
polipéptidos de amino&cidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya
mencionados) tienen atomos carbonos asimétricos y por lo tanto pueden existir como enantiémeros o
diasteredmeros. Las mezclas diasteroméricas pueden separarse en sus diastereémeros en base a sus diferencias
guimicas fisicas por medio de métodos conocidos, por ejemplo, por cromatografia y / o cristalizacion fraccional. Los
enantiomeros pueden separarse al convertir la mezcla enantiomérica en una mezcla diastereomérica al reaccionar
un compuesto 6pticamente activo apropiado (por ejemplo, alcohol), separando los diastereébmeros y convirtiendo
(por ejemplo, hidrolizando) los diasteredmeros individuales a los correspondientes enantiomeros puros. Todos esos
isdbmeros, incluyendo diasterebmeros, enantibmeros y sus mezclas son considerados como partes de las
composiciones aqui descritas.

[0076] En secciones adicionales, los compuestos aqui descritos (incluyendo, pero sin limitarse a aminoacidos no
naturales, poli péptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los
compuestos ya mencionados) son utilizados en forma de pro - medicamentos. En secciones adicionales, los
compuestos aqui descritos (incluyendo, pero sin limitarse a aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya mencionados) son
metabolizados en el momento de su administracién a un organismo que necesita producir un metabolito que a su
vez es usado para producir un efecto deseado, incluyendo un efecto deseado terapéutico. En secciones adicionales
existen metabolitos activos de aminoacidos no naturales y de polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados).

[0077] Los métodos y formulaciones aqui descritas incluyen el uso de 6xidos-N, formas cristalinas (también
conocidas como polimorfos), o sales farmacéuticamente aceptables de aminoacidos no naturales y polipéptidos de
aminoacidos no naturales (modificados). En algunas situaciones, aminoacidos no naturales y polipéptidos de
aminoacidos no naturales (modificados) podrian existir como tautomeros. Todos los tautdmeros estan incluidos
dentro del alcance de los aminoacidos no naturales y polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui
presentados. Adicionalmente, los aminoacidos no naturales y los polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados) aqui descritos pueden existir en formas no solvatadas o solvatadas con solventes farmacéuticamente
aceptables tales como el agua, etanol y similares. Las formas solvatadas de los aminoacidos no naturales y los
polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui presentados también son considerados como
presentados en este documento.

[0078] Aquellos con conocimiento en industria reconoceran que algunos compuestos aqui mencionados (incluyendo,
pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos
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para producir cualquiera de los compuestos ya mencionados) pueden existir en varias formas tautoméricas. Todas
esas formas tautoméricas son consideradas como parte de las composiciones aqui descritas. También, por ejemplo,
todas las formas enol - ceto de cualquier compuesto (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoéacidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya
mencionados) aqui mencionados son considerados como parte de las composiciones aqui descritas.

[0079] Algunos de los compuestos aqui descritos (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales, poli
péptidos de aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya
mencionados) son acidos y podrian formar una sal con un catién farmacéuticamente aceptable. Algunos de los
compuestos aqui mencionados (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales, polipéptidos de
aminoacidos no naturales (modificados) y reactivos para producir cualquiera de los compuestos ya mencionados)
pueden ser basicos y asimismo, pueden formar una sal con un anién farmacéuticamente aceptable. Todas esas
sales, incluyendo di- sales estan dentro del alcance de las composiciones aqui descritas y pueden ser preparadas
por medio de métodos convencionales. Por ejemplo, las sales pueden ser preparadas al contactar las entidades
acidas y basicas, en medios acuosos, no acuosos o parcialmente acuosos. Las sales son recuperadas al usar por lo
menos una de las siguientes técnicas: filtracion, precipitacién con un no solvente seguido de filtracion, evaporacion
del solvente de, o, en el caso de soluciones acuosas, liofilizacion.

[0080] Las sales incluyen, por ejemplo: (1) sales de adicion &cida, formadas con &cidos inorganicos tales como el
acido hidroclorico, el acido hidrobrémico, el &cido sulfirico, acido nitrico, acido fosférico, y similares; o formadas con
acidos organicos tales como el acido acético, el acido propionico, el acido hexandico, acido ciclopentanopropionico,
acido glicolico, acido piravico, &cido lactico, acido maldnico, &cido succinico, acido médlico, 4cido maleico, &cido
fumarico, &cido tartarico, acido citrico, 4cido benzoico, acido 3- (4-hidroxibenzoil) benzoico, &cido cinamico, acido
mandélico, 4cido metanosulfonico, acido etanosulfonico, &cido 1,2-etanodisulfonico, 2-hidroxietanosulfénico, acido
bencenosulfénico, &acido 2-naftalenosulfénico, &cido 4-metilbiciclo- [2.2.2] oct-2-eno-1-carboxilico, acido
glucoheptodnico, acido 4,4'-metilenbis (3-hidroxi-2-eno-1- carboxilico), acido 3-fenilpropiénico, acido trimetilacético,
acido butilacético terciario, &cido lauril sulfdrico, acido gluconico, acido glutdmico, acido hidroxinaftoico, &cido
salicilico, &cido esteérico, acido muconico, y similares; (2) sales formadas cuando un protén &acido presente en el
compuesto paternal es reemplazado por un ion metalico, por ejemplo, un ion metal alkali, un ion alcalinotérreo, o un
ion de aluminio; o coordina con una base organica. Bases orgénicas aceptables incluyen hidréxido de aluminio,
hidréxido de calcio, hidroxido de potasio, carbonato de sodio, hidroxido de sodio, y similares.

[0081] Debe entenderse que una referencia a una sal incluye sus formas de adicién solventes o sus formas
cristalinas, particularmente solvatos o polimorfos. Los solvatos contienen montos estequiométricos o no
estequiométricos de un solvente, y a menudo son formados durante el proceso de cristalizacion. Los hidratos son
formados cuando el solvente de esa agua, o alcoholatos son formados cuando el solvente es alcohol. Los polimorfos
incluyen los diferentes arreglos de aquel de cristales de la misma composicion elemental de un compuesto. Los
polimorfos usualmente tienen diferentes patrones de difraccion de rayos X, espectro infrarrojo, puntos de
derretimiento, densidad, dureza, forma cristalina, propiedades Opticas, propiedades eléctricas, estabilidad y
solubilidad. Varios factores tales como el solvente de recristalizacion, la tasa de cristalizacién y la temperatura de
almacenamiento podrian hacer que una sola forma de cristal predomine.

BREVE DESCRIPCION DE LOS ESQUEMAS

[0082] Las nuevas caracteristicas del invento se establecen especificamente en las declaraciones adjuntas. Un
mejor entendimiento de las caracteristicas y de las ventajas de este invento se obtendran por referencia a la
siguiente descripcidn detallada que establece secciones ilustrativas, en las cuales los principios del invento son
utilizados, y los esquemas acompafiantes de los cuales:

La figura 1 es una representacion esquemdtica de la relacion de ciertos aspectos de los métodos,
composiciones, estrategias y técnicas aqui descritas.

La figura 1a presenta varias técnicas de deteccion de proteinas.

La figura 2 presenta un ejemplo ilustrativo, no limitante de reacciones donde la funcionalidad (A), de un
aminoécido, capacidad de traduccidén incorporada (o incorporada de otra forma) a un polipéptido, reacciona
con el reactivo (B) para producir un polipéptido modificado.

La figura 3 presenta un ejemplo ilustrativo, no limitante de una formacion de componentes de aminoacidos
no naturales que contienen oximas por medio de reaccidon de componentes de aminoacidos no naturales
que contienen carbonilo con reactivos que contienen hidroxilamina.

La figura 4 presenta un ejemplo ilustrativo no limitante de la formacion de componentes de aminoacidos no

naturales que contienen oximas por medio de la reaccion de componentes de amino&cidos no naturales
gue contienen hidroxilaminas con reactivos que contienen carbonilo.
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La figura 5 presenta un ejemplo ilustrativo no limitante de la formaciéon de componentes de aminoacidos no
naturales que contienen oximas por medio de componentes de aminoacidos no naturales que contienen
oximas con reactivos y contienen carbonilo.

La figura 6 en un ejemplo ilustrativo no limitante de la formacién de componentes de aminoacidos no
naturales que contienen oximas por medio de reacciones de componentes de aminoacidos no naturales
que contienen dicarbonilos con reactivos que contienen hidroxilaminas.

La figura 7 presenta un ejemplo ilustrativo no limitante de la formaciéon de componentes de aminoacidos no
naturales que contienen oximas por medio de reacciones de componentes de aminoacidos no naturales
que contienen hidroxilaminas con reactivos que contienen dicarbonilos.

La figura 8 presenta un ejemplo ilustrativo no limitante de la formacion de componentes de aminoacidos no
naturales que contienen oximas por medio de reacciones de intercambio de componente es de aminoacidos
no naturales que contienen oximas con reactivos que contienen carbonilo o dicarbonilo.

La figura 9 presenta ejemplos no limitantes de moléculas que estan adheridas especificamente en lugares
de proteinas por medio de la formacion de oximas entre carbonilos de aminoacidos no naturales
incorporados a un polipéptido y la hidroxilamina de la molécula.

La figura 10 muestra un ejemplo de un método de purificacion para un polipéptido de aminoécidos no
naturales utilizando una resina que reacciona con el amino&cido no natural.

La figura 11 muestra un ejemplo de un método en el cual la purificacion de un polipéptido de aminoacidos
no naturales y la conjugacion del polipéptido es realizada en “un tarro”.

La figura 12 muestra un ejemplo de una seleccién y funcionarizacion de resina.

La figura 13 muestra un ejemplo de purificacion de afinidad de un polipéptido de aminoéacidos no naturales
usando resina de hidroxilaminas.

La figura 14 muestra un ejemplo de purificacién de un polipéptido de aminoacidos no naturales utilizando
una resina de aldehidos.

La figura 15 muestra un ejemplo de purificacion de proteinas nativas de un precursor de aminoacidos no
naturales que es convertido por tirosina después de la division.

La figura 16 muestra ejemplos no limitantes de aminoacidos no naturales

La figura 17 muestra el analisis SDS-PAGE de conjugaciones de ADN de hebras de un solo hGH 1) mezcla
de reaccion de la reaccion de conjugacion; 2) conjugacion de hGH - ssADN purificado por medio de una
columna HIC.

La figura 18 muestra una hibridacion de una conjugacion proteina - sSADN.

La figura 19 muestra un andlisis con gel glicina en un 14% nativo de una hibridacion de una conjugacion
hGH - ssADN: conjugacion hGH - ssADN (5 microlitros) con: 1) 0 pl; 2) 2 ml; 3) 4 ml; 4) 6 ml; 5) 8 ml; 6) 10
ml, de 1 mM FTam28d3;y 7) 2 ml; 8) 4 ml; 9) 8 ml, de 10 mM de FTam28-d3.

La figura 20 muestra un analisis de gel nativo de 5 microlitros de hGH - ssADN mezclado con 1) 0 ml; 2) 1
ml; 3) 4 ml, de 100 mM FTam28-d3; y hGH mezclado con 4) 1 ml; 5) 0 ml, de 100 mM FTam28-d3.

La figura 21 muestra ensamblajes de estructuras 1-D hGH usando ADN como una plantilla.
DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO
l. Introduccion
[0083] Recientemente, una tecnologia completamente nueva en las ciencias proteinicas ha sido reportada, que
promete superar muchas de las limitaciones asociadas con las modificaciones en lugares especificos de las
proteinas. Especificamente, nuevos componentes han sido agregados a la maquinaria biosintética proteinica de la
Escherichia coli procariota (E. coli) (por ejemplo, L. Wang, et al., (2001), Science (Ciencia) 292:498-500) y de la

Sacchromyces cerevisiae eucariota (S. cerevisiae) (por ejemplo, J. Chin et al., Science (Ciencia) 301:964-7 (2003)),
que ha permitido la incorporacion de aminoacidos no naturales a proteinas in vivo. Varios aminoacidos con nuevas
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propiedades quimicas, fisicas o biolégicas, incluyendo aminoacidos, ceto aminoacidos y aminoacidos glicosilados de
clasificaciones de fotoafinidad y photoisomerizables han sido incorporados eficientemente y con un alto nivel de
fidelidad a las proteinas en E. coli y levaduras en respuesta al codon ambar (amber), TAG, usando esta
metodologia. Refiérase a, por ejemplo, J. W. Chin et al., (2002), Journal of the American Chemical Society (Revista
de la Sociedad Quimica Americana) 124:9026-9027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002), ChemBioChem 3(11):1135-
1137; J. W. Chin, et al., (2002), PNAS Estados Unidos de América 99:11020-11024; y, L. Wang, & P. G. Schultz,
(2002), Chem. Comm., 1:1-11. Estas investigaciones han demostrado que es posible el introducir selectivamente y
rutinariamente grupos funcionales quimicos que no se encuentran en las proteinas, que son quimicamente inertes a
todos los grupos funcionales encontrados en los 20 aminoacidos comunes codificados genéticamente y que podrian
usarse para reaccionar eficientemente y selectivamente para formar enlaces covalentes estables.

Il. Vision general

[0084] La figura 1 es una visién general de las composiciones, métodos y técnicas que estan aqui descritos. En un
nivel, provenientes de las aplicaciones de patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527,
60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068 son herramientas (métodos, composiciones, técnicas) para crear
y usar un polipéptido que contiene por lo menos un aminoacido no natural 0 aminoacido no natural modificado.
Aquellos polipéptidos de aminoacidos no naturales pueden contener funcionalidades adicionales, incluyendo, pero
sin limitarse a, una marcacion; una coloracion; un polimero; un polimero soluble en agua; un derivado de glicol
polietileno; un foto reticulante; un compuesto citotdéxico; un medicamento; una etiqueta de afinidad, una etiqueta de
fotoafinidad; un compuesto reactivo; una resina; una segunda proteina o polipéptido o analogo de polipéptido; un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de metales; un cofactor; un acido graso; un carbohidrato atil, un
polinucledtido; un ADN; un ARN; un polinucleétido anti - sentido; un sacarido, un dendrimero soluble en agua, una
ciclodextrina, un acido ribonucleico inhibitorio; un biomaterial; una nanoparticula; un marcador de espin; un
fluoréforo, una fraccion que contiene un metal; una fraccién radioactiva; un grupo funcional nuevo; un grupo que
interactda de forma covalente o no covalente con otras moléculas; una fraccion equipada con fotocage; una fraccion
excitable de radiacion actinica; una fraccion fotoisomerizable; biotina; un derivado de biotina; un analogo de biotina;
una fraccion que incorpora un atomo pesado; un grupo quimicamente escindible; un grupo fotoescindible; una
cadena lateral alargada; un azlcar enlazado a carbono; un agente redox - activo; un amino tioacido; una fraccién
téxica; una fraccibn marcada isotépicamente; una sonda biofisica; un grupo fosforescente; un grupo
quimioluminiscente; un grupo denso en electrones; un grupo magnético; un grupo de intercalacién; un croméforo; un
agente de transferencia de energia; un agente biol6gicamente activo; un marcador detectable; una molécula
pequefia; un punto cuantico; un transmisor nano; y cualquier combinacion de los anteriores.

[0085] Tal como se muestra en la figura 1, en un aspecto se encuentran los métodos para seleccionar y designar un
polipéptido que va a ser modificado utilizando los métodos, composiciones y técnicas descritos en mayor detalle en
las aplicaciones de patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210,
60/696,302, y 60/696,068. El nuevo polipéptido puede ser disefiado nuevamente, incluyendo en forma de ejemplo
Unicamente, como parte de un proceso de examinacion de alto caudal (en cuyo caso muchos polipéptidos pueden
ser disefiados, sintetizados, caracterizados y / o probados) o basandose en los intereses del investigador. El nuevo
polipéptido también puede estar disefiado en base a la estructura de un polipéptido conocido o parcialmente
caracterizado. En forma de ejemplo, exclusivamente, la super familia genética de hormonas de crecimiento (refiérase
mas adelante) ha sido sujeta de una investigacion intensa por parte de la comunidad cientifica; un nuevo polipéptido
puede disefarse en base a la estructura de un miembro o miembros de esta siper familia genética. Los principios
para seleccionar que aminodcidos sustituir y / o modificar se describen por separado en este documento. La eleccion
de qué modificacion implementar también se describe aqui, y puede ser utilizada para satisfacer la necesidad del
experimentador o del usuario final. Las modificaciones incluyen, sélo en forma de ejemplo, la manipulacion de la
efectividad terapéutica del polipéptido, mejorando el perfil de seguridad del polipéptido, ajustando la farmacocinética
del polipéptido, suministrando funcionalidades adicionales al polipéptido, incorporando una etiqueta, etiquetando o
sefializando en una forma detectable al interior del polipéptido, facilitando las propiedades de aislamiento del
polipéptido, y cualquier combinacién de las modificaciones antes mencionadas.

[0086] Por lo tanto, los polipéptidos que contienen por lo menos un aminoacido no natural 0 un aminoacido no
natural modificado son indicados y descritos en mayor detalle en las aplicaciones de patente de Estados Unidos
numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068. Una amplia variedad de
aminoéacidos codificados no naturalmente son adecuados para su utilizacién en este invento. Cualquier nUmero de
aminoéacidos codificados no naturalmente pueden ser introducidos a un polipéptido. En general, los aminoacidos
codificados no naturalmente son sustancialmente y quimicamente inertes en relacion a los 20 aminoacidos
codificados genéticamente comunes (es decir, alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina, y valina). En algunas secciones, los aminoacidos codificados no naturalmente que incluyen
grupos funcionales de la cadena lateral que reaccionan eficientemente y selectivamente con grupos funcionales que
no se encuentran en los 20 aminoacidos comunes (incluyendo, pero sin limitarse a, grupos azido, cetona, aldehido y
aminooxi) para formar conjugaciones estables. Puesto que los aminoé&cidos codificados no naturalmente del invento
tipicamente difieren de los aminoacidos naturales sélo en la estructura de la cadena lateral, los aminoacidos
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codificados no naturalmente forman enlaces de amidas con otros aminoacidos, incluyendo pero sin limitarse a,
aquellos codificados natural o no naturalmente, en la misma forma en la cual ellos estan formados en polipéptidos
que ocurren naturalmente. Sin embargo, los aminoéacidos codificados no naturalmente tienen grupos de cadenas
laterales que los distinguen de los aminoéacidos naturales. Por ejemplo, la cadena lateral (grupo R) opcionalmente
contiene un grupo alquilo, arilo, acilo, ceto, azido, hidroxilo, hidracina, ciano-, halo-, hidracida, alquenilo, alquinilo,
éter, tiol, seleno-, sulfonilo, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclo, enona, imina, aldehido, éster,
tioacido, hidroxilamina, amino o similares o cualquiera de sus combinaciones.

[0087] Otros aminoacidos que ocurren no naturalmente de interés que pueden ser apropiados para su uso en este
invento incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos que contienen enlaces transversales fotoactivables, aminoacidos
con etiquetas de rotacién, aminoacidos fluorescentes, aminoacidos de enlaces con metales, aminoacidos que
contienen metales, aminoéacidos radiactivos, aminoacidos con grupos nuevos funcionales, aminoacidos que
interactian en una forma covalente 0 no covalente con otras moléculas, aminoacidos con funcionalidad fotocage y /
o fotoisomerizables, aminoacidos que contienen biotina o un analogo de biotina, aminoacidos glicosilados tales como
una serina con azucar sustituida, otros aminoacidos de carbohidratos modificados, aminoacidos que contienen ceto,
aminoacidos que contienen glicol polietileno o polieter, aminoacidos con atomos pesados sustituidos, aminoacidos
guimicamente divisibles y / o foto divisibles, aminoacidos con cadenas laterales alargadas en comparacion a los
aminoacidos naturales, incluyendo pero sin limitarse a, poliéteres o hidrocarbonos de cadenas largas, incluyendo,
pero sin limitarse a, superiores que alrededor de cinco o superiores que alrededor de 10 carbonos, aminoéacidos que
contienen azucar vinculados a carbonos, aminoacidos con actividad redox, aminoacidos que contienen tioacido
amino, y aminoacidos que contienen una o mas fracciones toxicas.

[0088] Varios aminoacidos no naturales para su incorporacién en polipéptidos se pueden encontrar en WO
2002/085923 con el titulo “In vivo incorporation of unnatural amino acids" (“incorporacién in vivo de aminoacidos no
naturales”). Métodos y composiciones para la incorporacion in vivo de aminoacidos codificados no naturalmente se
describen en la publicacion de la aplicacion de patente de Estados Unidos 2003/0082575. Métodos para seleccionar
una pareja de sintetasa TRNA - TRNA ortogonal para su uso en un sistema de traduccion in vivo en un organismo
también se describen en las publicaciones de las aplicaciones de patentes de Estados Unidos 2003/0082575 y
2003/0108885. La publicacion PCT nimero WO 04/035743 titulada "Site Specific Incorporation of Keto Amino Acids
into Proteins” (“Incorporacion en Lugares Especificos de Aminoacidos Ceto en Proteinas”), describe parejas RS y
TRNA ortogonales para la incorporacion de aminoacidos ceto. La publicacién PCT ndmero WO 04/094593 titulada
“Expanding the Eukaryotic Genetic Code” (“Expandiendo el Codigo Genético Eucariota”, describe parejas RS y
TRNA ortogonales para la incorporacién de aminoacidos codificados no naturalmente en las células anfitrionas
eucariotas. Amino4cidos codificados no naturalmente tienen grupos de cadenas laterales que los distinguen de los
aminoacidos naturales. La cadena lateral puede incluir un alquilo, arilo, acilo, ceto, azido, hidroxilo, hidracina, ciano-,
halo-, hidracida, alquenilo, alquinilo, éter, tiol, seleno-, sulfonilo, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclo,
enona, imina, aldehido, éster,, hidroxilamina, grupo tioacido amino, o similares, o cualquiera de sus combinaciones.

[0089] En ciertas secciones, los polipéptidos con por lo menos un aminoacido no natural o grupo de aminoacidos no
naturales modificados incluyen por lo menos una modificacion post - traduccién en alguna posicion en el polipéptido.
En algunas secciones la modificacion post - traduccion ocurren por medio de la maquinaria celular (por ejemplo,
glicosilacion, acetilacion, acilacion, lipidmodificacién, palmitoilacién, adicion de palmitatos, fosforilacion, modificacion
de la vinculacion de glicolipidos, y similares). En muchas instancias, aquellas modificaciones post - traduccion que
se basan en maquinaria celular ocurren en lugares de aminoacidos que ocurren naturalmente en el polipéptido, sin
embargo, en ciertas secciones, las modificaciones post - traduccién que se basan en la maquinaria celular ocurren
en el lugar o los lugares de aminoacidos que no ocurren naturalmente en el polipéptido.

[0090] En otras secciones la modificacién post - traduccion no utiliza la maquinaria celular, pero en vez de eso se
suministra por la adherencia de una molécula (incluyendo, pero sin limitarse a, una marcacién, una coloracién; un
polimero; un polimero soluble en agua; un derivado de glicol polietileno; un foto reticulante; un compuesto citotoxico;
un medicamento, una marcacion de afinidad, una etiqueta de foto afinidad; un compuesto reactivo; una resina; una
proteina o polipéptido o analogo de polipéptido secundario; un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo; un quelante
de metales; un cofactor; un acido graso; un carbohidrato; un polinucleétido; un ADN; un ARN; un polinucleétido
antisentido; un sacérido, un dendrimero soluble en agua, una ciclodextrina, un acido ribonucleico inhibitorio; un
biomaterial; una nanoparticula; un marcador de espin; un fluoréforo, una fraccion que contiene un metal; una
fraccion radioactiva; un nuevo grupo funcional; un grupo que interactla de forma covalente o no covalente con otras
moléculas; una fraccion photocaged; una fraccion excitable de radiacion actinica; una fraccion fotoisomerizable;
biotina; un derivado de biotina; un analogo de biotina; una fracciébn que incorpora un atomo pesado; un grupo
guimicamente escindible; un grupo fotoescindible; una cadena lateral alargada; un azicar enlazado a carbono; un
agente redox -activo; un amino tioacido; una fraccion téxica; una fraccion marcada isotépicamente; una sonda
biofisica; un grupo fosforescente; un grupo quimioluminiscente; un grupo denso en electrones; un grupo magnético;
un grupo de intercalacion; un cromoforo; un agente de transferencia de energia; un agente biolégicamente activo; un
marcador detectable; una molécula pequefia, un punto cuantico; un transmisor nano; y cualquier combinacién de los
anteriores) que contenga un segundo grupo reactivo a por lo menos un aminoacido no natural que contenga un
primer grupo reactivo (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos no naturales que contengan un grupo funcional
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de cetonas, aldehidos, acetal, hemiacetal, oxima, o hidroxilamina) utilizando metodologia quimica que es conocida
para una persona con conocimiento ordinario en la industria para que sea apropiada para los grupos reactivos
especificos. En ciertas secciones, las modificaciones post - traduccion son hechas in vivo en una célula eucariota o
en una célula no eucariota. En ciertas secciones, la modificaciéon post - traducciéon es hecha in vitro. También se
presentan métodos para producir, purificar, caracterizar y usar aquellos polipéptidos que contienen por lo menos un
aminoacido no natural modificado después de su traduccion.

[0091] También se encuentran incluidos dentro del alcance de los métodos, composiciones, estrategias y técnicas y
se encuentran explicados en mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418,
60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068 son reactivos capaces de reaccionar con un
aminoacido no natural que es parte de un polipéptido para producir cualquiera de las modificaciones post -
traducciéon ya mencionadas. En general, el aminoacido no natural modificado post - traduccion contendra por lo
menos un aminoacido no natural que experimentara reacciones subsecuentes de modificacion. También se incluye
en este aspecto otros métodos para producir, purificar, caracterizar y utilizar aquellos reactivos que son capaces de
cualquiera de aquellas modificaciones post - traduccién de aquellos aminoacidos no naturales.

[0092] En ciertas secciones, la proteina incluyen por lo menos una modificacién post - traduccion que es hecha in
vivo por una célula anfitriona, donde la modificacion post - traduccion no es hecha normalmente por otro tipo de
célula anfitriona. En ciertas secciones, la proteina contiene por lo menos una modificacion post - traduccion que es
hecha in vivo por una célula eucariota, donde la modificacion post - traduccion no es hecha normalmente por una
célula no eucariota. Ejemplos de modificaciones post - traduccion incluyen, pero no se limitan a, glicosilacion,
acetilacion, acilacién, modificacion de lipidos, palmitoilacion, adicion de palmitatos, fosforilacion, modificacion de
vinculacion de glicolipidos, y similares. En una seccion, la modificacion post - traduccion comprende la adherencia
de un oligosacarido a una asparagina por medio de una vinculacion GIcNAc - asparagina (incluyendo, pero sin
limitarse a, cuando el oligosacarido comprende (GIcNAc-Man),-Man-GIcNAc-GIcNAc, y similares). En otra seccion,
la modificacién post - traduccion incluye adherencia de un oligosacérido (incluyendo, pero sin limitarse a, Gal-
GalNAc, Gal-GIcNAc, etc.) a una serina o treonina por medio de un enlace GalNAc - serina, GalNAc - treonina,
GIcNAc -serina, o GIcNAc - treonina. En ciertas secciones, una proteina o polipéptido puede comprender una
secuencia de secrecion o localizacién, un marcador de epitope, un marcador FLAG, un marcador de polihistidina,
una fusion GST, y / o similares. Ejemplos de secuencias de sefalizacién de secrecion incluyen, pero no se limitan a,
una secuencia de sefializacion de secrecién procariota, una secuencia de sefializacion de secrecién eucariota, una
secuencia de sefalizacion de secrecion eucariota 5’ optimizada para expresion bacteriana, una secuencia nueva de
sefializacion de secrecidon, una secuencia de sefializacion de secrecion de liasa de pectato, secuencia de
sefializacion de secrecion de Omp A, y una secuencia de sefalizaciébn de secrecién de fago. Ejemplos de
secuencias de sefializacion de secrecion, incluyen, pero no se limitan a, STII (procariota), Fd GlIl y M13 (fago), Bg12
(levadura), y la secuencia de sefializacién bla derivada de transposén. También se presentan métodos para producir,
purificar, caracterizar y usar aquellos polipéptidos que contienen por lo menos una de esas modificaciones post -
traduccion.

[0093] La proteina o polipéptido de interés puede contener por lo menos 1, o lo menos 2, por lo menos 3, por lo
menos 4, o lo menos 5, por lo menos 6, por lo menos 7, o lo menos 8, por lo menos 9, 0 10 0 mas aminoacidos no
naturales. Los aminoacidos no naturales pueden ser los mismos o diferentes, por ejemplo, pueden existir 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sitios diferentes en la proteina que contienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas aminoéacidos
diferentes no naturales. En ciertas secciones, por lo menos un pero menos que todos, de un aminoacido particular
presente en una version que ocurre naturalmente de la proteina que es sustituida con un aminoacido no natural.

[0094] Los métodos y composiciones suministrados y descritos en esta presentacién incluyen polipéptidos que
contienen por lo menos un amino4cido no natural. La introduccién de por lo menos un aminoacido no natural en un
polipéptido puede permitir para la aplicacién de quimicas de conjugacion que involucran reacciones quimicas
especificas, incluyendo, pero sin limitarse a, con uno o0 mas aminoacidos no naturales mientras no reaccionan con
los 20 aminoacidos que ocurren cominmente. Una vez incorporadas, las cadenas laterales de aminoacidos pueden
ser modificadas al utilizar metodologias quimicas conocidas en la industria para que sean apropiadas para los
grupos finales especificos o sustituyentes presentes en el aminoacido codificado naturalmente.

[0095] Los métodos y composiciones de aminoacidos no naturales aqui descritas suministra conjugaciones de
sustancias que tienen una amplia variedad de grupos funcionales, sustituyentes o fracciones, con otras sustancias
incluyendo, pero sin limitarse a, un marcador, una coloracion, un polimero, un polimero soluble en agua, un derivado
de glicol polietileno, un foto reticulador; un compuesto citotdxico; un medicamento; un marcador de afinidad; un
marcador de foto afinidad; un compuesto reactivo; una resina; una proteina o polipéptido o analogo de polipéptido
secundaria; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de metales; un cofactor; un &cido graso; un
carbohidrato; un polinuclettido; un ADN; un ARN; un polinucleétido anti - sentido; un sacarido ;, un dendrimero
soluble en agua; una ciclodextrina; un acido ribonucleico inhibitorio; un biomaterial; una nanoparticula; un marcador
de espin; un fluoréforo, una fraccion que contiene un metal; una fraccion radiactiva; un grupo funcional nuevo; un
grupo que interactia de forma covalente o no covalente con otras moléculas; una fraccién photocaged; una fraccion
de radiacion excitable actinica; una fraccion fotoisomerizable; biotina; un derivado de biotina; un analogo de biotina;
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una fraccién que incorpora un atomo pesado; un grupo quimicamente escindible; un grupo fotoescindible; una
cadena lateral alargada; un azlcar enlazado a un carbono; un agente redox - activo; un amino tioacido; una fraccion
téxica; una fraccibn marcada isotépicamente; una sonda biofisica; un grupo fosforescente; un grupo
quimioluminiscente; un grupo denso en electrones; un grupo magnético; un grupo de intercalacion; un croméforo; un
agente de transferencia de energia; un agente biolégicamente activo; un marcador detectable; una molécula
pequefia; un punto cuantico; un transmisor nano; y cualquiera de sus combinaciones. La conjugacion de un
polipéptido de aminoacidos naturales con una molécula, incluyendo, pero sin limitarse a, biotina puede permitir la
purificacién de la conjugacion.

[0096] En otro aspecto de las composiciones, métodos, técnicas y estrategias se describen en mas detalle en las
aplicaciones de patente de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y
60/696,068 métodos para estudiar o usar cualquiera de los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados)
ya mencionados. Incluido en esta seccion, en forma de ejemplos solamente, existen usos terapéuticos, de diagnosis,
que se basan en ensayos, industriales, cosméticos, de biologia vegetal, medioambientetales, de energia y / o
militares que se beneficiarian de un polipéptido que contenga polipéptidos o proteinas con aminoacidos no naturales
(modificados).

[0097] En este documento existe un método para detectar los polipéptidos con amino&cidos naturales (modificados)
ya mencionados o uno de sus fragmento. Aquellos polipéptidos con aminoacidos no naturales o uno de sus
fragmentos pueden obtenerse al combinar los polipéptidos con aminoacidos naturales o sus fragmentos con una
biblioteca de moléculas bajo condiciones a apropiadas para permitir interacciones especificas. También se presenta
en este documento un método para detectar los polipéptidos con aminoacidos no naturales (modificados) ya
mencionados o sus fragmentos donde los polipéptidos con aminoacidos no naturales o uno de sus fragmentos han
sido obtenidos al combinar los polipéptidos con aminoécidos no naturales o uno de sus fragmentos con la biblioteca
de proteinas 0 una de sus porciones bajo condiciones adecuadas para pedir la interaccion especifica. Aquellas
interacciones incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, carboxilacion, acilacion, fosforilacion, desfosforilacion,
ubiquitinacion, glicosilacion, modificacion de lipidos, ribosilacion ADP, biodisponibilidad y vida media. Aquellas
bibliotecas incluyen alfa-1 antitripsina, angiostatina, factor de antihemolitica, anticuerpo, apolipoproteina,
apoproteina, factor natriurético atrial, polipéptido natriurético atrial, péptido atrial, quimiocinas CXC, T39765, NAP-2,
ENA-78, gro-a, gro-b, gro-c, IP-10, GCP-2, NAP-4, SDF-1, PF4, MIG, calcitonina, ligando c-kit, citoquina,
quimioquina CC, proteina quimioatrayente de monocitos -1, proteina quimiotactica de monocitos-2, proteina
quimiotactica de monocitos -3, proteina inflamatoria de monocitos -1 alfa, proteina inflamatoria de monocitos beta- i,
RANTES, 1309, R83915, R91733, HCC1, T58847, D31065, T64262, CD40, ligando CD40, ligando c-kit, colageno,
factor estimulante de colonias (CSF - colony stimulating factor), el factor de complemento 5a, inhibidor de
complemento, receptor de complemento 1, citoquina, péptido activador de neutréfilos epiteliales-78 , MIP-16, MCP-1,
factor de crecimiento epidérmico (EGF - epidermal growth factor), péptido de activacion de neutréfilos epiteliales, la
eritropoyetina (EPO), toxina exfoliante, Factor IX, Factor VII, Factor VI, Factor X, factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF - fibroblast growth factor), fibrindgeno, fibronectina, proteina de paquete de cuatro hélices, G-CSF,
glp-1, GM-CSF, glucocerebrosidasa, gonadotropina, factor de crecimiento, receptor del factor de crecimiento, grf,
proteina hedgehog (erizo), hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (hGF - hepatocyte growth factor),
hirudina, hormona de crecimiento humana (hGH - human growth hormone), seroalbumina humana, ICAM-1, receptor
ICAM-1, LFA-1, receptor LFA-1, insulina, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF - insulin-like growth factor),
IGF-I, IGF-1I, interferon (IFN), IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, interleucina (IL), IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF - keratinocyte growth factor), lanreotida,
lactoferrina, factor inhibitorio de leucemia, luciferasa, neurturina, factor inhibidor de neutréfilos (NIF - neutrophil
inhibitory factor), oncostatina M, proteina osteogénica, producto oncogénico, paracitonina, hormona paratiroidea, PD-
ECSF, PDGF, hormona peptidica, pleyotropina, proteina A, proteina G, pth, exotoxina pirogénica A, exotoxina
pirogénica B, exotoxina pirogénica C, PYY, relaxina, renina, SCF, proteina pequefia biosintética, receptor del
complemento soluble |, soluble I-CAM 1, los receptores de la interleucina soluble, receptor de TNF soluble,
somatomedina, somatostatina, somatotropina, estreptoquinasa, superantigenos, enterotoxina estafilocécica, SEA,
SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, receptor de hormonas esteroideas, superdxido de dismutasa, toxina del
sindrome de choque téxico, timosina alfa 1, activador del plasmindgeno de tejidos, factor de crecimiento tumoral
(TGF - tumor growth factor), factor de necrosis tumoral, factor de necrosis tumoral alfa, factor de necrosis tumoral
beta, receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR - tumor necrosis factor receptor), proteina VLA-4, proteina
VCAM-1, factor de crecimiento endotelial vascular urotensina-ll (VEGF - vascular endothelial growth factor),
uroquinasa, mos, ras, raf, Met, p53, tat, fos, myc, jun, myb, rel, receptor de estrégenos, receptor de progesterona,
receptor de testosterona, receptor de aldosterona, receptor de LDL, y corticosterona.

Il. Ubicacidon de aminoéacidos no naturales en los polipéptidos

[0098] Los poli péptidos o sus fragmentos de aminoacidos no naturales aqui presentados, incluyen la incorporacion
de uno o mas aminoacidos no naturales en un polipéptido. Uno o mas aminoacidos no naturales pueden ser
incorporados en una posicion especifica que no interrumpa la actividad del polipéptido. Esto puede lograrse al hacer
sustituciones “conservadoras”, incluyendo, pero sin limitarse a, la sustitucion de aminoacidos hidrofébicos con
aminoacidos hidrofébicos, aminoacidos voluminosos por aminoécidos voluminosos, aminoacidos hidrofilicos por
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aminodcidos hidrofilicos y / o insertando el aminoacido no natural en una ubicacién que no es requerida para la
actividad.

[0099] Una variedad de métodos bioquimicos y estructurales pueden utilizarse para seleccionar los lugares
deseados para la sustitucion con un aminoacido no natural dentro del polipéptido. Cualquier posicion de la cadena
del polipéptido es adecuado para la seleccién para incorporar un aminoacido no natural, y la seleccion podria
basarse en un disefio racional o por seleccion aleatoria para cualquier propésito deseado especifico o no especifico.
La seleccion de lugares deseados podria darse para producir un polipéptido de aminoacidos no naturales (que
podria ser modificado o permanecer no modificado) que tenga una propiedad o actividad deseada, incluyendo, pero
sin limitarse a, agonistas, sUper agonistas, agonistas inversos, antagonistas, moduladores vincula dores de
receptores, moduladores de las actividades de receptores, moduladores de la vinculacién a uno o mas comparieros
de enlaces, moduladores de la actividad de los comparfieros de enlaces, moduladores de la conformacién de los
comparieros de enlaces, formacién de dimeros, formaciéon de multimeros, ningin cambio de actividad o propiedad
en comparacion con la molécula nativa, o la manipulacion de cualquier propiedad fisica o quimica del polipéptido tal
como solubilidad, agregacion o estabilidad. Por ejemplo, ubicaciones en el polipéptido requeridas para actividades
bioldgicas de un polipéptido pueden identificarse usando un andlisis de mutacion de puntos, deteccién de alanina o
deteccién de homdélogos, métodos que son conocidos en la industria. Métodos similares a aquellos descritos en
Cunningham, B. y Wells, J., Science (Ciencia), 244:1081-1085 (1989) y Cunningham, B., et al. Science (Ciencia)
243: 1330-1336 (1989) pueden ser utilizados para identificar residuos que son criticos para la bioactividad y / o
pueden ser utilizados para identificar epitopes de anticuerpos y receptores. Las patentes de Estados Unidos
nameros 5,580,723; 5,834,250; 6,013,478; 6,428,954, y 6,451,561, describen métodos para un andlisis sisteméatico
de la estructura y de la funcion de los polipéptidos al identificar dominios activos que influencian la actividad del
polipéptido con una sustancia objetiva. Residuos que no son los que han sido identificados como criticos para la
actividad biol6gica por la mutagénesis por medio de la deteccion de alanina o de homdlogos pueden ser buenos
candidatos para ser sustituidos con un aminoacido no natural dependiendo de la actividad deseada que se busca
para el polipéptido. Alternamente, los sitios identificados como criticos para la actividad bioldgica también pueden ser
buenos candidatos para la sustitucién con un aminoacido no natural, nuevamente dependiendo de la actividad
deseada que se busca para el polipéptido. Otra alternativa seria simplemente hacer sustituciones seriales en cada
posicion en la cadena del polipéptido con un aminoacido no natural y observar el efecto en las actividades de los poli
- péptidos. Ya es aparente para aquellas personas con conocimiento ordinario en la industria que cualquier forma,
técnica o método para seleccionar una posicién para sustitucion con un aminoacido no natural en cualquier
polipéptido es adecuado para su uso en este invento.

[0100] La estructura y actividad de mutaciones que ocurren naturalmente de un polipéptido que contiene
eliminaciones también puede examinarse para determinar regiones de la proteina que tienen posibilidad de ser
tolerantes a la sustitucion con un aminoacido no natural. Una vez que los residuos tienen la posibilidad de no ser
tolerantes para una sustitucion con aminoacidos no naturales con aminoacidos no naturales que han sido
eliminados, el impacto de las sustituciones por estas en cada una de las posiciones puede examinarse desde la
estructura tridimensional del polipéptido relevante, y cualquier ligando asociado o proteina de vinculacion. Rayos
equis cristalogréficos y estructuras NMR de muchos polipéptidos estan disponibles en el Banco de Datos Proteinicos
(PDB - Protein Data Bank, www.rcsb.org), una base de datos centralizada que contiene datos estructurales
tridimensionales de moléculas largas de proteinas y &cidos nucleicos. Por lo tanto, aquellas personas con
conocimiento ordinario en la industria pueden identificar facilmente las posiciones de aminoacidos que pueden ser
sustituidas con aminoacidos no naturales.

[0101] Ejemplos de lugares de incorporacion de aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a, aquellos
que son excluidos de las regiones potenciales de vinculacion de receptores, regiones para la vinculaciéon de uno o
mas compafieros de enlace, podrian estar expuestos completamente o parcialmente a solventes, no tener
interacciones de enlaces de hidrégeno o tener interacciones minimas con los residuos cercanos, podrian estar
minimamente expuestos a los residuos de reactivos cercanos, podrian estar en uno o mas de las caras expuestas
del polipéptido, podrian estar en regiones que son altamente flexibles o estructuralmente rigidas tal como lo
pronosticaria la estructura tridimensional, secundaria, terciaria o cuaternaria del polipéptido, vinculado o no vinculado
a su receptor asociado, ligando o proteinas vinculantes, o acoplado o no acoplado a otro péptido u otra molécula
biolbgicamente activa, o podria modular la conformacién del polipéptido en si o un dimero o multimero que conforma
a uno o més polipéptidos al alterar la flexibilidad o rigidez de toda la estructura tal como sea deseado.

[0102] Una amplia gama de amino&cidos no naturales pueden ser sustituidos por, o incorporados a, cualquier
posicion en un polipéptido. En general, un aminoacido en particular no natural puede seleccionarse para su
incorporacion basandose en una examinacion de la estructura cristalina tridimensional del polipéptido con su ligando,
receptor y / o proteinas de vinculacién asociadas, de la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria, una
preferencia para sustituciones conservadoras (es decir, aminoacidos no naturales que se basan en el arilo, tal como
p-acetilfenilalanina o O-propargiltirosina sustituyéndose por Phe, Tyr o Trp), y la quimica de conjugacion especifica
gue uno desee introducir en la proteina del polipéptido.
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[0103] El método también incluye la incorporacién a la proteina del aminoacido no natural, donde el aminoacido no
natural contiene un grupo reactivo primario; y comprende el contactar la proteina con una molécula (incluyendo, pero
sin limitarse a, un marcador; un colorante; un polimero; un polimero soluble en agua; un derivado de glicol de
polietileno; un fotoreticulante; un compuesto citotdxico; una medicina; un marcador de afinidad; un marcador de
fotoafinidad; un compuesto reactivo; una resina; una segunda proteina o polipéptido o analogo de polipéptido; un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de metales; un cofactor; un acido graso; un carbohidrato; un
polinucleétido; un ADN; un ARN; un polinucleétido antisentido; un sacérido; un dendrimero soluble en agua; una
ciclodextrina; un acido ribonucleico inhibitorio; un biomaterial; una nanoparticula; un marcador de espin; un
fluoréforo, una fraccion que contiene un metal; una fraccion radiactiva; un grupo funcional nuevo; un grupo que
interactia de forma covalente o no covalente con otras moléculas; una fracciéon photocaged; una fraccién excitable
de radiacion actinica; una fraccion fotoisomerizable; biotina; un derivado de biotina; un andlogo de biotina; una
fraccion que conforma un atomo pesado; un grupo quimicamente escindible; un grupo fotoescindible; una cadena
lateral alargada; un azlcar enlazado a carbono; un agente redox - activo; un amino tioacido; una fraccién téxica; una
fraccion marcada isotépicamente; una sonda biofisica; un grupo fosforescente; un grupo quimioluminiscente; un
grupo denso en electrones; un grupo magnético; un grupo de intercalacion; un cromoéforo; un agente de transferencia
de energia; un agente biolégicamente activo; un marcador detectable; una molécula pequefia; un punto cuantico; un
transmisor nano; y cualquiera de sus combinaciones) que comprende un segundo grupo reactivo.

[0104] En algunos casos, las sustituciones o incorporaciones de aminoacidos no naturales seran combinadas con
otras adiciones, sustituciones o eliminaciones dentro del polipéptido para afectar a otras caracteristicas bioldgicas.
En algunos casos, las otras adiciones, sustituciones o eliminaciones podrian incrementar la estabilidad (incluyendo,
pero sin limitarse a, la resistencia a la degradacion proteolitica) del polipéptido o un incremento en afinidad del
polipéptido para su receptor, ligando y / o proteinas de vinculacion apropiadas en algunos casos, las otras adiciones,
sustituciones o eliminaciones podrian incrementar la solubilidad (incluyendo, pero sin limitarse a, cuando se expresa
en E. coli u otras células anfitrionas) del polipéptido. En algunos casos, los lugares son seleccionados para la
sustitucion con un aminoéacido codificado naturalmente o no natural ademas a otro lugar de incorporacion de un
aminoacido no natural con el propésito de incremento dar la solubilidad del polipéptido siguiendo la expresion en las
células anfitrionas recombinantes de E. coli. En algunos casos, los polipéptidos comprenden otra adicion, sustitucion
o eliminacién que modula la afinidad para el ligando asociado, proteinas de vinculacion y/o receptores, modula
(incluyendo, pero sin limitarse a, incrementos o reducciones) la dimerizacion del receptor, estabiliza los dimeros
receptores, modula la vida media circulante, modula la liberacién o biodisponibilidad, facilita la purificacion o mejora
0 altera una ruta particular de administracién. Similarmente, el polipéptido puede incluir secuencias de division
quimica o enzimética, secuencias de divisién de proteasas, grupos reactivos, dominios de vinculacién de anticuerpos
(incluyendo, pero sin limitarse a, FLAG o poli-HIs, GST, etc.) o moléculas vinculadas (incluyendo, pero sin limitarse
a, biotina) que mejora la deteccién (incluyendo, pero sin limitarse a, GFP), purificacion, transporte por medio de
tejidos o membranas celulares, la liberacion o activacién de pro-medicamentos, reduccién de tamafio u otras
caracteristicas del polipéptido.

V. La familia super genética de hormonas de crecimiento como ejemplo

[0105] Los métodos, composiciones, estrategias y técnicas aqui descritos no se limitan a un tipo, clase o familia
especifica de polipéptidos o proteinas. Solo como un ejemplo, el polipéptido puede ser homélogo a una proteina
terapéutica seleccionada de un grupo que consiste de: antitripsina alfa-1, angiostatina, factor antihemolitico,
anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, apolipoproteina, apoproteina, factor natriurético atrial, polipéptido natriurético
atrial, péptido atrial, quimioquina CXC, T39765, NAP-2, ENA-78, gro-a, gro-b , gro-c, IP-10, GCP-2, NAP-4, SDF-1,
PF4, MIG, calcitonina, ligando c-kit, citoquina, quimioguina CC, proteina quimioatrayente de monocitos -1, proteina
quimiotactica de monocitos-2, proteina quimioatrayente de monocitos -3, proteina inflamatoria de monocitos -1 alfa,
proteina inflamatoria de monocitos- beta i, RANTES, 1309, R83915, R91733, HCC1, T58847, D31065, T64262,
CD40, ligando CD40, ligando c-kit, colageno, factor estimulante de colonias (CSF - colony stimulating factor), factor
del complemento 5a, inhibidor del complemento, receptor del complemento 1, citoquina, péptido activador de
neutrdfilos epiteliales-78, MIP-16, MCP-1, factor de crecimiento epidérmico (EGF - epidermal growth factor), péptido
activador de neutrdfilos epiteliales, eritropoyetina (EPO), toxina exfoliante, Factor 1X, Factor VII, Factor VIII, Factor X,
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF - fibroblast growth factor), fibrindgeno, fibronectina, paquete de proteinas
de cuatro hélices, G-CSF, glp-1, GM-CSF, glucocerebrosidasa, gonadotropina, factor de crecimiento, receptor del
factor de crecimiento, grf, proteina hedgehog, hemoglobina, factor de crecimiento de hepatocitos (hGF - hepatocyte
growth factor), hirudina, hormona de crecimiento humana (hGH - human growth hormone), seroalbumina humana,
ICAM-1, receptor ICAM-1, LFA-1, receptor LFA-1, insulina, factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF - insulin-
like growth factor), IGF-1, IGF-II, interferén (IFN), IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, interleucina (IL), IL-1, IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF - keratinocyte growth
factor), lactoferrina, factor inhibidor de leucemia, luciferasa , neurturina, factor inhibidor de neutréfilos (NIF —
neutrophil inhibitory factor), oncostatina M, proteina osteogénica, producto de oncogenes, paracitonin, hormona
paratiroidea, PD-ECSF, PDGF, hormona peptidica, pleyotropina, proteina A, proteina G, pth, exotoxina pirogénica A,
exotoxina pirogénica B, exotoxina pirogénica C , PYY, relaxina, renina, SCF, proteina biosintética pequefia, receptor
del complemento soluble I, I-CAM soluble 1, receptor soluble de la interleucina, receptor soluble de TNF,
somatomedina, somatostatina, somatotropina, estreptoquinasa, superantigenos, enterotoxina estafilocécica, SEA,
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SEB, SEC1 , SEC2, SEC3, SED, SEE, receptor de esteroides hormonales, superdxido dismutasa, toxina del
sindrome de shock téxico, timosina alfa 1, activador del plasminégeno tisular, factor de crecimiento tumoral (TGF -
tumor growth factor), factor de necrosis tumoral, factor de necrosis tumoral alfa, factor de necrosis tumoral beta,
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR - tumor necrosis factor receptor), proteina VLA-4, proteina VCAM-1,
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF - vascular endothelial growth factor), uroquinasa, mos, ras, raf, se
reunio, p53, tat, fos, myc, jun, myb, rel, receptor de estrogeno, receptor de progesterona, receptor de testosterona,
receptor de aldosterona, receptor de LDL, y corticosterona.

[0106] Los fragmentos de anticuerpos aqui presentados incluyen anticuerpos que son componentes mas pequefios
que existen dentro de anticuerpos completos, y anticuerpos que han sido disefiados. Los fragmentos de anticuerpos
incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fc, Fab, y (Fab ') 2, Fv de cadena sencilla (scFv - single chain Fv), diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos hibridos bifuncionales, CDR1, CDR2, CDR3, combinaciones de CDRs,
regiones variables, regiones estructurales, regiones constantes, y similares (Maynard y Georgiou, 2000, Annu Rev.
Biomed Eng 2:... 339-76; Hudson, 1998, Curr Opin Biotechnol 9: 395-402). Otra subestructura funcional es el Fv de
cadena sencilla (scFv - single chain Fv), conformado de regiones variables de la inmunoglobulina de cadenas
pesadas y ligeras, conectada covalentemente por un vinculador de péptidos (S-z Hu et al., 1996, Cancer Research
(investigacion del céncer), 56, 3055-3061). Estas pequefias proteinas (Mr 25,000) retiene generalmente la
especificidad y afinidad de antigenos en un solo polipéptido y pueden suministrar un bloque estructural conveniente
para moléculas anti genas especificas mas grandes. Los polipéptidos también pueden incluir la cadena pesada de
anticuerpos, la cadena ligera de anticuerpos, la region variable de anticuerpos, moléculas que no son de anticuerpos
en un portador alterno y anticuerpos con dos especialidades, asi como otros polipéptidos enlazadores de antigenos
o sus fragmentos.

[0107] Por lo tanto la siguiente descripcion de la familia super genética de hormonas de crecimiento es suministrada
para propdsitos ilustrativos y s6lo como un ejemplo y no establece un limite en el alcance de los métodos,
composiciones, estrategias y técnicas aqui descritas. Ademas, la referencia a polipéptidos GH en esta aplicacion
tiene el propdsito de utilizar el término genérico como un ejemplo de cualquier miembro de la familia super genética
GH. Por lo tanto, se entiende que las modificaciones y quimicas aqui descritas en referencia a los polipéptidos o
proteinas GH pueden ser aplicados igualmente a cualquier miembro de la familia siper genética GH, incluyendo
aquellos que fueron listados especificamente en este documento.

[0108] Las siguientes proteinas incluyen aquellas codificadas por los genes de la familia sUper genética de la
hormona de crecimiento (GH — growth hormone) (Bazan, F., Immunology Today 11: 350-354 (1990); Bazan, J. F.
Science (Ciencia) 257: 410-413 (1992); Mott, H. R. y Campbell, I. D., Current Opinion in Structural Biology 5 “Opinién
Actial en Biologia Estructural 5”: 114-121 (1995); Silvennoinen, O. y lhle, J. N., SIGNALLING BY THE
HEMATOPOIETIC CYTOKINE RECEPTORS (SENALIZACION POR PARTE DE LOS RECEPTORES DE
CITOQUINA HEMATOPOYETICA) (1996)): la hormona del crecimiento, prolactina, lactégeno placentario,
eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO), interleucina-2 (IL-2), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9 , IL-10, IL-11, IL-12
(subunidad p35), IL-13, IL-15, oncostatina M, factor neurotréfico ciliar, factor inhibidor de leucemia, interferén alfa,
interferén beta, interferon gamma, interferén omega, interferon tau , el factor estimulante de colonias de granulocitos-
(G-CSF - granulocyte-colony stimulating factor), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating factor), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF -
macrophage colony stimulating factor) y la cardiotrofina-1 (CT-1) ("la familia de supergenes de GH") . Se anticipa que
miembros adicionales de esta familia genética se identifiquen en el futuro por medio de clonaje y secuencia genética.
Los miembros de la familia siper genética GH tienen estructuras secundarias y terciarias similares, a pesar de que
éstas tienen generalmente una identidad secuencial limitada de aminoacidos o ADN. Las caracteristicas
estructurales compartidas permiten que nuevos miembros de la familia genética sean identificados facilmente y los
métodos y composiciones aqui descritas para aminoacidos no naturales se aplican en forma similar.

[0109] Las estructuras de varias citoquinas, incluyendo G-CSF (Zink et al., FEBS Lett. 314:435 (1992); Zink et al.,
Biochemistry (Bioquimica) 33:8453 (1994); Hill et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90:5167 (1993)), GM-CSF
(Diederichs, K., et al. Science (Ciencia) 154: 1779-1782 (1991); Walter et al., J. Mol. Biol. 224:1075-1085 (1992)), IL-
2 (Bazan, J. F. y McKay, D. B. Science (Ciencia) 257: 410-413 (1992)), IL-4 (Redfield et al., Biochemistry
(Bioguimica) 30: 11029-11035 (1991); Powers et al., Science (Ciencia) 256:1673-1677 (1992)), e IL-5 (Milburn et al.,
Nature (Naturaleza) 363: 172-176 (1993)) han sido determinadas por difraccion de rayos X y estudios NMR
mostrando una conservacién impresionante con la estructura GH, a pesar de una falta de una homologia secuencial
primaria significativa. IFN es considerado como un miembro de esta familia basandose en modelajes y otros estudios
(Lee et al., J. Interferon Cytokine Res. (Res. Citoquina de Interferones) 15:341 (1995); Murgolo et al., Proteins
(Proteinas) 17:62 (1993); Radhakrishnan et al., Structure (Estructura) 4:1453 (1996); Klavs et al., J. Mol. Biol.
274:661 (1997)). EPO es considerado como un miembro de esta familia basandose en modelajes e investigaciones
de mutagénesis (Boissel et al., J. Biol. Chem. 268: 15983-15993 (1993); Wen et al., J. Biol. Chem. 269: 22839-22846
(1994)). Un gran namero de citoquinas y factores de crecimiento adicionales incluyendo factor neurotrofico ciliar
(CNTF - ciliary neurotrophic factor), factor inhibidor de la leucemia (LIF - leukemia inhibitory factor), trombopoyetinaa
(TPO), oncostatina M, factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF - macrophage colony stimulating
factor), IL-3, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-13, IL-15, y el factor estimulante de colonias de granulocitos-(G-CSF -
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granulocyte-colony stimulating factor), asi como los pertenecientes a IFN tales como los interferones alfa, beta,
omega, tau, épsilon, y gamma son de esta familia (revisado en Mott y Campbell, Current Opinion in Structural
Biology 5 (Opinién Actual en Biologia Estructural 5): 114-121 (1995); Silvennoinen e lhle (1996) SIGNALLING BY
THE HEMATOPOIETIC CYTOKINE RECEPTORS (SENALIZACION POR PARTE DE LOS RECEPTORES
HEMATOPOYETICOS DE LA CITOQUINA). Todas las citoquinas y factores de crecimiento que se acaban de
mencionar son considerados en este momento como miembros de una gran familia genética.

[0110] ademés de compartir estructuras secundarias y terciarias similares, los miembros de esta familia comparten
la propiedad en la que deben oligomerizar los receptores superficiales celulares para activar los senderos de
sefializacion intracelular. Algunos miembros de la familia GH, incluyendo pero sin limitarse a; GH y EPO, vinculan un
solo tipo de receptores y causan que éstos formen homodimeros. Otros miembros familiares, incluyendo, pero sin
limitarse a, IL-2, IL4. y IL-6, vinculan mas de un tipo de receptores y causan que los receptores formen
heterodimeros o agregados de un orden mas alto (Davis et al., (1993) Science (Ciencia) 260: 1805-1808; Paonessa
et al., 1995) EMBO J. 14: 1942-1951; Mott y Campbell, Current Opinion in Structural Biology 5 (Opinién Actual en
Biologia Estructural 5): 114-121 (1995)). Estudios de mutagénesis han mostrado que, similarmente que en GH, estas
otras citoquinas y factores de crecimiento contienen varios lugares de vinculacion de receptores, tipicamente dos, y
vinculan sus receptores afines secuencialmente (Mott y Campbell, Current Opinion in Structural Biology 5 (Opinién
Actual en Biologia Estructural 5): 114-121 (1995); Matthews et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9471-
9476). Similarmente que en GH, los lugares primarios de vinculacion de receptores para estos otros miembros
familiares ocurren principalmente en las cuatro hélices alfa y el circuito A — B. Los aminoacidos especificos en los
paquetes helicoidales que participan en la vinculacion de receptores difieren entre miembros familiares. La mayoria
de receptores superficiales celulares que interactdan con los miembros de la familia stper genética GH estan
relacionados estructuralmente y comprenden una segunda familia multigenética grande. Refiérase, por ejemplo, a la
patente de Estados Unidos nimero 6,608,183.

[0111] Una conclusion general alcanzada de estudios rotacionales de varios miembros de la familia super genética
GH es que los circuitos que unen a las hélices alfa generalmente tienden a no involucrarse en la vinculacién de
receptores. En particular, el circuito corto B - C parece no ser esencial para la vinculacion de receptores en el caso
de la mayoria, sino de todos, los miembros familiares. Por esta razoén, el circuito B - C puede ser sustituido con
aminoacidos no naturales tal como se describe aqui en los miembros de la familia siper genética GH. El circuito A-
B, el circuito C - D (y el circuito D - E del interferén / de los miembros similares a IL — 10 de la super familia GH)
pueden ser sustituidos con un amino&cido no natural. Los amino&cidos cercanos a la hélice A y distales a la hélice
final también tienden a no involucrarse en la vinculacién de receptores y también pueden ser lugares para introducir
los amino&cidos no naturales. En algunas secciones, un amino4cido no natural es sustituido en cualquier posicién
dentro de la estructura del circuito incluyendo pero sin limitarse a, los primeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 0 mas aminoacidos
del circuito A-B, B-C, C-D o D-E. En algunas secciones, un aminoacido no natural es sustituido con el ultimo 1, 2, 3,
4,5, 6, 7, 0 mas aminoacidos del circuito A-B, B-C, C-D o D-E.

[0112] Ciertos miembros de la familia GH, incluyendo, pero sin limitarse a, EPO, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IFN, GM-CSF,
TPO, IL-10, IL-12 p35, IL-13, IL-15 e interferon beta que contiene azucares vinculados con N y / o vinculados con O.
Los lugares de glicosilacién en las proteinas ocurren casi exclusivamente en las regiones de circuitos y no en los
paquetes helicoidales alfa. Puesto que las regiones generalmente no se involucran en la vinculacion de receptores y
puesto que son sitios para la adherencia covalente del grupo de azlcares, podrian ser lugares Utiles para introducir
sustituciones de aminoacidos no naturales a las proteinas. Los aminoacidos que tienen lugares de glicosilacion de
vinculacion con N y O en las proteinas pueden ser lugares para las sustituciones de aminoacidos no naturales
porque estos aminoacidos son expuestos a la superficie. Por lo tanto, la proteina natural puede tolerar grupos de
azucares voluminosos adheridos a las proteinas en estos lugares y los lugares de glicosilacion tienden a estar
ubicados lejos de los lugares de vinculacion de receptores.

[0113] Miembros adicionales de la familia genética GH tiene buenas posibilidades de ser descubiertos en el futuro.
Nuevos miembros de la familia stuper genética GH pueden ser identificados por medio de andlisis estructurales
secundarios y terciarios asistidos por computadora de las secuencias proteinicas pronosticadas. Los miembros de la
familia super genética GH tipicamente poseen cuatro o cinco hélices amfipaticas unidas por aminoacidos no
helicoidales (las regiones de circuitos). Las proteinas podrian contener una secuencia con sefial hidrofébica en sus
terminales de N para promover la secrecion proveniente de la célula. Aquellos miembros que sean descubiertos
después de la familia stper genética GH también podrian ser incluidos dentro de los métodos y composiciones aqui
descritas. La aplicacion de patente internacional titulada “Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses"
(“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”) (WO 05/074650 18 de agosto de 2005),
suministra métodos para la seleccion de lugares e incorporacién de aminoacidos no naturales en los polipéptidos.

V. Aminoécidos no naturales
[0114] Una amplia variedad de amino&cidos no naturales son adecuados para su uso en los métodos y

composiciones aqui descritos mientras el aminoacido no natural tenga por lo menos una de las siguientes cuatro
propiedades: (1) por lo menos un grupo funcional en la cadena lateral del aminoacido no natural con por lo menos
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una caracteristica y / o actividad y / o reactividad ortogonal a la reactividad quimica de los 20 aminoacidos
codificados genéticamente comunes (es decir, alanina, arginina, aspargina, acido aspartico, cisteina, glutamina,
acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina, y valina), o por lo menos ortogonal a la reactividad quimica de los aminoacidos que ocurren
naturalmente presentes en el polipéptido que incluye el aminoacido no natural; (2) el aminoacido no natural
introducido es sustancialmente quimicamente inerte hacia los 20 aminoacidos codificados genéticamente comunes;
(3) el aminoacido no natural puede incorporarse establemente a un polipéptido; la estabilidad puede ser
conmensurada con los aminoacidos que ocurren naturalmente o bajo condiciones fisiolégicas tipicas, y tal
incorporacion debe ocurrir por medio de un sistema in vivo; y (4) el aminoacido no natural incluye un grupo funcional
de oximas o grupo funcional que puede ser transformado a un grupo de oximas al reaccionar con un reactivo, y
puede ser reaccionado bajo condiciones que no destruyan las propiedades biol6gicas del polipéptido que incluye el
aminoacido natural (a menos que el curso de aquella destruccion de las propiedades bioldgicas sea el propésito de
la modificacion/transformacion), o preferiblemente cuando la transformacién puede ocurrir bajo condiciones acuosas
a un pH entre alrededor de 2 y 10 o un pH alrededor de 4 y 8, y el lugar del reactivo en el aminoacido no natural
puede ser un lugar electrofilico. Ejemplos ilustrativos no limitantes de aminoacidos que puede satisfacer estas cuatro
propiedades para aminoacidos no naturales que pueden ser utilizados con las composiciones y métodos estan
descritos en las aplicaciones de las patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195,
60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068. Cualquier numero de aminoacidos no naturales puede ser introducido a un
polipéptido. Los aminoacidos no naturales también pueden incluir oximas protegidos o enmascarados o0 grupos
protegidos o enmascarados que puede ser transformados a grupos de oximas después de la desproteccion del
grupo protegido o desenmascarando el grupo enmascarado.

[0115] Los amino&cidos no naturales de interés que pueden ser adecuados para su uso en los métodos y
composiciones aqui descritos incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos que contengan un reticulante fotoactivable,
aminoécidos marcados de spin, aminoacidos fluorescentes, aminoacidos que enlazan a metales, aminoacidos que
contienen metales, aminoacidos vivos, aminoacidos con grupos funcionales nuevos, aminoacidos que interactdan
covalentemente o no covalentemente con otras moléculas, aminoacidos photocaged o fotoisomerisables,
aminoacidos que contienen biotina, un analogo de biotina, aminoacidos glicosilados tales como una serina sustituida
con azucar, otros aminoacidos modificados de carbohidratos, aminoacidos que contienen cetos, aminoacidos que
contienen polietilenglicol o poliéter, aminoacidos con &tomos pesados sustituidos, aminoacidos quimicamente
divisibles y / o fotodivisibles, aminoacidos con cadenas laterales alargadas en comparacion de los aminoacidos
naturales, incluyendo, pero sin limitarse a, poliéteres o hidrocarbonos con cadenas largas, fluyendo, pero sin
limitarse a, mas de alrededor de cinco o0 mas de alrededor de 10 carbonos, aminoacidos que contienen azucar
vinculada a carbonos, aminoacidos redox - activos, aminoacidos que contienen amino tioacidos, y aminoacidos que
contienen una o mas particulas toxicas.

[0116] En algunas secciones, los aminoacidos no naturales incluyen una fraccion de sacarido. Ejemplos de aquellos
aminoacidos incluyen N-acetil-L-glucosaminil-L-serina, N-acetil-L-galactosaminil-L-serina, N-acetil-L-glucosaminil-L-
treonina, N-acetil-L-glucosaminil-L-asparagina y O- mannosaminil-L-serina. Ejemplos de aquellos aminoacidos
también incluyen ejemplos donde el vinculo que ocurren naturalmente de N u O entre el aminoécido y el sacéarido es
reemplazado por un enlace covalente que no se encuentran comunmente en la naturaleza - incluyendo, pero sin
limitarse a, un alqueno, una oxima, un tioéter, una amida y similares. Ejemplos de aquellos aminoacidos también
incluyen sacaridos que no son encontrados cominmente en proteinas que ocurren naturalmente tales como 2-deoxi-
glucosa, 2-deoxigalactosa y similares.

[0117] Las particulas quimicas que provienen de aminoacidos no naturales que suelen ser incorporadas a las
proteinas ofrecen una variedad de ventajas y manipulaciones de la proteina. Por ejemplo, la Gnica reactividad de un
grupo funcional de carbonilos (incluyendo un grupo funcional ceto) permite una modificacion selectiva de proteinas
con cualquier numero de reactivos que contienen hidracina o hidroxilamina in vitro e in vivo. Un aminoacido no
natural de 4&tomos pesados, por ejemplo, puede ser (til para ajustar las fases de datos estructurales de rayos X. La
introduccion a un lugar especifico de atomos pesados utilizando aminoacidos no naturales también suministra
selectividad y flexibilidad para escoger las posiciones de los atomos pesados. Aminoacidos no naturales foto
reactivos (incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacidos con cadenas laterales de benzofenonas y arilazidas
(incluyendo, pero sin limitarse a, fenilacida)), por ejemplo, permite una foto recirculacién eficiente in vivo e in vitro de
la proteina. Ejemplos de aminoéacidos no naturales foto reactivos incluyen, pero no se limitan a, p-azido-fenilalanina y
p-benzoil-fenilalanina. La proteina con los aminoacidos no naturales foto reactivos pueden ser foto reticulados
entonces cuando se ha deseado por medio de la exacerbacion del grupo foto reactivo que suministra un control
temporal. En un ejemplo, el grupo metilo, de un aminodcido natural puede ser sustituido con un grupo
isotopicamente marcado, que podria ser un grupo metilo, como una sonda de estructura y dinamica local,
incluyendo, pero sin limitarse a, con el uso de resonancia magnética nuclear o espectroscopia vibratoria.

[0118] Muchos aminoacidos codificados no naturalmente son comercialmente disponibles, por ejemplo, de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.), Novabiochem (una divisiébn de EMD Biosciences, Darmstadt, Alemania), o Peptech
(Burlington, MA, EE.UU.). Aquellos que no son comercialmente disponibles pueden ser sintetizados opcionalmente.
Para técnicas de sintesis organica, refiérase, por ejemplo, a Organic Chemistry (Quimica Orgénica) por Fessendon y

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 547 554 T3

Fessendon, (1982, segunda edicion, Willard Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic Chemistry (Quimica
Organica Avanzada) por March (tercera edicién, 1985, Wiley and Sons, Nueva York); y Advanced Organic Chemistry
(Quimica Organica Avanzada) por Carey y Sundberg (tercera edicién, partes A y B, 1990, Plenum Press, Nueva
York). Muchos aminoacidos no naturales se basan en aminoacidos naturales, tales como tirosina, glutamina,
fenilalanina, y similares.

A. Absorcién celular de aminoacidos no naturales

[0119] La absorcion de aminoacidos no naturales por una célula eucariota es un asunto que es tipicamente
considerado cuando se disefia y se selecciona a los aminoacidos no naturales, incluyendo, pero sin limitarse a, para
su incorporacion a una proteina. Por ejemplo, la densidad de alta carga de aminoacidos a sugiere que estos
compuestos tienen una alta posibilidad de no ser permeables a nivel celular. Aminoacidos naturales son absorbidos
a la célula eucariota por medio de una coleccion de sistemas de transporte que se basa en proteinas. Una
examinacion rapida puede ser realizada la cual evalla cudles aminoacidos no naturales, si existiesen, son
absorbidos por las células. Refiérase, por ejemplo, a los ensayos de toxicidad en, por ejemplo, la publicacion de
patente de Estados Unidos numero US 2004/0198637 titulada “Protein Arrays” (“Agrupaciones Proteinicas”); y Liu,
D.R. y Schultz, P.G. (1999) Progress toward the evolution of an organism with an expanded genetic code (progreso
hacia la evolucién de un organismo con un cédigo genético expandido). PNAS Estados Unidos 96:4780-4785.
Aunque la absorcién es facilmente analizada con varios ensayos, una alternativa para disefiar los aminoacidos no
naturales que son ddciles hacia los senderos de absorcion celular es el suministrar senderos biosintéticos para crear
aminoacidos in vivo.

B. Biosintesis de aminoacidos no naturales

[0120] Muchos senderos biosintéticos ya existen en las células para la producciéon de amino&cidos y otros
compuestos. Aunque puede que un método biosintético no exista para un aminoacido no natural especifico en la
naturaleza, incluyendo, pero sin limitarse a, una célula eucariota, los métodos y composiciones aqui descritas
incluyen a aquellos métodos. Por ejemplo, senderos biosintéticos para aminoacidos no naturales son generados
opcionalmente de en la célula anfitriona al agregar nuevas enzimas o modificar los senderos celulares anfitriones
existentes. Nuevas enzimas adicionales son enzimas que opcionalmente ocurren naturalmente o enzimas
evolucionadas artificialmente. Por ejemplo, la biosintesis de p-aminofenilalanina (tal como se presenta en un ejemplo
en WO 2002/085923 titulado “In vivo incorporation of unnatural amino acids" (“incorporacion in vivo de aminoacidos
no naturales”) se basa en la agregaciéon de una combinacién de enzimas conocidas de otros organismos. Los genes
para estas enzimas pueden ser introducidos a una célula eucariota al transformar la célula con un plasmido que
contenga los genes. Los genes, cuando se expresan en la célula, suministran un sendero enzimatico para sintetizar
el compuesto deseado. Ejemplos de los tipos de enzimas que son agregados opcionalmente se suministran en los
ejemplos mas adelante. Secuencias enziméticas adicionales se encuentran, por ejemplo, en el Banco Genético.
Enzimas evolucionadas artificialmente también son agregadas opcionalmente a una célula en la misma forma.
Asimismo, la maquinaria y recursos celulares de una célula son manipulados para producir aminoacidos no
naturales.

[0121] Una variedad de métodos estan disponibles para producir nuevas enzimas para su uso en senderos
biosintéticos o para la evolucion de senderos existentes. Por ejemplo, una recombinacién recursiva, incluyendo, pero
sin limitarse a, tal como lo desarroll6 Maxygen, Inc. (disponible en el Internet en www.maxygen.com), es utilizado
opcionalmente para desarrollar nuevas enzimas y senderos. Refiérase, por ejemplo, a Stemmer (1994), Rapid
evolution of a protein in vitro by DNA shuffling (Evolucion rapida de una proteina in vitro por medio de transposicion
de ADN), Nature (Naturaleza) 370(4):389-391; y, Stemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation and
reassembly: In vitro recombination for molecular evolution (transposicién de ADN por medio de fragmentaciones y
remontajes aleatorios: recombinacién in vitro para evolucion molecular), Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.., 91:10747-
10751. Asimismo, DesignPath™, desarrollado por Genencor (disponible en el Internet en genencor.com) es utilizado
opcionalmente para el disefio de senderos metabdlicos, incluyendo, pero sin limitarse a, el disefio de un sendero
para crear O-metil-L-tirosina en una célula. Esta tecnologia reconstruye senderos existentes en organismos
anfitriones utilizando una combinacién de nuevos genes, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellos identificados por
medio de gendmica funcional y evoluciéon y disefio molecular. Diversa Corporation (disponible en el Internet en
diversa.com) también suministra tecnologia para examinar rapidamente las bibliotecas de genes y los senderos
genéticos, incluyendo, pero sin limitarse a, la creacion de senderos.

[0122] Tipicamente, el amino4cido no natural producido con un sendero biosintético disefiado es producido en una
concentracion suficiente para una biosintesis proteinica eficiente, incluyendo, pero sin limitarse a, un monto celular
natural, pero no a niveles que puedan afectar la concentracion de los otros aminoacidos o que puedan agotar los
recursos celulares. Las concentraciones tipicas producidas in vivo de esta forma son alrededor de 10 mM hasta 0.05
mM. Una vez que una célula es transformada con un plasmido que contiene los genes utilizados para producir las
enzimas deseadas para generar el sendero especifico en un aminoacido no natural, selecciones in vivo son
utilizadas opcionalmente para optimizar aun mas la produccion del aminoacido no natural para la sintesis proteinica
y el crecimiento celular ribosémico.
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VI Polipéptidos con aminoacidos no naturales

[0123] Las composiciones y métodos descritos en mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos
numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; las publicaciones de
aplicacion de patentes de Estados Unidos 2003/0082575 y 2003/0108885; WO 04/035743 titulada "Site Specific
Incorporation of Keto Amino Acids into Proteins" (“Incorporacion en Lugares Especificos de Aminoacidos Cetos a
Proteinas”), y la publicacion PCT numero WO 04/094593 titulada "Expanding the Eukaryotic Genetic Code"
(“Expandiendo el Codigo Genético Eucariota”) suministran la incorporacion de por lo menos un aminoacido no
natural a un polipéptido. El aminoacido no natural puede estar presente en cualquier ubicacién del polipéptido,
incluyendo cualquier posicién terminal o cualquier posicién interna del polipéptido. Los polipéptidos de aminoacidos
no naturales aqui descritos pueden ser producidos biosintéticamente o no biosintéticamente el término
biosintéticamente tiene la intencién de describir a cualquier método que utiliza un sistema de traduccién (celular o no
celular), incluyendo el uso de por lo menos uno de los siguientes componentes: un polinucleétido, un codén, un
tRNA, y un ribosoma. El término no biosintéticamente se refiere a cualquier método que no utilice un sistema de
traduccion: este método puede dividirse alin mas en métodos utilizando métodos sintéticos de péptidos en estado
sélido, métodos sintéticos de péptidos en fase sélida, métodos que utilizan por lo menos una enzima, y métodos que
no utilizan por lo menos una enzima; desde luego cualquiera de estas subdivisiones puede superponerse y muchos
métodos pueden utilizar una combinacién de estas subdivisiones.

[0124] Los métodos, composiciones, estrategias y técnicas aqui descritas no se limitan a un tipo, clase o familia
particular de polipéptidos o proteinas. De hecho, virtualmente cualquier polipéptido puede incluir pero no se limita a
por lo menos un amino&cido no natural que se describen en mas detalle en las aplicaciones de patentes de Estados
Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; las publicaciones de
aplicaciones de patentes de Estados Unidos 2003/0082575 y 2003/0108885, WO 04/035743 titulada "Site Specific
Incorporation of Keto Amino Acids into Proteins" (“Incorporacion en Lugares Especificos de Aminoacidos Ceto a
Proteinas”), la publicacion PCT numero WO 04/094593 titulada “Expanding the Eukaryotic Genetic Code"
(“Expandiendo el Coédigo Genético Eucariota”) y la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical
Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidoos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y Sus Usos”). Los
polipéptidos de amino&cidos no naturales pueden ser modificados ain mas tal como se describe en las aplicaciones
de patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y
60/696,068; WO 04/035743 titulada "Site Specific Incorporation of Keto Amino Acids into Proteins" (“Incorporacion en
Lugares Especificos de Aminoacidos Ceto a Proteinas”), publicacion PCT numero WO 04/094593 titulada
"Expanding the Eukaryotic Genetic Code" (“Expandiendo el Cédigo Genético Eucariota”) y la publicacion PCT WO
05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidoos de Paquetes de
Cuatro Heélices Modificados y Sus Usos”), o el polipéptido de aminoacidos no naturales puede ser utilizado sin mas
modificaciones. En un aspecto, una composicion incluye por lo menos una proteina con por lo menos uno,
incluyendo, pero sin limitarse a, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por
lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, o por lo menos 10 o mas aminoacidos no naturales. Los polipéptidos
pueden incluir una 0 mas sustituciones de aminoacidos naturales.

[0125] Aunque secciones de polipéptidos de aminoacidos no naturales descritos en mayor detalle en las
aplicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302,
y 60/696,068 pueden ser sintetizadas quimicamente por medio de métodos de sintesis de péptidos en fases solidas
(por ejemplo, en una resina sélida), por métodos de sintesis de péptidos en fases de solucién, y/o sin la ayuda de
enzimas. Otras secciones de los polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritas permiten la sintesis por
medio de una membrana celular, un extracto celular o un sistema de lisados o por medio de un sistema in vivo, es
decir, utilizando la maquinaria celular de una célula procariota o eucariota.

VIl. Composiciones y Métodos que Involucran Acidos Nucleicos y Oligonucledtidos
A. Métodos Generales de Acidos Nucleicos Recombinantes para su Uso

[0126] Las aplicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210,
60/696,302, y 60/696,068; y la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides
and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”), hablan acerca de acidos
nucleicos que codifican un polipéptido de interés (incluyendo, en forma de ejemplo, un polipéptido GH), y como
podria ser aislado, clonado y a menudo alterado usando métodos recombinantes. Aquellas secciones son utilizadas,
incluyendo, pero sin limitarse a, para expresiones proteinicas o durante la generacion de variantes, derivados, cintas
de expresion u otras secuencias derivadas de un polipéptido. En algunas secciones, las secuencias que codifican a
los polipéptidos son vinculadas operacionalmente a un promotor heterélogo.

[0127] Una secuencia nucleotidasa que codifica a un polipéptido que contiene un aminoacido no natural puede

sintetizarse en base a la secuencia de aminoacidos del polipéptido paterno, y después se puede cambiar la
secuencia de nucleétidos para efectivizar la introduccién (es decir, incorporacién o sustitucion) o remocion (es decir,
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eliminacion o sustitucion) del residuo o residuos del aminoacido relevante. La secuencia de nucleétidos puede ser
modificada convenientemente por medio de mutagénesis dirigida a lugares especificos de acuerdo con los métodos
convencionales. Alternamente, la secuencia de nuclettidos puede prepararse por medio de sintesis quimica,
incluyendo, pero sin limitarse a, usando un sintetizador de oligonucleétidos, donde los oligonucleétido si estan
disefiados basandose en una secuencia de aminoéacidos del polipéptido deseado, y preferiblemente seleccionando
aquellos codones que son favorecidos en la célula anfitriona en la cual el polipéptido recombinante sera producido.
Por ejemplo, varios oligonucleétidos pequefios que codifican las porciones del polipéptido deseado pueden
sintetizarse y ensamblarse por medio de una reaccion PCR, ligacion o ligacion en cadena. Refiérase, por ejemplo, a
Barany, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 189-193 (1991); EE.UU. 6,521,427.

B. Codones selectores

[0128] Los codones selectores abarcados dentro de los métodos y composiciones son descritos en mayor detalle en
las aplicaciones de patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210,
60/696,302, y 60/696,068; y la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides
and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”), expanden el marco de
trabajo genético de los codones de la maquinaria biosintética proteinica. Por ejemplo, un codén selector incluye,
pero no se limita a, un codon Unico de tres bases, un coddn sin sentido, tal como un cod6n de terminacion,
incluyendo, pero sin limitarse a, un codén dmbar (amber) (UAG), o un codén 6palo (UGA), un codoén ocre, un coddn
antinatural, un codon de cuatro o méas bases, un codon raro, o similares. Existe una amplia gama en el nimero de
codones electores que pueden ser introducidos a un gen deseado, incluyendo, pero sin limitarse, a uno o0 més, dos o
mas, tres o mas, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas en un solo polinucleétido que codifica por lo menos una porcién de un
polipéptido de interés.

[0129] En algunos casos, involucra el uso de un codén selector que es un coddén de terminacion para la
incorporacion de uno o mas aminoacidos no naturales in vivo. La incorporacion de aminoacidos no naturales in vivo
puede realizarse sin una perturbacion significativa de la célula anfitriona eucariota. Los codones electores también
incluyen codones extendidos, incluyendo, pero sin limitarse a, cuatro o mas codones, tales como, cuatro, 5, 6 0 mas
codones base. Para un sistema particular, un coddn selector también puede incluir uno de los codones naturales de
tres bases, donde el sistema endégeno no utiliza (o lo utiliza raramente) el codén de base natural. Los codones
electores incluyen, opcionalmente, parejas de bases no naturales. Estas parejas de bases no naturales expanden
aln mas el alfabeto genético existente. Para usos in vivo, el nucledsido no natural es una membrana permeable y es
fosforilada para formar el trifosfato correspondiente. Adicionalmente, la informacion genética incrementada es
estable y no es destruida por las enzimas celulares. Un sistema de elucién de traduccion también puede ser utilizado
para incorporar un aminoacido no natural en un polipéptido deseado. En ciertas secciones, la proteina o polipéptido
de interés (o su porcion) es codificada por un &cido nucleico. Tipicamente, el &cido nucleico comprende por lo menos
un codon selector, por lo menos 2 codones selectores, por lo menos 3 codones selectores, por lo menos 4 codones
selectores, por lo menos 5 codones selectores, por lo menos 6 codones selectores, por lo menos 7 codones
selectores, por lo menos 8 codones selectores, por lo menos 9 codones selectores, 10 0 mas codones selectores.

VIIl. Generacién in vivo de polipéptido os que contienen aminoacidos no naturales

[0130] Los polipéptidos pueden ser generados in vivo utilizando sintetasas TRNA modificadas y sintetasas TRNA
para afadir o sustituir aminoacidos que no estan codificados en sistemas que ocurren naturalmente. Todos los
métodos para generar y examinar los organismos utilizados para la generacion in vivo de polipéptidos que contienen
aminoacidos no naturales son explicados en mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos
numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; las publicaciones de
aplicaciones de patentes de Estados Unidos 2003/0082575 y 2003/0108885, la publicacion PCT numero WO
04/094593 titulada "Expanding the Eukaryotic Genetic Code" (“Expandiendo el Cdédigo Genético Eucariota”) y la
publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos
de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”).

[0131] Los métodos para generar sintetasas tRNAs y tRNA que utilizan aminoacidos que no estan codificados en
sistemas que ocurren naturalmente se describen en, por ejemplo, las publicaciones de aplicaciones de patentes de
Estados Unidos 2003/0082575 y 2003/0108885. Estos métodos involucran generar una maquinaria de traduccion
que funciona independientemente de las sintetasas y tRNAs enddgenas al sistema de traduccién (y son, por lo tanto,
a veces referidas como “ortogonales”). En otras secciones adicionales, el sistema de traduccién incluye un tRNA
ortogonal (O-tRNA) y una sintetasa aminoacil tRNA ortogonal (O-RS). Una amplia gama de sintetasas tRNAs
ortogonales y aminoacil tRNA han sido descritas en la industria para insertar aminoacidos sintéticos especificos a
polipéptidos, y son generalmente adecuados para producir los polipéptidos de aminoacidos no naturales.

[0132] El uso de sintetasas O-tRNA / aminoacil-tRNA involucra la seleccion de un codon especifico que codifica el
aminoacido no natural. Aunque cualquier coddn puede ser utilizado, es generalmente deseable el seleccionar un
codon que ha sido utilizado rara vez o que nunca ha sido utilizado en la célula en la cual la sintetasa O-tRNA /
aminoacil-tRNA es expresada. Cordones selectores especificos pueden ser introducidos a posiciones apropiadas de
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la secuencia codificadora del polinucle6tido usando métodos de mutagénesis conocidos en la industria (incluyendo,
pero sin limitarse a, mutagénesis en lugares especificos, mutagénesis de cinta, mutagénesis de selecciéon de
restriccion, etcétera).

A. Expresion en no Eucariotas y eucariotas

[0133] Para obtener un alto nivel de expresion de un polinucleétido clonado, se debe sub clonar técnicamente los
polinucleétidos que codifican a un polipéptido deseado a un vector de expresién que contiene un promotor fuerte
para dirigir la transcripcion, un terminador de transcripcion / traduccion, y si fuese para un &cido nucleico que codifica
a una proteina, un lugar de vinculacion ribosémico para la iniciacion de la traduccién. Promotores adecuados de
bacterias son bien conocidos en la industria y son descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. y Ausubel et al.
sistemas de expresion bacterianas y sistemas celulares anfitriones eucariotas 0 no eucariotas son descritos en
mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos niumeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195,
60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; las publicaciones de aplicaciones de patentes de Estados Unidos
2003/0082575 y 2003/0108885, la publicacion PCT numero WO 04/094593 titulada "Expanding the Eukaryotic
Genetic Code" (“Expandiendo el Cédigo Genético Eucariota”) y la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified
Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus
Usos”) pueden ser utilizadas para biosintetizar proteinas que contienen aminoacidos no naturales en cantidades
grandes y tiles.

1. Sistemas, cultivos y aislamiento de expresiones

[0134] EI polipéptido deseado puede ser expresado en cualquier numero de sistemas de expresién adecuados,
incluyendo, por ejemplo, levaduras, células de insectos, células de mamiferos, células pseudomonas, y bacterias.
Una descripciéon de ejemplos de sistemas de expresién se describen en mayor detalle en las aplicaciones de
patentes de Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068;
las publicaciones de aplicaciones de patente de Estados Unidos 2003/0082575 y 2003/0108885, la publicacion PCT
No. WO 04/094593 titulada "Expanding the Eukaryotic Genetic Code" (“Expandioendo el Codigo Genético
Eucariota”) y la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses"
(“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”).

2. Purificacion de los Polipéptidos de Aminoacidos No Naturales

[0135] Los Métodos Generales de Purificacién. Se pueden realizar una variedad de pasos de aislamiento en los
lisados, extractos, medio de cultivo, cuerpos de inclusién, espacios periplasmicos celulares de las células anfitrionas,
citoplastos de las células anfitrionas u otro material que contenga el polipéptido deseado o las mezclas que resulten
de cualquier paso de aislamiento incluyendo, pero sin limitarse a, cromatografia de afinidad, cromatografia de
intercambio de iones, cromatografia de interaccion hidrof6bica, cromatografia de filtracion de geles, cromatografia de
liquidos de alto rendimiento ("HPLC" - high performance liquid chromatography), fase reversa de HPLC ("RP-HPLC"
- reversed phase-HPLC), absorcién de camas expandidas o cualquiera de sus combinaciones y / o repeticiones en
cualquier orden apropiado. Los métodos, equipos, secciones importantes de purificacion generales y otras técnicas
de purificacién se describen en mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos numeros
60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; y WO 05/074650 titulada "Modified Four
Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus
Usos”).

B. Modificaciones Post — Traducciones In Vivo

[0136] Al producir las proteinas o los polipéptidos de interés con por lo menos un amino4cido no natural en células
eucariotas, las proteinas o polipéptidos incluyen a las modificaciones eucariotas post - traduccion. En ciertas
secciones, una proteina incluye por lo menos un aminoacido no natural y por lo menos una modificacion post -
traduccion que es hecha in vivo por una célula eucariota, donde la modificacién post - traduccidon no es hecha por
una célula procariota. Por ejemplo, la modificacion post - traduccion esta descrita en mayor detalle en las
aplicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302,
y 60/696,068; y WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses” (“Polipéptidos de
Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”).

[0137] Una ventaja de un aminoacido no natural es que este presenta fracciones quimicas adicionales que pueden
ser utilizadas para afiadir moléculas adicionales. Estas modificaciones pueden ser hechas in vivo en una célula
eucariota o no eucariota, o in vitro. Por lo tanto, en ciertas secciones, la modificacion post - traduccion es a través del
aminoacido no natural.

IX. Expresion de Sistemas Alternos
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[0138] Varias estrategias han sido utilizadas para introducir aminoacidos no naturales en proteinas en células
anfitrionas no recombinantes, células anfitrionas sujetas a mutagénesis o0 en sistemas de células libres. Estos
sistemas también son apropiados para utilizarse en la elaboracién de polipéptidos de aminoacidos no naturales. La
derivacién de aminoéacidos con cadenas laterales reactivas tales como Lys, Cys y Tyr resultaron en la conversion de
lisina a N-acetil-lisina. La sintesis guimica también suministra un método directo para incorporar aminoacidos no
naturales. Con el desarrollo reciente de la ligacion enzimatica y la ligacion de quimicos nativos de fragmentos de
péptidos, es posible elaborar proteinas mas grandes. Refiérase, por ejemplo, a P. E. Dawson y S. B. H. Kent, Annu.
Rev. Biochem, 69:923 (2000). Las indicaciones quimicas de Péptidos y las obligaciones quimicas nativas son
descritas en la patente de Estados Unidos nimero 6,184,344, la patente de Estados Unidos No. 2004/0138412, la
publicacion de patente de Estados Unidos numero 2003/0208046, WO 02/098902, y WO 03/042235. Un método
biosintético in vitro general en el cual un supresor tRNA acilado con el aminoacido no natural deseado es agregado a
un extracto in vitro capaz de soportar una biosintesis proteinica, que ha sido utilizada para incorporar
especificamente en un sitio mas de 100 aminoéacidos no naturales en una variedad de proteinas de virtualmente
cualquier tamafio. Refiérase, por ejemplo, a V. W. Cornish, D. Mendel y P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,
1995, 34:621 (1995); C.J. Noren, S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, A general method for site-specific
incorporation of unnatural amino acids into proteins (Un método general para la incorporacién en un lugar especifico
de aminoé&cidos no naturales en proteinas), Science (Ciencia) 244:182-188 (1989); y, J.D. Bain, C.G. Glabe, T.A.
Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic site-specific incorporation of a non-natural amino acid into a
polypeptide (Incorporacion biosintética en un lugar especifico de un aminoacido no natural en un polipéptido), J. Am.
Chem. Soc. 111:8013-8014 (1989). Un amplio rango de grupos funcionales ha sido introducido a proteinas para
estudios de estabilidad proteinica, plegado proteinico, mecanismo enzimatico y traduccion de sefiales.

[0139] Un método in vivo, denominado incorporacion selectiva de presion, fue desarrollado para aprovechar la
promiscuidad de las sintetasas de tipo silvestre. Refiérase, por ejemplo, a N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder, W.
Wenger, F. M. Dong, L. Moroder y R. Huber, FASEB J., 13:41 (1999). Una cepa auxétrofa, en la cual el sendero
metabdlico relevante que suministra a la célula con un aminoacido natural particular es desactivada, es cultivada en
un medio minimo que contiene concentraciones limitadas de aminoéacidos naturales, mientras la transcripcion del
gen objetivo es reprimida. Al inicio de la fase de crecimiento estacionaria, el aminoacido natural es agotado y
reemplazado con el anédlogo del aminoacido no natural. La induccion de la expresion de la proteina recombinante
resulta en la acumulaciébn de una proteina que contiene al analogo no natural. Por ejemplo, utilizando esta
estrategia, o, m y p-fluorofenilalaninas han sido incorporadas a proteinas, y exhiben dos soportes caracteristicos en
el espectro UV que puede ser facilimente identificados, refiérase, por ejemplo, a C. Minks, R. Huber, L. Moroder y N.
Budisa, Anal. Biochem., 284:29 (2000); trifluorometiona ha sido utilizada para reemplazar a metionina en la lisozima
T4 bacteriéfaga para estudiar su interaccion con los ligandos quitooligosacarido por F NMR, refiérase, por ejemplo,
a H. Duewel, E. Daub, V. Robinson y J. F. Honek, Biochemistry, (Bioquimica) 36:3404 (1997); y la trifluoroleucina ha
sido incorporada en lugar de leucina, resultando en el incremento de una estabilidad térmica y quimica. Refiérase,
por ejemplo, a Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado y D. A. Tirrell, Angew. Chem. Int. Ed.
Engl.,, 40:1494 (2001). Ademas, seleniometionina y telurometionina son incorporados a varias proteinas
recombinantes para facilitar la solucion de las fases en la cristalografia de rayos X. Refiérase, por ejemplo, a W. A.
Hendrickson, J. R. Horton y D. M. Lemaster, EMBO J., 9:1665 (1990); J. O. Boles, K. Lewinski, M. Kunkle, J. D.
Odom, B. Dunlap, L. Lebioda y M. Hatada, Nat. Struct. Biol., 1:283 (1994); N. Budisa, B. Steipe, P. Demange, C.
Eckerskorn, J. Kellermann y R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788 (1995); y, N. Budisa, W. Karnbrock, S. Steinbacher,
A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L. Moroder y R. Huber, J. Mol. Biol., 270:616 (1997). Analogos de metionina con
funcionalidades de alquenos o alquinos también han sido incorporadas eficientemente, permitiendo modificaciones
adicionales a las proteinas por medios quimicos. Refiérase, por ejemplo, a J. C. van Hesty D. A. Tirrell, FEBS Lett.,
428:68 (1998); J. C.. van Hest, K. L. Kiick y D. A. Tirrell, 3. Am. Chem. Soc., 122:1282 (2000); y, K. L. Kiick y D. A.
Tirrell, Tetrahedron (Tetraedro), 56:9487 (2000); patente de Estados Unidos nimero 6,586,207; publicacion de la
patente de Estados Unidos nimero 2002/0042097.

[0140] EIl éxito de este método depende del reconocimiento de los analogos de aminoacidos no naturales por las
sintetasas aminoacil - tRNA, que, en general, requieren una alta selectividad para asegurar la fidelidad de la
traduccion proteinica. Una forma para expandir el alcance de este método es el suavizar la especificidad del sustrato
de las sintetasas aminoacil-tRNA, lo cual ha sido logrado en un nimero limitado de casos. Por ejemplo, el reemplazo
de Ala®®* por Gly en sintetasa fenilalanil-tRNA del Escherichia coli (PheRS - phenylalanyl-tRNA synthetase)
incrementa el tamafio de la bolsa de vinculacién del sustrato, y resulta en la acilacion de la tRNAPhe por la p-Cl-
fenilalanina (p-Cl-Phe - p-Clphenylalanine). Refiérase a, M. Ibba, P. Kast y H. Hennecke, Biochemistry (Bioquimica),
33:7107 (1994). Una cepa de Escherichia coli que acoge a esta PheRS mutante permite la incorporacion de la p-Cl-
fenilalanina o de la p-Br-fenilalanina en lugar de la fenilalanina. Refiérase a, por ejemplo, M. Ibba y H. Hennecke,
FEBS Lett., 364:272 (1995); y, N. Sharma, R. Furter, P. Kast y D. A. Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000). Asimismo,
una Phel30Ser con una mutacion en un punto cerca del lugar de vinculacién del aminoacido de la sintetasa tirosil-
tRNA en la Escherichia coli ha demostrado permitir que la azatirosina se incorpore mas eficientemente que la
tirosina. Refiérase, a F. Hamano-Takaku, T. Iwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll y
S. Nishimura, J. Biol. Chem., 275:40324 (2000).
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[0141] Otra estrategia para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas in vivo es el modificar las sintetasas
que tienen mecanismos de revision. Estas sintetasas no pueden discriminar y por lo tanto activan a los aminoacidos
que son similares estructuralmente que los aminoacidos naturales afines. Este error es corregido en un lugar
separado, que desacila el aminoacido cargado erroneamente del tRNA para mantener la fidelidad de la traduccion
proteinica. Si la actividad de revisiéon de la sintetasa se deshabilita, los analogos estructurales que son activados
errbneamente podrian escapar a la funciéon de edicién y serian incorporados. Este método ha sido demostrado
recientemente con las sintetasas valil-tRNA (ValRS - valyl-tRNA synthetase). Refierase a, V. Doring, H. D. Mootz, L.
A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel y P. Marliere, Science (Ciencia), 292:501 (2001).
ValRS pueden acilar aminos erréneamente a tRNAVal con Cys, Thr o aminobutirato (Abu); estos aminoacidos afines
son subsecuentemente hidrolizados por el dominio editor. Después de mutagénesis aleatorias del cromosoma de
Escherichia coli, una cepa de Escherichia coli mutante fue seleccionada que tiene una mutacion en el lugar de
edicion de la ValRS. Esta ValRS defectiva en lo que se refiere a edicion carga incorrecta a la tRNAVal con Cys.
Puesto que Abu se asemeja estéricamente a Cys (el grupo —SH de Cys es reemplazado con —CHs; en Abu), la ValRS
mutante también incorpora a Abu en las proteinas cuando esta cepa mutante de Escherichia coli es cultivada en la
presencia de Abu. Un andlisis espectrométrico de masa muestra que alrededor del 24% de valinas son
reemplazadas por Abu en cada posicion de valina en la proteina nativa.

[0142] Los métodos de sintesis de fase soélida y semi sintéticos también han permitido la sintesis de un nimero de
proteinas que contienen aminoacidos nuevos. Por ejemplo, refiérase a las siguientes publicaciones y referencias
aqui citadas: Crick, F.H.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of the genetic code for proteins.
Nature (Naturaleza general del cddigo genético para proteinas. Naturaleza), 192:1227-1232 (1961); Hofmann, K.,
Bohn, H. Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on the S-protein activating
potency of an S-peptide fragment (Estudios en polipéptidos. XXXVI. El efecto de reemplazos pirazol - imidazol en la
potencia de activacion de la proteina S de un fragmento de péptido S) S. J. Am Chem, 88(24):5914-5919 (1966);
Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active peptides and proteins including enyzmes (Métodos sintéticos
para péptidos y proteinas biolégicamente activas incluyendo enzimas), Acc Chem Res, 22:47-54 (1989); Nakatsuka,
T., Sasaki, T., Kaiser, E.T. Peptide segment coupling catalyzed by the semisynthetic enzyme thiosubtilisin
(Acoplamiento de segmentos de péptidos catalizado por la enzima semi - sintética tiosubtilisina), J Am Chem Soc,
109:3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Constructing proteins by dovetailing unprotected synthetic
peptides: backbone-engineered HIV protease, Science (Construyendo proteinas ensamblando péptidos sintéticos no
protegidos: protease de VIH de esqueleto disefiado, Ciencia), 256(5054):221-225 (1992); Chaiken, I.M Semisynthetic
peptides and proteins (Péptidos y proteinas semi - sintéticos), CRC Crit Rev Biochem, 11(3):255-301 (1981); Offord,
R.E. Protein engineering by Chemical means? Protein Eng. (¢ Ingenieria proteinica por medio de medios quimicos?
Ingenieria Proteinica), 1(3):151-157 (1987); y, Jackson, D.Y., Burnier, J., Quan, C., Stanley, M., Tom, J., Wells, J.A.
A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of Ribonuclease A with Unnatural Catalytic Residues, Science (Una
Ligasa de Péptidos Disefiados para una Sintesis Total de Ribonucleasa A con Residuos Cataliticos No Naturales,
Ciencia), 266(5183):243 (1994).

[0143] La modificacién quimica ha sido usada para introducir una variedad de cadenas laterales no naturales,
incluyendo cofactores, marcadores espin y oligonucleétidos en proteinas in vitro. Refiérase, por ejemplo, a Corey,
D.R., Schultz, P.G. Generation of a hybrid sequencespecific single-stranded deoxyribonuclease, Science
(Generacion de una deoxiribonucleasa de una sola cepa hibrida de una secuencia especifica, Ciencia),
238(4832):1401-1403 (1987); Kaiser, E.T., Lawrence D.S., Rokita, S.E. The chemical modification of enzymatic
specificity (La modificacion quimica de la especificidad enzimatica), Annu Rev Biochem, 54:565-595 (1985); Kaiser,
E.T., Lawrence, D.S. Chemical mutation of enyzme active sites, Science (Mutacién quimica de lugares activos de las
enzimas, ciencia), 226(4674):505-511 (1984); Neet, K.E., Nanci A, Koshland, D.E. Properties of thiol-subtilisin
(Propiedades de la tiol-subtilisina), J Biol. Chem, 243(24):6392-6401 (1968); Polgar, L. et M.L. Bender. A new
enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin (Una nueva enzima que contiene un lugar activo
formado sintéticamente. Tiol-subtilisina). J. Am Chem Soc, 88:3153-3154 (1966); y, Pollack, S.J., Nakayama, G.
Schultz, P.G. Introduction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody combining sites, Science
(Introduccion a sondas, de nucleétidos y espectroscopicas en lugares de combinacion de anticuerpos, Ciencia)
242(4881):1038-1040 (1988).

[0144] Alternamente, métodos biosintéticos que utilizan aminoacil - tRNAs modificados quimicamente han sido
utilizados para incorporar algunas sondas biofisicas en proteinas sintetizadas in vitro. Refiérase a las siguientes
publicaciones y referencias aqui citadas: Brunner, J. New Photolabeling and crosslinking methods (Nuevos métodos
de foto marcacion y articulaciéon), Annu. Rev Biochem, 62:483-514 (1993); y, Krieg, U.C., Walter, P., Hohnson, A.E.
Photocrosslinking of the signal sequence of nascent preprolactin of the 54- kilodalton polypeptide of the signal
recognition particle (foto reticulacion de la secuencia de sefializacion de la preprolactina naciente del polipéptido de
54 kilodaltones), Proc. Natl. Acad. Sci, 83(22):8604-8608 (1986).

[0145] Previamente, ha sido demostrado que los aminoacidos no naturales pueden ser incorporados
especificamente a lugares dentro de las proteinas in vitro por medio de la adicion de tRNAs supresoras
aminoaciladas quimicamente a reacciones de sintesis de imidas programadas con un gen que contiene una
mutacion sin sentido &mbar deseada. Usando estos métodos se ha de sustituir un namero de los 20 aminoacidos
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comunes con homoélogos estructuralmente cercanos, es decir,fluorofenilalanina por fenilalanina, usando cepas
auxotréficas para un aminoacido en particular. Refiérase a, por ejemplo, Noren, C.J., Anthony-Cabhill, Griffith, M.C.,
Schultz, P.G. A general method for site-specific incorporation of unnatural amino acids into proteins, Science (Un
método general para la incorporacién en un lugar especifico de aminoacidos no naturales a proteinas, Ciencia), 244:
182-188 (1989); M.W. Nowak, et al., Science (Ciencia) 268:439-42 (1995); Bain, J.D., Glabe, C.G., Dix, T.A,,
Chamberlin, A.R., Diala, E.S. Biosynthetic sitespecific Incorporation of a non-natural amino acid into a polypeptide
(Incorporacion biosintética en un lugar especifico de un aminoacido no natural a un polipéptido), J. Am Chem Soc,
111:8013-8014 (1989); N. Budisa et al.,, FASEB J. 13:41-51 (1999); Ellman, J.A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S.,
Noren, C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids site-specifically into proteins,
Methods in Enz. (Método biosintético para introducir aminoacidos no naturales en sitios especificos de proteinas.
Métodos en Ens.), vol. 202, 301-336 (1992); y, Mendel, D., Cornish, V.W. & Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis
with an Expanded Genetic Code (Mutagénesis dirigida a sitios con un cddigo genético expandido), Annu Rev
Biophys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995).

[0146] Por ejemplo, un tRNA supresor fue preparado para reconocer el UAG del coddén de terminaciéon y fue
aminoacilado quimicamente con un aminoacido no natural. Una mutagénesis convencional dirigida a lugares fue
utilizada para introducir el TAG del coddn de terminacion, en el sitio de interés en el gen proteinico. Refiérase, por
ejemplo, a Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5'-3' Exonucleases in phosphorothioate-based olignoucleotide-
directed mutagensis, Nucleic Acids Res (Exonucleasas en mutagénesis dirigida por oligonucleétidos basada en
fosforotioato), 16(3):791-802 (1988). Cuando el tRNA supresor acilado y el gen mutante fueron combinados en un
sistema de transcripcién/traduccion in vitro, el aminoacido natural fue incorporado en respuesta al codon UAG que le
dio una proteina que contenia ese aminoacido en la posicién especificada. Experimentos utilizando [°H]-Phe y
experimentos con acidos a-hydroxi demostraron que solamente los aminoacidos deseados se incorporaron en la
posicion especificada por el codon UAG y que este aminoacido no es incorporado en ningun otro sitio en la proteina.
Refiérase, por ejemplo, a Noren, et al, mencionado anteriormente; Kobayashi et al., (2003) Nature Structural Biology
(Biologia Estructural Natural) 10(6):425-432; y, Ellman, J.A., Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific incorporation of
novel backbone structures into proteins, Science (Incorporacion en lugares especificos de estructuras de nuevos
esqueletos en proteinas. Ciencia), 255(5041):197-200 (1992).

[0147] Un tRNA puede ser aminoacilado con un aminoacido deseado por medio de cualquier método o técnica,
incluyendo, pero sin limitarse a, aminoacilacion quimica o enzimatica.

[0148] La aminoacilacion puede lograrse por medio de sintetasas tRNA de aminoacilos o por medio de otras
moléculas enzimaticas, incluyendo pero sin limitarse a, ribozimas. El término “ribozima” es intercambiable con “ARN
catalitico”. Cech y compafieros de trabajo (Cech, 1987, ciencia, 236:1532-1539; McCorkle et al., 1987, Concepts
Biochem. 64:221-226) demostré la presencia de ARNs que ocurren naturalmente que pueden actuar como
catalizadores (ribozimas). Sin embargo, aunque estos catalizadores de ARN natural sélo han demostrado actuar en
sustratos de &cidos ribonucleicos para division y empalme, el desarrollo reciente de la evolucion artificial de
ribozimas ha expandido el repertorio de catélisis para varias reacciones quimicas. Estudios han identificado
moléculas de ARN que pueden catalizar enlaces de aminoacil-ARN en su propia terminal (2')3’ (lllangakekare et al.,
1995 Science (Cienceia) 267:643-647), y una molécula ARN que puede transferir un aminoacido desde una
molécula ARN a otra (Lohse et al., 1996, Nature (Naturaleza) 381:442-444).

[0149] La publicacién de la aplicacion de patente de Estados Unidos 2003/0228593, describe métodos para construir
ribozimas y sus usos en la aminoacilacion de tRNAs con aminoacidos codificados naturalmente y no naturalmente.
Formas inmovilizadas de sustratos de moléculas enzimaticas que pueden aminoacilar tRNAs, incluyendo, pero sin
limitarse a, ribozimas, podrian habilitar una purificacion eficiente de la afinidad de los productos aminoacilados.
Ejemplos de sustratos adecuados incluyen agarosa, sefarosa y esferas magnéticas. La produccién y el uso de un
sustrato en forma inmovilizada de ribozimas para aminoacilaciéon se describe en Chemistry and Biology (Quimica y
Biologia) 2003, 10:1077-1084 y la publicacion de la aplicacion de la patente de Estados Unidos 2003/0228593.

[0150] Métodos de aminoacilacion quimica incluyen, pero no se limitan a, aquellos introducidos por Hecht y
comparnieros de trabajo (Hecht, S. M. Acc. Chem. Res. 1992, 25, 545; Heckler, T. G.; Roesser, J. R.; Xu, C.; Chang,
P.; Hecht, S. M. Biochemistry (Bioquimica) 1988, 27, 7254; Hecht, S. M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol.
Chem. 1978, 253, 4517) y por Schultz, Chamberlin, Dougherty y otros (Cornish, V. W.; Mendel, D.; Schultz, P. G.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S. A.; Ellman, J. A.; Schultz, P. G. J. Am. Chem. Soc. 1991,
113, 2722; Noren, C. J.; Anthony-Cahill, S. J.; Griffith, M. C.; Schultz, P. G. Science (Ciencia) 1989, 244, 182; Bain,
J. D.; Glabe, C. G.; Dix, T. A.; Chamberlin, A. R. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8013; Bain, J. D. et al. Nature
(Naturaleza) 1992, 356, 537; Gallivan, J. P.; Lester, H. A.; Dougherty, D. A. Chem. Biol. 1997, 4, 740; Turcatti, et al.
J. Biol. Chem. 1996, 271, 19991; Nowak, M. W. et al. Science (Ciencia), 1995, 268, 439; Saks, M. E. et al. J. Biol.
Chem. 1996, 271, 23169; Hohsaka, T. et al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 34), para evitar el uso de sintetasas en
aminoacilacién. Esos métodos u otros métodos de aminoacilacion quimica pueden ser utilizados para aminoacilar
moléculas tRNA del invento.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 547 554 T3

[0151] Métodos para generar ARN catalitico involucran el generar agrupaciones separadas de secuencias de
ribozimas en forma aleatoria, realizar una evolucion dirigida en las agrupaciones, examinar las agrupaciones en
busqueda de actividad de aminoacilacién deseable, y seleccionar secuencias de aquellas ribozimas que muestran la
actividad deseada de aminoacilacion.

[0152] Las ribozimas pueden conformar motivos y / o regiones que faciliten la actividad de acilacién, tal como un
motivo GGU y una region rica en U. Por ejemplo, se ha reportado que regiones ricas en U pueden facilitar el
reconocimiento de un sustrato de aminoéacidos, y que un motivo GGU puede formar parejas de bases con la terminal
3’ de un tRNA. En combinacion, la GGU, el motivo y la region rica en U facilitan un reconocimiento simultaneo del
aminoacido y del tRNA, y por lo tanto facilitan la aminoacilacion de la terminal 3’ de la tRNA.

[0153] Las ribozimas pueden generarse por medio de seleccién in vitro usando un r24mini parcialmente aleatorio
con tRNA™"CCCG, seguido de una ingenieria sistematica de una secuencia consensual encontrada en los clones
activos. Un ejemplo de una ribozima obtenida con este método se lo denomina “ribozima Fx3” y se lo describe en la
publicacion de aplicacion de Estados Unidos nimero 2003/0228593, y actla como un catalizador versatil para la
sintesis de varios aminoacil-tRNAs cargados con aminoacidos no naturales afines.

[0154] Las ribozimas tRNAs aminoaciladas pueden ser inmovilizadas en un sustrato para permitir una purificacion
eficiente de la afinidad de los tRNAs aminoacilados. Ejemplos de sustratos adecuados incluyen, pero no se limitan a,
agarosa, sefarosa y esferas magnéticas. Las ribozimas pueden ser inmovilizadas en resinas aprovechando la
estructura quimica del ARN, tal como el 3’-cis-diol en la ribosa del ARN puede ser oxidada con peryodato para
generar el correspondiente dialdehido para facilitar la inmovilizacion del ARN en la resina. Varios tipos de resinas
pueden ser utilizados incluyendo resinas hidrazidas baratas en las cuales la aminacion reductora convierte a la
interaccion entre la resina y la ribozima en un enlace irreversible. La sintesis de aminoacil-tRNAs puede ser facilitado
significativamente por medio de esta técnica de aminoacilacion en columnas. Kourouklis et al. Methods (Métodos)
2005; 36:239-4 describe un sistema de aminoacilacion que se basa en columnas.

[0155] El aislamiento de tRNAs aminoacilados puede lograrse en varias formas. Un método adecuado es el eluir los
tRNAs aminoacilados de una columna con un amortiguador tal como una solucién de acetato de sodio con 10mM de
EDTA, un amortiguador que contiene 50mM de &cido N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(3-propanesulfénico), 12.5 mM de
KCI, pH 7.0, 10mM de EDTA o simplemente agua amortiguada con EDTA (pH 7.0)

[0156] Los tRNAs aminoacilados pueden aumentarse para reacciones de traduccion para incorporar el aminoacido
con el cual la tRNA fue aminoacilada en una posicién escogida en un polipéptido elaborado por la reaccién de
traduccion. Ejemplos de sistemas de traduccion en los cuales las tRNAs aminoaciladas de este invento pueden ser
utilizados incluyen, pero no se limitan a, lisados celulares. Los lisados celulares distan los componentes de reaccion
necesarios para una traduccion in vitro de un polipéptido desde un ARNm ingresado. Ejemplos de tales
componentes de reaccion incluyen, pero no se limitan a proteinas ribosémicas, rRNA, aminoacidos, tRNAs, GTP,
ATP, factores de iniciacion de traduccion y alargamiento y factores adicionales asociados con la traduccion.
Adicionalmente, los sistemas de traduccion pueden ser traducciones por lotes o traducciones por compartimientos.
Los sistemas de traduccion por lotes combinan componentes de reaccion en un solo compartimiento mientras que
los sistemas de traduccion por compartimientos separan los componentes de reaccion de traduccion desde los
productos de reaccién que pueden inhibir la eficiencia de la traduccion. Aquellos sistemas de traduccion estan
disponibles comercialmente.

[0157] Ademas, un sistema de transcripcion / traduccion acoplado podria ser utilizado. Los sistemas de transcripcion
/ traduccion acoplados permiten una transcripcion de un ADN ingresado a su correspondiente ARNm el cual a su vez
es traducido por los componentes de reaccién. Un ejemplo de un sistema de transcripcién / traduccién acoplado
disponible es el Sistema Répido de Traduccion (RTS - Rapid Translation System, Roche Inc.). El sistema incluye una
mezcla que contiene un lisado de E. coli para suministrar componentes de traduccion tales como ribosoma y factores
de traduccién. Adicionalmente, una polimerasa ARN es incluida para la transcripcién del ADN ingresado a una
plantilla de ARNm para su uso en la traduccién. El RTS puede usar compartimientos de los componentes de
reaccion por medio de una membrana interna puesta entre los componentes de reaccion, incluyendo un
compartimiento de suministro / desechos y un compartimiento de transcripcién / traduccion.

[0158] La aminoacilacion de tRNA puede realizarse por otros reactivos, incluyendo pero sin limitarse a, transferasas,
polimerasas, anticuerpos cataliticos, proteinas multi - funcionales, y similares.

[0159] Stephan en Scientist (Cientifico) 10 de octubre de 2005; paginas 30-33 describe métodos adicionales para
incorporar aminoacidos codificados no naturalmente a proteinas. Lu et al. in Mol Cell. Oct de 2001;8(4):759-69
describe un método en el cual una proteina es ligada quimicamente a un péptido sintético que contiene aminoacidos
no naturales (expresado en la ligacién de la proteina).

[0160] Técnicas de microinyeccion también han sido usadas para incorporar aminoacidos no naturales a las
proteinas. Refiérase, por ejemplo, a M. W. Nowak, P. C. Kearney, J. R. Sampson, M. E. Saks, C. G. Labarca, S. K.
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Silverman, W. G. Zhong, J. Thorson, J. N. Abelson, N. Davidson, P. G. Schultz, D. A. Dougherty and H. A. Lester,
Science (Ciencia), 268:439 (1995); y, D. A. Dougherty, Curr. Opin. Chem. Biol., 4:645 (2000). Un oocito Xenopus fue
co - inyectado con dos especies de ARN hechas in vitro: un ARNm que codificaba una proteina objetiva con un
corddn de terminacién UAG en la posicién del aminoacido de interés y una tRNA supresora ambar aminoacilada con
el aminoacido no natural deseado. La maquinaria de traduccién del oocito inserta entonces el aminoacido natural en
la posicion especificada por el UAG. Este método ha permitido investigaciones de la funcion estructural in vivo de las
proteinas de las membranas integrales, que generalmente no son déciles a los sistemas de expresion in vitro.
Ejemplos incluyen la incorporacién de un aminoacido fluorescente en el receptor taquiquinina de neuroquinina-2 para
medir las distancias por medio de una transferencia de energia de resonancia fluorescente, referirse a, por ejemplo,
G. Turcatti, K. Nemeth, M. D. Edgerton, U. Meseth, F. Talabot, M. Peitsch, J. Knowles, H. Vogel and A. Chollet, J.
Biol. Chem., 271:19991 (1996); la incorporacién de aminoacidos biotinilados para identificar residuos expuestos a la
superficie en canales iénicos, refiérase, por ejemplo a, J. P. Gallivan, H. A. Lester y D. A. Dougherty, Chem. Biol.,
4:739 (1997); el uso de andlogos de tirosina enjaulados para monitorear los cambios conformacionales en un canal
i6nico en tiempo real, refiérase a, por ejemplo, J. C. Miller, S. K. Silverman, P. M. England, D. A. Dougherty y H. A.
Lester, Neuron, 20:619 (1998); y, el uso de aminoacidos de hidroxi para cambiar los esqueletos del canal iénico para
sondear sus mecanismos de conexion. Refiérase, por ejemplo, a P. M. England, Y. Zhang, D. A. Dougherty y H. A.
Lester, Cell (célula), 96:89 (1999); y, T. Lu, A. Y. Ting, J. Mainland, L. Y. Jan, P. G. Schultz and J. Yang, Nat.
Neurosci., 4:239 (2001).

[0161] La habilidad para incorporar aminoacidos no naturales directamente a las proteinas in vivo ofrece las ventajas
de altos niveles de produccioén de las proteinas mutantes, facilidad técnica, el potencial para estudiar a las proteinas
mutantes en las células o posiblemente en los organismos vivos y el uso de estas proteinas mutantes en
tratamientos terapéuticos. La habilidad para incluir aminoacidos no naturales de varios tamafios, niveles de acidez,
nucelofilicidades, hidrofobicidades, y otras propiedades a las proteinas pueden expandir enormemente nuestra
capacidad para manipular racionalmente y sisteméaticamente las estructuras de las proteinas, la funcién proteinica y
la creacion de nuevas proteinas u organismos con propiedades novedosas. Sin embargo, el proceso es dificil,
debido a la naturaleza compleja de las interacciones de las tRNA - sintetasas que son requeridas para lograr un alto
nivel de fidelidad en la traduccién proteinica.

[0162] En un intento para incorporar en un lugar especifico para-F-Phe, una pareja de sintetasa tRNAPheCUA
[fenilalanil-tRNA supresora de levadura &mbar fue utilizada en una cepa de Escherichia coli autrofa Phe resistente a
p-F-Phe. Refiérase, por ejemplo, a R. Furter, Protein Sci. (Sci. Proteinica), 7:419 (1998). También seria posible
obtener una expresion de un polinucleétido utilizando un sistema de traduccion libre de células (in vitro). Los
sistemas de traduccion pueden ser celulares o libres de células, y pueden ser procariotas o eucariotas. Los sistemas
de traduccion celular incluyen, pero no se limitan a, preparaciones celulares con letras tales como células
permeabilizadas o cultivos celulares donde una secuencia de acido nucléico deseada puede ser transcrita al ARNm
y este ha de ser traducido. Sistemas de traduccion libres de células son comercialmente disponibles y muchos tipos
y sistemas diferentes son bien conocidos. Ejemplos de sistemas libres de células incluyen, pero no se limitan a
lisados procariotas tales como lisados de Escherichia coli y lisados eucariotas tales como extractos germinales de
trigo, lisados de células de insectos, lisados de reticulocitos de conejos, lisados de oocitos de conejos y lisados de
células humanas. Extractos o lisados eucariotas pueden ser preferidos cuando la proteina resultante es glicosilada,
fosforilada o modificada de otra forma porque muchas modificaciones también son posibles en sistemas eucariotas.
Algunos de estos extractos y lisados son disponibles comercialmente (Promega; Madison, Wis.; Stratagene; La Jolla,
Calif.; Amersham; Arlington Heights, Ill.; GIBCO/ BRL; Grand Island, N.Y.). Extractos de membranas, tales como los
extractos pancreaticos caninos que contienen membranas microsomales, que estan disponibles las cuales son Utiles
para proteinas de secrecion de traduccidon. En estos sistemas, que pueden incluir ARNm como una plantilla
(traduccion in vitro) o ADN como una plantilla (transcripcion y traduccion in vitro combinadas), la sintesis in vitro es
dirigida por los ribosomas. Un esfuerzo considerable ha sido aplicado al desarrollo de sistemas de expresion
proteinicos libres de células. Refiérase, por ejemplo, a Kim, D.M. y J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering
(Biotecnologia y Bioingenieria), 74 :309-316 (2001); Kim, D.M. y J.R. Swartz, Biotechnology Letters (Cartas de
Biotecnologia), 22, 1537-1542, (2000); Kim, D.M., y J.R. Swartz, Biotechnology Progress (Progreso de la
Biotecnologia), 16, 385-390, (2000); Kim, D.M., y J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering (Biotecnologia y
Bioingenieria), 66, 180-188, (1999); y Patnaik, R. y J.R. Swartz, Biotechniques (Biotécnicas) 24, 862-868, (1998);
patente de Estados Unidos nimero 6,337,191; publicacién de la patente de Estados Unidos numeros 2002/0081660;
WO 00/55353; WO 90/05785. Otro método que podria aplicarse a la expresion de polipéptidos de aminoacidos no
naturales, incluye la técnica de fusion del péptido - ARNm. Refiérase, por ejemplo, a R. Roberts y J.Szostak, Proc.
Natl Acad. Sci. (EE.UU.) 94:12297-12302 (1997); A. Frankel, et al., Chemistry & Biology (Quimica y Biologia)
10:1043-1050 (2003). En este método, una plantilla ARNm vinculada a puromicina es traducido al péptido en el
ribosoma. Si una 0 mas moléculas tRNA han sido modificadas, aminoacidos no naturales pueden ser incorporados al
péptido también. Después de que el Ultimo codon de ARNm ha sido leido, la puromicina captura el terminal C del
péptido. Si se encuentra que la conjugacion resultante péptido - ARNm tiene propiedades interesantes en un ensayo
in vitro, su identidad puede ser revelada facilmente de la secuencia ARNm. En esta forma, se podrian examinar
bibliotecas de polipéptidos de aminoacidos no naturales para identificar los polipéptidos que tienen las propiedades
deseadas. Mas recientemente, se ha reportado que traducciones ribosémicas in vitro con componentes purificados
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permiten la sintesis de péptidos sustituidos con aminoacidos codificados no naturalmente. Refiérase a, por ejemplo,
a A. Forster et al., Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 100:6353 (2003).

[0163] Sistemas de traduccion reconstituidos también pueden ser utilizados. Las mezclas de factores purificados de
traduccion también han sido usados exitosamente para traducir ARNm a proteinas asi como combinaciones de
lisados o lisados suplementados con factores purificados de traduccion tales como el factor de iniciacion — 1 (IF -1 -
initiation factor), (IF-1), IF-2, IF-3 (a o B), factor alargado T (EF-Tu), o factores de terminacion. Sistemas libres de
células también pueden ser agregados a sistemas de traduccion / transcripcién donde el ADN es introducido al
sistema, transcrito al ARNm y éste a su vez es traducido tal como se describié en Current Protocols in Molecular
Biology (Protocolos Actuales en Biologia Molecular) (F. M. Ausubel et al. editors, Wiley Interscience, 1993). ARN
transcrito en un sistema de transcripciéon eucariota puede estar en la forma de un ARN heteronuclear (hnRNA -
heteronuclear RNA) o tapas terminales 5 (guasonina de 7-metilo) y ARNm maduro de cola A de varios extremos 3’,
que puede ser una ventaja en ciertos sistemas de traduccién. Por ejemplo, ARNms son traducidos con una alta
eficiencia en el sistema de lisado de reticulocitos.

Modificaciones Post - Traduccidon de los Componentes de Aminoacidos No Naturales de un Polipéptido

[0164] Se han desarrollado métodos, composiciones, técnicas y estrategias para incorporar en un lugar especifico
aminoacidos no naturales durante la traduccion in vivo de proteinas. Al incorporar un aminoacido no natural con una
guimica de cadenas laterales que es ortogonal a aquellas de los aminoacidos que ocurren naturalmente, esta
tecnologia hace posible la derivacion de un lugar especifico de proteinas recombinantes. Como un resultado, una
ventaja principal de los métodos, composiciones, técnicas y estrategias es que las proteinas derivadas pueden
prepararse ahora como productos homogéneos definidos.

[0165] Los polipéptidos de amino&cidos no naturales aqui descritos son Utiles para, incluyendo, pero sin limitarse a,
nuevas terapias, diagnosticos, enzimas cataliticas, enzimas industriales, proteinas vinculadoras e, incluyendo pero
sin limitarse a, el estudio de estructuras y funciones proteinicas. Refiérase, por ejemplo, a Dougherty, (2000)
Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biology
(Aminoacidos No Naturales como Sondas de Estructuras y Funciones Proteinicas, Opinion Actual en Biologia
Quimica), 4:645-652. Otros usos para los polipéptidos con aminoacidos no naturales aqui descritos incluyen, sélo en
forma de ejemplo, usos que se basan en ensayos, cosméticos, de biologia vegetal, medioambientales, de
produccién de energia y / o militares. Sin embargo, los polipéptidos con aminoacidos no naturales aqui descritos
pueden ser sujetos de mas modificaciones como para incorporar funcionalidades nuevas o mejoradas, incluyendo la
manipulacion de la efectividad terapéutica del polipéptido, la mejora del perfil de seguridad del polipéptido, el ajuste
de la farmacocinética, farmacologia y / o farmacodinamica del polipéptido (por ejemplo, incrementar la solubilidad en
agua, la biodisponibilidad, incrementar la vida media sérica, incrementar la vida media terapéutica, modular la
inmunogenicidad, modular la actividad biolégica, o extender el tiempo de circulacion), suministrar funcionalidades
adicionales al polipéptido, incorporar un marcador, etiqueta o sefial detectable en el polipéptido, facilitar las
propiedades de aislamiento del polipéptido, y cualquier combinacién de las modificaciones mencionadas.

[0166] Los métodos, composiciones, estrategias y técnicas aqui descritas no estan limitadas a un tipo, clase o
familia particular de polipéptidos o proteinas. En efecto, virtualmente cualquier polipéptido puede incluir por lo menos
un aminoacido no natural. Una composiciéon podria incluir por lo menos una proteina con por lo menos un,
incluyendo, pero sin limitarse a, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 6, por
lo menos 7, por lo menos 8, por lo menos 9, o por lo menos 10 o mas aminoéacidos no naturales que han sido
modificados post - traduccién. Los aminoacidos no naturales modificados post - traduccién pueden ser el mismo o
diferentes, incluyendo, pero sin limitarse a, pueden existir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 o mas lugares diferentes en la
proteina que contienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 o més aminoacidos diferentes no naturales modificados post -
traduccion. Una composicién puede incluir una proteina con por lo menos un aminoacido modificado, pero menos
que todos, de aminoacidos presentes en la proteina, y que han sido sustituidos con aminoacidos no naturales
modificados post - traduccion. Para cualquier proteina con mas de un aminoacido no natural modificado post -
traduccién, los aminoacidos no naturales modificados post - traduccién pueden ser idénticos o diferentes
(incluyendo, pero sin limitarse a, la proteina puede incluir dos o0 mas tipos diferentes de aminoacidos no naturales
modificados post - traduccion, o puede incluir dos aminoacidos no naturales modificados post - traduccion del mismo
tipo). Para cualquier proteina con mas de dos aminoacidos no naturales modificados post - traduccién, los
aminoacidos no naturales modificados post - traduccién pueden ser el mismo, diferentes o una combinaciéon de
varios aminoacidos no naturales modificados post - traduccién del mismo tipo con por lo menos un aminoacido no
natural modificado post - traduccidn diferente.

[0167] Por ejemplo, la modificaciéon post - traduccion puede ser hecha por medio de una reaccidon nocleodfila —
electrofilica. La mayoria de reacciones utilizadas covalentemente para la modificacion selectiva de proteinas
involucran la formacién de enlaces covalentes entre compafieros de reaccion nucledfilos y electrofilicos, incluyendo,
pero sin limitarse a la reaccién de halocetonas a con cadenas laterales de histidina o cisteina. La selectividad en
estos casos es determinada por el nimero y la accesibilidad de los residuos nucreofilicos en la proteina. En las
proteinas del invento, otras reacciones selectivas adicionales pueden ser utilizadas tales como la reaccion de un
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aminoacido ceto no natural con hidrazidas o compuestos aminooxi, in vitro o in vivo. Refiérase, por ejemplo, a
Cornish, et al., (1996) J. Am. Chem. Soc., 118:8150-8151; Mahal, et al., (1997) Science (Ciencias), 276:1125-1128;
Wang, et al., (2001) Science (Ciencia) 292:498-500; Chin, et al., (2002) J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027; Chin, et
al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., 99:11020-11024; Wang, et al., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci., 100:56-61; Zhang, et
al., (2003) Biochemistry (Bioquimica), 42:6735-6746; y, Chin, et al., (2003) Science (Ciencia), 301:964-7. Esto
permite la marcacion selectiva de virtualmente cualquier proteina en un anfitrién de reactivos incluyendo fluoréforos,
agentes reticulantes, derivados de sacaridos y moléculas citoxicas. Refiérase también, a la patente de Estados
Unidos numero 6,927,042 titulada “Glycoprotein synthesis” (“Sintesis de Glicoproteinas”).

A. Modificaciones de componentes de aminoacidos no naturales
[0168] Las varias modificaciones de componentes de aminoacidos no naturales (que incluyen aminoacidos no

naturales, asi como porciones con aminodacidos no naturales de un polipéptido u otro polimero) incluyen, pero no se
limitan a,

() reacciones de componentes de aminoacidos no naturales que contienen carbonilo con reactivos
que contienen hidroxilamina para formar componentes de aminoacidos no naturales que contienen
oxima;

(D] Reacciones de componentes con aminoacidos no naturales que contienen hidroxilamina con

reactivos que contienen carbonilo para formar componentes con aminoacidos no naturales que
contienen oxima;

(D) Reacciones de componentes con aminoacidos no naturales que contienen oxima, formados para
la reaccion de carbonilos e hidroxilaminas como en (1) e (Il), con diferentes reactivos que contienen
carbonilo para formar nuevos componentes con aminoacidos no naturales que contienen oxima
por medio de una reaccién de intercambio de oximas;

(v) reacciones de componentes con aminoacidos no naturales que contienen dicarbonilo con reactivos
que contienen hidroxilamina para formar componentes con aminodcidos no naturales que
contienen oxima;

V) Reacciones de componentes con aminodcidos no naturales que contienen oximas con reactivos
que contienen dicarbonilos para formar componentes con aminoacidos no naturales que contienen
oximas;

(VI) Reacciones de componentes de aminoacidos no naturales que contienen oximas, formados por

medio de reacciones de dicarbonilos e hidroxilaminas tal como en (iv) y (v), con reactivos
diferentes que contienen dicarbonilo para formar componentes nuevos de aminoacidos no
naturales que contienen oximas por medio de una reaccion de intercambio de oximas.

[0169] Aquellas reacciones son mostradas en la figura 2 donde la funcionalidad del aminoacido (A), incorporada en
forma de traduccion (o incorporada de otra forma) al polipéptido, reacciona con el reactivo (B) para generar
polipéptido modificado. Aquellas reacciones pueden ocurrir ademas con la funcionalidad del aminoéacido (A) en un
polimero (incluyendo, en forma de ejemplo, un polinucleétido, un polinucledsido, un polisacarido, o sus
combinaciones), donde la reaccién con el reactivo (B) genera un polimero modificado. Para conveniencia, las
modificaciones descritas en esta seccion y en otras partes de este documento utilizan “polipéptido” o “polipéptidos”,
en forma de ejemplo, para ilustrar las varias modificaciones. Sin embargo, las modificaciones aqui descritas aplican
igualmente también para aminoacidos no naturales incorporados en otras moléculas, incluyendo, pero sin limitarse a,
polinucleétidos, polinucledsidos, polisacaridos, polimeros sintéticos, 0 sus combinaciones.

[0170] EI término “componentes”, como se describe en este documento, se refiere a los aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales, polimeros que contienen aminoacidos no naturales, secuencias de acidos
nucleicos que contienen codones electores, polipéptidos de aminoacidos no naturales vinculados a polimeros,
polipéptidos de aminoacidos no naturales vinculados a polimeros que contienen aminoacidos no naturales,
polipéptidos de amino&cidos no naturales vinculados a secuencias de &cidos nucleicos, polipéptidos de aminoacidos
no naturales vinculados a secuencias de &cidos nucleicos; donde cada uno de los cuales puede ser
independientemente una parte de, o incorporado a, un polipéptido, un polipéptidos de aminoacidos no naturales, una
secuencia de acido nucleico, o un polimero.

[0171] La descripcion de estos varios esquemas de reaccion han sido presentados en las aplicaciones de patentes

provisionales de Estados Unidos niumeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y
60/696,068.
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Reacciones de componentes de aminoacidos no naturales gue contienen Carbonilo con reactivos gue contienen
Hidroxilaminas para formar componentes de amino&cidos no naturales que contienen Oximas.

[0172] Aminoacidos no naturales con cadenas laterales que contienen electréfilos incluyendo, pero sin limitarse a,
grupos carbonilos tales como aldehidos, ésteres, tioésteres y cetonas, pueden ser incorporados a polipéptidos. La
incorporacion de aquellos aminoacidos no naturales con cadenas laterales electrofilicas hacen posible la derivacién
en lugares especificos de esta cadena lateral por medio de un ataque nucledfilo del grupo de carbonilos. Cuando el
nucledfilo atacante es una hidroxilamina, un polipéptido derivado de oximas serda generado. Los métodos para
derivar y / o para modificar ain mas pueden ser realizados con un polipéptido que ha sido purificado antes del paso
de derivacion o después del paso de derivacién. Ademas, el paso de derivacion puede ocurrir bajo condiciones
moderadamente &cidas o ligeramente basicas, incluyendo, en forma de ejemplo, entre un pH de alrededor de dos a
10, o entre un pH de alrededor de dos a ocho o entre un pH de alrededor de cuatro a ocho.

[0173] La moadificacién de las cadenas laterales de carbonilos, de aminoacidos no naturales incorporados a
polipéptidos, con reactivos que contienen hidroxilamina u otros grupos funcionales con reactividad quimica similar
pueden soportar polipéptidos modificados que contienen enlaces de oxima. Las reacciones y las estructuras
resultantes de aquellos polipéptidos modificados se muestran en la figura 3.

[0174] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen un grupo de oximas en otras secciones, aquellos grupos de oximas pueden ser modificados
aun mas, asi como, en forma de ejemplo solamente de, la formacion de grupos de oximas enmascarados (que
pueden ser convertidos facilmente en grupos de oximas), grupos de oximas protegidos (que pueden ser
desprotegidos facilmente de para convertirse en grupos de oximas disponibles para otras reacciones quimicas), o
nuevos grupos de oximas por medio de reacciones de intercambios de oximas.

[0175] Ejemplos no limitantes de aquellos enlaces de oximas de polipéptidos modificados se muestran a
continuacion:

O
R N i N7 Rs
/"\\ -0 N /©, Rs
N :
Polipéptido o Polimero Polipéptido o Polimero Polipéptido o Polimero

o AL

LY

Polipéptido o Polimero Polipéptido o Polimero .

Reacciones de componentes de aminoacidos no naturales que contienen Hidroxilaminas con_reactivos que
contienen carboxilos para formar componentes aminoacidos no naturales que contienen Oximas

[0176] La incorporaciéon de aminoacidos no naturales que contienen grupos de hidroxilamina en polipéptidos permite
una reaccién con una variedad de grupos electrofilicos incluyendo, pero sin limitarse a, grupos carbonilos tales como
cetonas, ésteres, tioestéres y aldehidos. La nucleofilicidad del grupo de hidroxilaminas le permite reaccionar
eficientemente y selectivamente con una variedad de moléculas que contienen funcionalidades de carbonilos, u otros
grupos funcionales con una reactividad quimica similar, bajo condiciones moderadas en una solucién acuosa para
formar el enlace de oxima correspondiente. Esta derivacién en un lugar especifico y / o modificacién adicional de
estas cadenas laterales por medio de un ataque nucleofilico del grupo de carbonilos pueden realizarse con un
polipéptido que ha sido purificado antes del paso de derivacion o después del paso de derivacion. Ademas, el paso
de derivacién puede ocurrir bajo condiciones moderadamente acidas o ligeramente basicas, incluyendo en forma de
ejemplo, entre un pH de alrededor de dos a 10, un pH de alrededor de dos a ocho o entre un pH de alrededor de 4 a
ocho.
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[0177] La modificacién de los grupos de hidroxilaminas de aminoacidos no naturales incorporados a polipéptidos con
reactivos que contienen carbonilos permiten enlaces de oxima que contienen polipéptidos modificados. Las
reacciones y las estructuras resultantes de aquellos polipéptidos modificados se muestran en la figura cuatro.

[0178] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen un grupo de oximas. En otras secciones aquellos grupos de oximas pueden ser modificados
aun mas, de tal forma que, en forma de ejemplo solamente, la formacién de grupos enmascarados de oximas (que
se pueden convertir facilmente de a grupos de oximas), grupos protegidos de oximas (que con una desproteccion
pueden ser convertidos facilmente en grupos de oximas disponibles para otras reacciones quimicas) o nuevos
grupos de oximas por medio de reacciones de intercambios de oximas.

[0179] Ejemplos no limitantes de aquellos enlaces de oximas de polipéptidos modificados se muestran a
continuacién:

R
,©/0\/\0‘ N¢|/ 3 Polipéptido o Polimero [./\0' N\\'/ H
Polipéptido o Polimero

Rs
N H
oY
Polipéptido o Polimero R;

Las Reacciones De Los Componentes De Aminoacidos No Naturales Que Contienen Oximas Formados Por Medio
De La Reaccién De Carbonilos E Hidrolaminas, Con Diferentes Reactivos Que Con Tienen Carbonilos Para Formar
Nuevos Componentes De Aminoacidos No Naturales Que Contienen Oximas Por Medio De Una Reaccién De
Intercambio De Oximas

[0180] Aminoé&cidos no naturales que contienen un grupo de oximas que permiten la reaccién con una variedad de
reactivos que contienen grupos reactivos de carbonilos (incluyendo, pero sin limitarse a, aldehidos, ésteres,
tioésteres y cetonas) para formar nuevos aminoacidos no naturales (que pueden ser incorporados a un polipéptido)
que comprenden un nuevo grupo de oximas. Tal reaccion de intercambio permite una mayor funcionarizacion de los
polipéptidos de aminoacidos no naturales.

[0181] Modificaciéon de cadenas laterales de oximas, de aminoacidos no naturales incorporados a polipéptidos, con
reactivos que contienen carbonilos, u otros grupos funcionales con una reactividad quimica similar, hace que sean
posibles polipéptidos modificados con nuevos enlaces de oximas. Las reacciones en las estructuras resultantes de
aquellos polipéptidos modificados se muestran en la FIG. 5.

[0182] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen un grupo de oximas. En otras secciones aquellos grupos de oximas pueden ser modificados
aun mas, de tal forma que, en forma de ejemplo Unicamente, se puede realizar la formacion de grupos
enmascarados de oximas (que puede convertirse facilmente a grupos de oximas), grupos protegidos de oximas (que
con una desproteccion pueden ser convertidos facilimente a grupos de oximas que estarian disponibles para otras
reacciones quimicas), o nuevos grupos de oximas por medio de reacciones de intercambios de oximas.

Reacciones de Componentes de Aminoacidos No Naturales gue contienen Dicarbonilos con Reactivos que
contienen Hidroxilaminas para formar Oximas

[0183] Los aminoacidos no naturales con cadenas laterales que contienen electréfilos incluyendo, pero sin limitarse
a grupos de dicarbonilos tales como un grupo de dicetonas, un grupo de cetoaldehido, un grupo de cetoacidos, un
grupo de cetoésteres, y un grupo de cetotioestéres), un grupo similar a dicarbonilos (que tiene una reactividad similar
a un grupo de dicarbonilos y estructuralmente similar a un grupo de carbonilos), un grupo enmascarado de
dicarbonilos (que puede ser convertidos facilmente a un grupo de dicarbonilos), o un grupo protegido de dicarbonilos
(que tiene una reactividad similar a un grupo de dicarbonilos cuando se realiza la desproteccién), pueden ser
incorporados a polipéptidos. La incorporacion de aquellos aminoacidos no naturales con aquellas cadenas
electrofilicas a pilipéptidos hace que sea posible la derivaciéon en lugares especificos de esta cadena lateral por
medio de un ataque nucledfilo del grupo de carbonilos. Cuando el ndcleofilo atacante es una hidroxilamina, un
polipéptido derivado de oximas sera generado. Los métodos para derivar y / o modificar en mayor forma pueden ser
realizados con un polipéptido que ha sido purificado antes del paso de derivacion o después del paso de derivacion.
Ademas, el paso de derivacion puede ocurrir bajo condiciones moderadamente acidas o ligeramente basicas,
incluyendo, en forma de ejemplo, entre un pH de alrededor de dos a 10, un pH de alrededor de dos a ocho, o entre
un pH de alrededor de cuatro a ocho.
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[0184] Una modificacion de las cadenas laterales de dicarbonilos, de aminoacidos no naturales incorporados a
polipéptidos, con reactivos que contienen hidroxilamina, u otros grupos funcionales con una reactividad quimica
similar, es compatible con polipéptidos modificados que contienen enlaces de oximas. Las reacciones y las
estructuras resultantes de aquellos polipéptidos modificados se muestran en la figura seis.

[0185] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen un grupo de oximas. En otras secciones tales grupos de oximas pueden ser modificados aln
mas, de tal forma, que en forma de ejemplo solamente, se puede producir la formacién de grupos enmascarados de
oximas (que pueden ser convertidos facilmente a grupos de oximas), grupos protegidos de oximas (que con una
desproteccion pueden ser convertidos facilmente en grupos de oximas para otras reacciones quimicas), 0 nuevos
grupos de oximas por medio de reacciones de intercambios de oximas.

[0186] Ejemplos no limitantes de aquellos enlaces de oximas de polipéptidos modificados se muestran a
continuacion:

O-Rs
/O_RS =N /0_R5
o} I\lr o} o} 1\}
)\/‘\/ - B M v
Polipéptido o Polimero Polipéptido o Polipéptido o o
9-Rs
=N Rs—O, —
o 5 \iN o Rs O‘N o
1
Polipéptido o Polimero O o i /l\)'\/ MO/
Polipéptido o Polimero Polipéptido o Polimero
(o) 0
N R5 N 7 R5
z o~ Z o
Polipéptido o Polimero r Polipéptido o Polimero 0
~

Reacciones _de Componentes de Aminoacidos No Naturales gue Contienen Hidroxilamina con Reactivos que
contienen Dicarbonilo para formar Oximas

[0187] La incorporacion de aminoacidos no naturales que contienen grupos de hidroxilaminas en polipéptidos es
compatible con una reaccion en una variedad de grupos electrofilicos incluyendo, pero sin limitarse a, grupos de
dicarbonilos tales como un grupo de dicetonas, un grupo de cetoaldehidos, un grupo de cetoéacidos, un grupo de
cetoestéres, y un grupo de cetotioestéres, un grupo similar a los dicarbonilos (que tiene una reactividad similar a un
grupo de dicarbonilos y es estructuralmente similar a un grupo de carbonilos), un grupo enmascarado de
dicarbonilos (que puede ser convertido facilmente a un grupo de dicarbonilos), o un grupo protegido de dicarbonilos
(que tiene una reactividad similar a un grupo de dicarbonilos con una desproteccion). La nucleofilicidad del grupo de
hidroxilaminas le permite reaccionar eficientemente y selectivamente con una variedad de moléculas que contienen
aquella funcionalidad de dicarbonilos, u otros grupos funcionales con una reactividad quimica similar, bajo
condiciones moderadas en soluciones acuosas para formar el enlace correspondiente de oximas. Esta derivacion en
lugares especificos y / o mayor modificacion de estas cadenas laterales por medio de un ataque nucleofilico del
grupo de dicarbonilos puede ser realizado por medio de un polipéptido que ha sido purificado antes del paso de
derivacion o después del paso de derivaciéon. Ademads, el paso de derivacién puede ocurrir en condiciones
moderadamente acidas o ligeramente basicas, incluyendo, en forma de ejemplo, entre un de pH de alrededor de dos
a 10, un pH de alrededor de dos a ocho y entre un pH de alrededor de cuatro a ocho.

[0188] La modificacién de los grupos de hidroxilaminas de aminoécidos no naturales incorporados a polipéptidos,
con reactivos y contienen dicarbonilos hacen posible que existan los polipéptidos modificados que contienen enlaces
de oximas. Las reacciones y las estructuras resultantes de aquellos polipéptido modificados se muestran en la figura
siete.

[0189] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen a un grupo de oximas. En otras secciones aquellos grupos de oximas puede ser modificados
aln mas, de tal forma que, en forma de ejemplo solamente, se puede realizar la formacion de grupos enmascarados
de oximas (que se pueden convertir facilmente a grupos de oximas), grupos protegidos de oximas (que con una
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desproteccién pueden ser convertidos facilmente a grupos de oximas disponibles para otras reacciones quimicas), o
nuevos grupos de oximas por medio de reacciones de intercambio.

[0190] Ejemplos no limitantes de aquellos enlaces de oximas de polipéptidos modificados se muestran a
continuacion:

R O Rs O

Polipéptido o Polimero ‘/O\NM - PRON /)\/I,\

» Polipéptido o Polimero N .

Las reacciones de componentes de aminoacidos no naturales que contienen oximas formados por medio de la
reaccion de dicarbonilos e hidroxilaminas, con carbonilos o reactivos diferentes que contienen carbonilos por medio
de una reaccién de intercambio de nuevas Oximas

[0191] Los aminoacidos no naturales que contienen un grupo o de oximas hacen posible la reaccion con una
variedad de reactivos que contienen ciertos grupos reactivos de dicarbonilos, incluyendo, pero sin limitarse a, grupos
de dicetonas, grupos de cetoaldehidos, grupos de cetoacidos, grupos de cetoésteres, grupos de cetotioestéres,
grupos similares a los de dicarbonilos (que tienen una reactividad similar a un grupo de dicarbonilos y es
estructuralmente similar a un grupo de carbonilos), grupos enmascarados de dicarbonilos (que puede ser
convertidos facilmente a un grupo de dicarbonilos), o grupos protegidos de dicarbonilos (que pueden ser
relativamente similares a un grupo de dicarbonilos en el momento de desproteccién) para formar aminoacidos
nuevos no nhaturales (que pueden ser incorporados al polipéptido) incluyendo un nuevo grupo de oximas. Tal
reaccion de intercambio de oximas hace posible una mayor funcionarizacion de los polipéptidos de aminoacidos no
naturales.

[0192] Una modificacion de aquellas cadenas laterales de oximas, de aminoacidos no naturales incorporados a
polipéptidos, con reactivos que contienen dicarbonilos, u otros grupos funcionales con una reactividad quimica
similar, hace posible que existan nuevos enlaces de oximas que contienen polipéptidos modificados. Las reacciones
y las estructuras resultantes de aquellos polipéptidos modificados se muestran en la figura 8.

[0193] Ciertas secciones aqui descritas son polipéptidos que contienen aminoacidos no naturales con cadenas
laterales que contienen un grupo de oximas. En otras secciones tales grupos de oximas puede ser modificados aun
mas, de tal manera, en forma de ejemplo solamente, que se puede realizar la formacién de grupos enmascarados de
oximas (los cuales pueden ser convertidos facilmente en grupos de oximas), grupos protegidos de oximas (los
cuales por medio de desproteccion pueden ser convertidos facilmente en grupos de oximas disponibles para otras
reacciones gquimicas), o nuevos grupos de oximas por medio de reacciones de intercambio de oximas.

B. Mejorando la Afinidad para la Albiumina Sérica

[0194] Varias moléculas también pueden ser fusionadas a los polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui
descritos para modular la vida media en sueros. En algunos casos, las moléculas son enlazadas o fusionadas a los
polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui descritos para mejorar la afinidad para la albumina
sérica enddégena en un animal.

[0195] Por ejemplo, en algunos casos, una fusion recombinante de un polipéptido y una secuencia de enlace de
albumina son realizadas. En otros casos, los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui descritos
son acilados con acidos grasos. En otros casos, los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui
descritos son fusionados directamente con albumina sérica (incluyendo, pero sin limitarse a, albumina sérica
humana). Aquellas personas con conocimiento en la industria reconoceran que una amplia gama de otras moléculas
también pueden ser enlazadas a polipéptidos aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, tal como se
describe en este documento, para modular los enlaces a albimina sérica u otros componentes séricos. Una mayor
discusion al respecto de la mejora de afinidad para la albimina sérica es descrita en las aplicaciones de patentes de
Estados Unidos numeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; la publicacion
PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes
de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”).

C. Glicosilacién de los polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritos
[0196] Los métodos y composiciones aqui descritos incluyen a polipéptidos que incorporan a uno 0 mas
aminoacidos no naturales que contienen residuos de sacdaridos. Los residuos sacaridos pueden ser naturales

(incluyendo, pero sin limitarse a, N-acetilglucosamina) o no naturales (incluyendo, pero sin limitarse a, 3-
fluorogalactosa). Los sacaridos pueden ser enlazados a aminoacidos no naturales por medio de un enlace
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glucosidico enlazado con O (incluyendo, pero sin limitarse a, N-acetilgalactosa-L-serina) o un enlace no natural
(incluyendo, pero sin limitarse a, una oxima o el correspondiente glucésido enlazado con C 0 S).

[0197] Las fracciones de sacaridos (incluyendo, pero sin limitarse a, glicosil) pueden ser agregadas a los
polipéptidos de aminoéacidos no naturales ya sea in vivo o in vitro. En algunos casos, un polipéptido que contiene un
aminoacido no natural que contiene carbonilos es modificado con un sacérido derivado de un grupo de aminoxis
para generar el correspondiente polipéptido glicosilado enlazado por medio de un enlace de oximas. Una vez
adherido al aminoacido no natural, el sacarido puede ser elaborado ain mas por medio de tratamiento con
glucosiltransferasas y otras enzimas para generar un enlace oligosacarido al polipéptido de aminoacidos no
naturales. Refiérase, por ejemplo, a H. Liu, et al. J. Am. Chem. Soc. 125: 1702-1703 (2003).

D. Uso de grupos de enlacey aplicaciones, incluyendo dimeros y multimeros de polipéptidos

[0198] Adicionalmente a agregar funcionalidad directamente al polipéptido de aminoacidos no naturales, la porcion
de aminoacidos no naturales del polipéptido puede ser modificada primero por medio de una molécula enlazadora
multifuncional (por ejemplo, bi, tri, tetra) que subsecuentemente es modificada aun mas. Es decir, por lo menos un
extremo de la molécula enlazadora multifuncional reacciona con o menos un aminoacido natural en un polipéptido y
por lo menos otro extremo del enlace multifuncional esta disponible para tener funcionarizaciones adicionales. Si
todos los extremos del enlace multifuncional son idénticos, entonces (dependiendo en las condiciones
stoichiometricas) homomultimeros del polipéptido de aminoacidos naturales pueden formarse. Si los extremos del
enlace multifuncional tienen diferentes reactividades quimicas, entonces por lo menos un extremo del grupo O
enlazado multifuncional estara atado al polipéptido de aminoacidos naturales y el otro extremo podra reaccionar con
una funcionalidad diferente, incluyendo, en forma de ejemplo solamente: una marcacién, un colorante; un polimero;
un polimero soluble en agua; un derivado de un polietilenglicol; un foto reticulante; un compuesto citotoxico; un
medicamento; una etiqueta de afinidad; un marcador de foto afinidad; un compuesto reactivo; una resina; una
segunda proteina o polipéptido o andlogo de polipéptido; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de
metales; un cofactor; un acido graso; un carbohidrato; un polinucleétido; un ADN; un ARN; un poli nucleétido anti -
sentido; un sacérido; un dendrimero soluble en agua; una ciclodextrina; un acido nucleico inhibidor; un biomaterial;
una particula nano; un marcador de espin; un fluor6foro; una fraccion que contiene metales; una fraccion
photocaged (fotoencerrada); una fraccion excitable actinica; una fraccion fotoisomerizable; una biotina; un analogo
de biotina; una fraccidn que contiene un 4&tomo pesado; un grupo quimicamente divisible; un grupo foto divisible; una
cadena lateral alargada, un azucar ligado a carbonos; un agente redox - activo; un amino tioacido; una fraccion
téxica, una fraccidn isotdpicamente marcada y, una sonda biofisica, un grupo fosforescente; un grupo
quimioluminiscente; un grupo denso en electrones; un grupo magnético; un grupo intercalante; un cromoforo; un
reactivo transmisor de energia; un agente biolégicamente activo; un marcador detectable; una molécula pequefia; un
punto cuantico; un transmisor nano; y una combinacion de todo lo anterior.

[0199] Un mayor uso y aplicaciones de los grupos enlazadores, incluyendo dimeros y multimeros de polipéptidos
son descritos en mayor detalle en las aplicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527,
60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; la publicacién PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical
Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”).

E. Ejemplo de aumento o de funcionalidad: facilitacion de las propiedades de aislamiento de un
polipéptido

[0200] Un polipéptido de aminoacidos ocurren naturalmente o que no ocurren naturalmente puede ser dificil de aislar
de una muestra por varias razones, incluyendo, pero sin limitarse a, la solubilidad o caracteristicas de enlace del
polipéptido. Por ejemplo, en la preparacién de un polipéptido para usos terapéuticos, aquel polipéptido podria ser
aislado de un sistema recombinante que ha sido disefiado para sobre producir el polipéptido. Sin embargo, debido a
las caracteristicas de solubilidad o de enlace del polipéptido, alcanzar el nivel deseado de pureza a menudo suele
ser dificil. Los métodos, composiciones, técnicas y estrategias se describen en mayor detalle en las aplicaciones de
patentes de Estados Unidos nimeros 60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; la
publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos
de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus Usos”) suministra una solucién para esta situacion.

F. Ejemplo de aumento de funcionalidad de deteccion: de la presencia de un polipéptido

[0201] Un polipéptido de amino&cidos que ocurren naturalmente o no naturales pueden ser dificiles de detectar en
una muestra (incluyendo una muestra in vivo e in vitro) debido a varias razones, incluyendo, pero sin darse a, la falta
de un reactivo o marcador que se pueda enlazar facilmente al polipéptido. Los métodos, composiciones, técnicas y
estrategias estan descritas en mayor detalle en las aplicaciones de patente es de Estados Unidos nimeros
60/638,418, 60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; la publicacion PCT WO 05/074650
titulada "Modified Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices
Modificados y sus Usos”), ofrecen una solucién para esta situacion.
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G. Ejemplo de aumento de funcionalidad: mejora de las propiedades terapéuticas de un polipéptido

[0202] Un polipéptido de aminoacidos que ocurren naturalmente o no naturales podran suministrar un cierto
beneficio terapéutico a un paciente con una enfermedad, trastorno o condicion particular. Aquel beneficio terapéutico
dependera de varios factores, incluyendo, en forma de ejemplo solamente, de: el perfil de seguridad del polipéptido,
y la farmacocinética, farmacologia y / o farmacodindmica del polipéptido (por ejemplo, solubilidad en agua,
biodisponibilidad, vida media sérica, vida media terapéutica, inmunogenicidad, actividad bioldgica, tiempo de
circulacion). Adicionalmente, podria ser ventajoso el suministrar funcionalidades adicionales al polipéptido, tal como
un compuesto o medicamento citotéxico adjunto, o podria ser deseable el adherir polipéptidos adicionales para
formar los homomultimeros o heteromultimeros aqui descritos. Aquellas modificaciones, preferiblemente, no
destruyen la actividad y / o estructura terciaria del polipéptido original. Los métodos, composiciones, técnicas y
estrategias se describen en mayor detalle en las aplicaciones de patente de Estados Unidos nimeros: 60/638,418,
60/638,527, 60/639,195, 60/696,210, 60/696,302, y 60/696,068; la publicacion PCT WO 05/074650 titulada "Modified
Four Helical Bundle Polypeptides and Their Uses" (“Polipéptidos de Paquetes de Cuatro Hélices Modificados y sus
Usos”), suministra soluciones para estos asuntos.

X. Usos terapéuticos de los polipéptidos modificados

[0203] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui descritos, incluyendo sus homo- y hetero-
multimeros tienen usos multiples incluyendo, pero sin limitarse a: usos terapéuticos, diagndésticos, que se basan en
ensayos, cosméticos, de biologia vegetal, medio ambientales, de produccién energética, y / o militares. En forma de
una ilustracién no limitante, los siguientes usos terapéuticos de polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados) son suministrados.

[0204] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados) aqui descritos son Utiles para tratar una amplia
gama de trastornos. La administracion de los productos de polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados)
aqui descritos resulta en cualquiera de las unidades demostradas por preparaciones de polipéptidos comercialmente
disponibles en humanos. Cantidades promedio de los productos de polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados) podrian variar y se deberia basar especificamente en las recomendaciones y prescripcion de un
médico calificado. EI monto exacto del polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) depende de la
preferencia sujeta a factores tales como el tipo exacto de la condiciébn que esta siendo tratada, la condicion del
paciente que esta siendo tratado, asi como otros ingredientes de la composicién. El monto que va a ser administrado
podria ser determinado facilmente por una persona con conocimientos en la industria que se basa en la terapia con
el polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados).

A. Administracién y composiciones farmacéuticas

[0205] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, tal como se describen aqui
(incluyendo, pero sin limitarse a, sintetasas, proteinas que comprenden uno o mas aminoacidos no naturales,
etcétera) son utilizados opcionalmente para usos terapéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, en combinacion con
un portador farmacéuticamente aceptable. Aquellas composiciones, por ejemplo, comprenden un monto
terapéuticamente efectivo de los polipéptidos de aminoacidos naturales, modificados o no modificados, tal como se
describe aqui, y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Aquel portador o excipiente incluye, pero no
se limita a, soluciones salinas, amortiguadores salinos, dextrosa, agua, glicerol, etanol y / o sus combinaciones. La
formulacion estd hecha para adaptarse a la modalidad de administracion. En general, métodos para administrar
proteinas son muy conocidos en la industria y pueden aplicarse a la administracion de polipéptidos de aminoacidos
no naturales, modificados o no modificados, tal como se describe en este documento.

[0206] Las composiciones terapéuticas que contienen uno o mas de los polipéptidos de aminoacidos no naturales,
modificados o no modificados, tal como se describen en este documento son probados opcionalmente en uno 0 mas
modelos animales in vivo o in vitro de la enfermedad, para confirmar la eficacia, el metabolismo del tejido y para
estimar la dosis, de acuerdo a los métodos bien conocidos para aquellas personas que tienen experiencia normal en
la industria. Particularmente, las dosis pueden ser determinadas inicialmente por medio de medidas de actividad,
estabilidad o de otro tipo de homélogos de aminoacidos no naturales o naturales (incluyendo, pero sin limitarse a, la
comparacion de un polipéptido (modificado) para que incluya uno o mas aminoacidos no naturales a un polipéptido
de aminoacidos no naturales), es decir, un ensayo relevante.

[0207] La administracion es por medio de cualquiera de las rutas usadas normalmente para introducir una molécula
en contacto efectivo con las células sanguineas o del tejido. Los polipéptidos de aminoacidos no naturales,
modificados o0 no modificados, como se describen en este documento, son administrados en cualquier forma
compatible, opcionalmente con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Métodos adecuados para la
administracion de los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, tal como se describe
aqui, a un paciente son disponibles, y, aunque se puede utilizar mas de una ruta para administrar una composicion
especifica, una ruta en particular puede, a menudo, suministrar una accién o reaccién mas inmediata y efectiva que
otras rutas.
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[0208] Los portadores farmacéuticamente aceptables son determinados en parte por la composicién especifica que
esta siendo administrada, asi como por el método particular utilizado para administrar la composicién. Asimismo,
existe una amplia gama de formulaciones adecuadas de las composiciones farmacéuticas aqui descritas.

[0209] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales pueden ser administrados por cualquier ruta convencional
adecuada para las proteinas o péptidos, incluyendo, pero sin limitarse a parenteralmente, por ejemplo, inyecciones
incluyendo, pero sin limitarse a, subcutaneamente o intravenosamente o cualquier otra forma de inyecciones o
infusiones. Las composiciones de polipéptidos (incluyendo los varios polipéptidos aqui descritos) pueden
administrarse por varias rutas incluyendo, pero sin limitarse a, medios orales, intravenosos, intra - peritoneales,
intramusculares, transdérmicos, sbubcutaneos, topicos, sublinguales, o rectales. Composiciones que contiene
polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, tal como se los describe aqui, también
pueden ser administrados por medio de liposomas. Aquellas rutas de administracion y formulaciones apropiadas son
generalmente conocidas para personas con conocimiento en la industria. El polipéptido de aminoacidos no naturales
puede ser utilizado sélo o en combinacion con otros componentes adecuados tales como un portador farmacéutico.

[0210] Los polipéptidos de aminoacidos naturales, modificados o no modificados, tal como se describe en este
documento, solos o en combinacidon con otros componentes adecuados, también puede ser hechos como
formulaciones de aerosol (es decir, pueden ser “nebulizados”) para hacer administrados por medio de inhalacion.
Las formulaciones de aerosol pueden ser colocadas en propulsores aceptables presurizados, tales como
diclorodifluorometano, propano, nitrogeno y similares.

[0211] Formulaciones adecuadas para su administracion parenteral, tales como; por ejemplo, por medio de rutas
intraarticulares (en las articulaciones), intravenosas, intramusculares, intradérmicas, intraperitoneales y subcutaneas,
incluyen soluciones de inyecciones estériles isotonicas acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes,
amortiguadores, bactericidas, y solutos que mantienen al isoténico de la formulacién con la sangre del recipiente
deseado, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que suelan incluir agentes suspensores, solubilizantes,
agentes espesantes y conservantes. Las formulaciones empacadas de &cido nucleico pueden ser presentadas en
contenedores sellados de dosis unitarias o mdltiples, tales como ampollas y viales.

[0212] La administracion parenteral e intravenosa son los métodos preferidos de administracion. En particular, las
rutas de administracién que ya estan en uso para terapias homélogas de aminoacidos naturales (incluyendo, pero
sin limitarse a, aquellos usados tipicamente por EPO, IFN, GM-CSF, IFNs, interleucinas, anticuerpos y / o cualquier
otra proteina entregada farmacéuticamente), junto con las formulaciones de uso actual, suministra las rutas
preferidas de administracion y formulacion para los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no
modificados, tal como se los describe en este documento.

[0213] La dosis administrada a un paciente, de las composiciones y métodos aqui descritos, es suficiente para tener
una respuesta terapéutica beneficiosa en el paciente durante un periodo de tiempo. La dosis es determinada por la
eficacia de la formulacién particular, y la actividad, estabilidad o vida media del suero de los polipéptidos de
aminoéacidos no naturales, modificados o no modificados, utilizados y la condicién del paciente, asi como la masa
corporal o area de superficie del paciente que esté siendo tratado. El tamafio de la dosis también es determinada por
la existencia, naturaleza y magnitud de cualquier efecto colateral adverso que acompafie la administracién de una
formulacion particular, o similares en un paciente especifico.

[0214] Al determinar el monto efectivo de la formulacién que debe ser administrada en el tratamiento o profilaxis de
la enfermedad (incluyendo, pero sin limitarse a, canceres, enfermedades hereditarias, diabetes, sida, o similares), el
médico evalla los niveles de plasma circulante de las toxicidades de la formulacion, el progreso de la enfermedad y /
0, en casos relevantes, la produccién de anti cuerpos anti-polipéptidos de aminoacidos no naturales.

[0215] La dosis administrada, por ejemplo, a un paciente de 70 kilogramos, esta tipicamente en el rango equivalente
de a las dosis de proteinas terapéuticas usadas actualmente, ajustadas para la actividad o vida media sérica
alterada de la composicion relevante. Las formulaciones farmacéuticas aqui descritas pueden suplementar las
condiciones de tratamiento de cualquier terapia convencional conocida, incluyendo la administracion de anticuerpos,
la administracién de vacunas, la administraciéon de agentes citotoxicos, polipéptidos de aminoacidos naturales,
acidos nucleicos, analogos de nucledtidos, modificadores de respuestas biolégicas, y similares.

[0216] Para la administracion, las formulaciones farmacéuticas aqui descritas son administradas a una tasa
determinada por la LD-50 o la ED-50 de la formulacion relevante, y / u observaciéon de cualquier efecto colateral de
los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, en varias concentraciones, incluyendo,
pero sin limitarse a, tal como sea adecuado de acuerdo a la masa y salud general del paciente. La administracién
puede ser lograda por medio de una sola dosis o varias dosis divididas.

[0217] Si un paciente que esta siendo expuesto a la infusion de una formulacion desarrolla fiebres, escalofrios o
dolores musculares, él / ella recibe la dosis apropiada de aspirina, ibuprofeno acetaminofeno u otro medicamento
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que controle el dolor / la fiebre. Pacientes que experimentan reacciones a la infusion tales como la fiebre, dolores
musculares y escalofrios son pre - medicados 30 min antes a las futuras unciones ya sea con aspirina,
acetaminofeno o, incluyendo, pero sin limitarse a, difenhidramina. La meperidina es utilizada para escalofrios y
dolores musculares mas severos que no responden rapidamente de antipiréticos y antihistaminicos. La infusion
celular es desacelerada o descontinuada dependiendo en la severidad de la reaccion.

[0218] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, tales como se los describe en
este documento, pueden ser administrados directamente en un sujeto mamifero. La administraciéon es por medio de
cualquier ruta usada normalmente para introducir un polipéptido a un sujeto. Los polipéptidos de aminoacidos no
naturales, modificados o no modificados, tales como se describe aqui, incluyen aquellas administraciones por vias
orales, rectales, tépicas, por inhalacién (incluyendo, pero sin limitarse a, por medio de un aerosol), bucales
(incluyendo, pero sin limitarse a, sublinguales), vaginales, parenterales (incluyendo, pero sin limitarse a,
subcutaneos, intramusculares, intradérmicos, intraarticulares, intrapleurales, intraperitoneales, intracerebrales,
intraarteriales o intravenosas), topicas (es decir, en superficies dérmicas y de la mucosa, incluyendo superficies de
las vias aéreas) y transdérmicas, aunque la ruta mas adecuada en cualquier caso dependera de la naturaleza y
severidad de la condicion que esta siendo tratada. La administracion puede ser local o sistémica. Las formulaciones
pueden ser presentadas en contenedores sellados de una dosis o de varias dosis, tales como ampollas y viales. Los
polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, aqui descritos, pueden ser preparados en
una mezcla en una forma inyectable en dosis unitarias (incluyendo, pero sin limitarse a, soluciones, suspensiones o
emulsiones) con un portador farmacéuticamente aceptable. El polipéptido de aminoacidos no naturales, modificado o
no modificado, tal como se lo describe aqui, también puede ser administrado por medio de una infusion contigua
(utilizando, incluyendo, pero sin limitarse a, bombas miniatura tales como bombas osmoéticas), formulaciones de un
bolus o depdsitos de liberacion lenta.

[0219] Formulaciones adecuadas para su administracion incluyen soluciones acuosas y no acuosas, soluciones
estériles isotonicas, que pueden contener antioxidantes, amortiguadores, bactericidas y solutos que vuelven a la
formulacion isotonica, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes suspensores,
solubilizantes, agentes espesantes, estabilizadores y conservantes. Las soluciones y suspensiones pueden ser
preparadas de polvos, granulos y tabletas estériles de los tipos descritos previamente.

[0220] La técnica de congelamiento - secado es una técnica empleada cominmente para separar a las proteinas
que sirve para remover agua de la preparacion proteinica de interés. El congelamiento - secado, o liofilizacién, es un
proceso por el cual el material que va a ser secado es congelado primero y después el hielo o el solvente congelado
es removido por medio de sublimacién en un entorno al vacio. Un excipiente puede ser incluido en las formulaciones
pre - liofilizadas para mejorar la estabilidad durante el proceso de congelamiento - secado y / o para mejorar la
estabilidad del producto liofilizado cuando éste sea almacenado. Pikal, M. Biopharm. 3(9)26-30 (1990) y Arakawa et
al. Pharm. Res. 8(3):285-291 (1991).

[0221] EI secamiento y aplicaciéon de aerosol de farmacéuticos también es conocido para aquellas personas con un
conocimiento normal en la industria. Por ejemplo, refiérase a, Broadhead, J. et al, "The Spray Drying of
Pharmaceuticals" (“El Secado de Aerosoles de Farmacéuticos”), in Drug Dev. Ind. Pharm, 18 (11 & 12), 1169-1206
(1992). Adicionalmente a farmacéuticos de moléculas pequefas, una variedad de materiales bioldgicos han sido
secados para aerosoles y estos incluyen: enzimas, sueros, plasma, microorganismos y levaduras. Secamiento de
aerosoles es una técnica Util porque puede convertir una preparacion farmacéutica liquida en un polvo fino,
aglomerado sin desperdicios en un proceso de un paso. La técnica basica comprende el seguimiento de cuatro
pasos: a) la atomizacion de la solucidon suministrada a un aerosol; b) contacto del aerosol con el aire; c) secado del
aerosol, y d) separacion del producto secado del aire de secamiento. Las Patentes de Estados Unidos nuameros
6,235,710 y 6,001,800, describen la preparacion de eritropoyetina recombinante para el secado de aerosoles.

[0222] Las composiciones farmacéuticas aqui descritas pueden incluir a un portador farmacéuticamente aceptable.
Los portadores farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicion particular que esta siendo
administrada, asi como por el método particular usado para administrar la composicion. Asimismo, existe una amplia
variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas (incluyendo portadores, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales) para los polipéptidos de aminoacidos no naturales,
modificados 0 no modificados, aqui descritos (refiérase, por ejemplo, a Remington’s Pharmaceutical Sciences
(Ciencias Farmacéuticas), 17ma ed. 1985)). Portadores adecuados incluyen a amortiguadores que contienen
succinato, fosfato, borato, HEPES, citrato, imidazol, acetato, bicarbonato y otros acidos organicos; antioxidantes
incluyendo, pero sin limitarse a, acido ascorbico; polipéptidos de masa molecular baja incluyendo, pero sin limitarse
a, aquellos menores de alrededor de 10 residuos; proteinas, incluyendo, pero sin limitarse a, albimina sérica,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos incluyendo, pero sin limitarse a, polivinilpirrolidona; aminoacidos
incluyendo, pero sin limitarse a, glicina, glutamina, asparagina, arginina, histidina o derivados de histidina, metionina,
glutamato o lisina; monosacéridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo, pero sin limitarse a, trehalosa,
sacarosa, glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes incluyendo, pero sin limitarse a, EDTA; iones metalicos
divalentes incluyendo, pero sin limitarse a, cinc, cobalto, o cobre; alcoholes de azucar incluyendo, pero sin limitarse
a, manitol o sorbitol; iones que compensan formaciones de sal incluyendo, pero sin limitarse a, sodio; y / o
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surfactantes no ionicos incluyendo, pero sin limitarse a, Tween™ (incluyendo, pero se limitarse a, Tween 80
(polisorbato 80) y Tween 20 (polisorbatos 20), Pluronics™ vy otros acidos plurénicos, incluyendo, pero sin limitarse a,
acido plurénico (poloxamero 188), o PEG. Surfactantes adecuados Nugent por ejemplo, pero sin limitarse a,
poliéteres que se basan en poli (6xido de etileno) -poli (6xido de propileno) -poli (6xido de etileno), es decir, (PEO-
PPO-PEO), o poli (6xido de propileno) -poli (6xido de etileno) -poli (6xido de propileno), es decir (PPO-PEO-PPO), o
sus combinaciones. PEO-PPO-PEO y PPOPEO-PPO estan comercialmente disponibles bajo las marcas
Pluronics™, R-Pluronics™, Tetronics™ y R-Tetronics™ (BASF Wyandotte Corp., Wyandotte, Mich.) y son descritas
en mayor detalle en la patente de Estados Unidos numero 4,820,352. Otros polimeros que bloquean etilenos /
polipropilenos pueden ser surfactantes adecuados. Un surfactante o una combinacién de surfactantes puede ser
utilizada para estabilizar un polipéptido de aminoacidos no naturales (modificados) en contra de uno 0 mas estrés
incluyendo, pero sin limitarse a, ésteres que resultan de agitacién. Algunos de los anteriores pueden ser
denominados “agentes aglutinantes”. Algunos pueden ser denominados “modificadores de tonicidad”.

[0223] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales, modificados o no modificados, aqui descritos, incluyendo
aquellos enlazados a polimeros solubles en agua tales como PEG, también pueden ser administrados por, 0 como
una parte de sistemas de liberacién sostenida. Composiciones de liberacion sostenida incluyen, pero sin limitarse a,
matrices de polimeros semi - permeables en la forma de articulos moldeados, incluyendo, pero sin limitarse a,
laminas o micro cdpsulas. Las matrices de liberacion sostenida incluyen desde materiales biocompatibles tales como
poli (metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15: 267-277 (1981); Langer, Chem. Tech.,
12: 98-105 (1982), acetato de vinilo de etileno (Langer et al., mencionado anteriormente) o &cido poli-D - (-) - 3-
hidroxibutirico (EP 133,988), polilactidas (4cido polilactico) (patente de Estados Unidos nimero 3,773,919; EP
58,481), poliglicdlido (polimero del acido glicdlico), polilactida co - glicolida (copolimeros de acido lactico y de acido
glicdlico) polianhidridos, copolimeros de &cido L-glutdmico y gamma-etil-L-glutamato (Sidman et al., Biopolymers
(Biopolimeros), 22, 547-556 (1983), poli (orto) ésteres, polipéptidos, &cido hialurénico, colageno, sulfato de
condroitina, acidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliaminoécidos,
aminoacidos tales como fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucledtidos, propileno polivinilico, polivinilpirrolidona y
silicona. Composiciones de liberacién sostenida también incluyen un compuesto liposomalmente atrapado.
Liposomas que contienen el compuesto son preparadas por medio de métodos conocidos: DE 3,218,121; Eppstein
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 82: 3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos, 77: 4030-4034 (1980); EP 52,322; EP 36,676; la patente de Estados Unidos nimero 4,619,794; EP 143,949;
la patente de Estados Unidos numero 5,021,234; la aplicacion de patente japonesa 83-118008; las patentes de
Estados Unidos nameros 4,485,045 y 4,544,545; y EP 102,324.

[0224] Los polipéptidos atrapados liposomalmente pueden ser preparados por métodos descritos en, por ejemplo,
DE 3,218,121, Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 82: 3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. Estados Unidos, 77: 4030-4034 (1980); EP 52,322; EP 36,676; la patente de Estados Unidos numero
4,619,794;; EP 143,949; la patente de Estados Unidos numero 5,021,234; la aplicacion de patente japonesa 83-
118008; las patentes de Estados Unidos nimeros 4,485,045 y 4,544,545; y EP 102,324. Las composiciones y el
tamafio de los liposomas son bien conocidos o capaces de determinarse facilmente en forma empirica por una
persona con un conocimiento normal en la industria. Algunos ejemplos de liposomas son descritos en, por ejemplo,
Park JW, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 92:1327-1331 (1995); Lasic D y Papahadjopoulos D (eds):
MEDICAL APPLICATIONS OF LIPOSOMES (APLICACIONES MEDICAS DE LIPOSOMAS) (1998); Drummond DC,
et al., Liposomal drug delivery systems for cancer therapy, in Teicher B (Sistemas de entrega de medicamentos
liposomales para terapias del cancer, en Teicher B) (ed): CANCER DRUG DISCOVERY AND DEVELOPMENT
(DESCUBRIMIENTO Y DESARROLLO DE MEDICINAS CONTRA EL CANCER) (2002); Park JW, et al., Clin.
Cancer Res. 8:1172-1181 (2002); Nielsen UB, et al., Biochim. Biophys. Acta 1591(1-3):109-118 (2002); Mamot C, et
al., Cancer Res. 63: 3154-3161 (2003).

[0225] La dosis administrada a un paciente en el contexto de las composiciones, formulaciones y métodos aqui
descritos, deberan ser suficientes para causar una respuesta beneficiosa en el sujeto al pasar del tiempo.
Generalmente, el monto tope al farmacéuticamente efectivo de los polipéptidos de aminoacidos no naturales,
modificados o no modificados, tal como se describe en este documento, administrado parenteralmente por dosis
esta en el rango de alrededor de 0.01 microgramos / kilogramos/dia a 100 pg / kilogramos, o alrededor de 0.05
miligramos / kilogramos a 1 mg / kilogramos, de la masa corporal del paciente, aunque esto esta sujeto a la
discrecion terapéutica. La frecuencia de las dosis también es sujeto a la discrecion terapéutica, y podrian ser mas o
menos frecuentes que los productos comercialmente disponibles aprobados para su uso en humanos.
Generalmente, un polimero: conjugacién de polipéptidos, incluyendo, en forma de ejemplo nada mas, un polipéptido
PEGilado, tal como se lo describe en este documento, puede ser administrado por medio de cualquiera de las rutas
de administracion ya mencionadas.

Xl. Aislamiento y purificacién

A. Cromatografia
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[0226] En cualquiera de las instancias aqui mencionadas, el aislamiento de péptidos, los polipéptidos de
aminoacidos no naturales (modificados) que enlaza a comparieros o a receptores con polipéptidos pueden realizarse
por medio de cromatografia. La cromatografia se basa en la absorciéon o elucion diferencial de polipéptidos. La
muestra es disuelta en una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil es
forzada entonces a través de una fase estacionaria inmiscible, que esta fija en una columna o en una superficie
sélida. Ejemplos de fases estacionarias incluyen liquidos adsorbidos en una especie solida organica enlazada a una
superficie sélida, a un solido, a una resina y un liquido de intercambio de iones en intersticios de un sélido
polimérico. La habilidad de un polipéptido para ser purificado por medio de diferentes métodos cromatograficos de
aislamiento / purificacion de otro tipo pueden ser modulados por medio de la adicién o sustraccién de uno o mas
aminoacidos no naturales con un aminoacido no natural en combinaciéon opcional con uno 0 mas sustituciones de
aminoacidos naturales. Por lo tanto, las propiedades del polipéptido pueden modificarse al alterar la composicion de
aminoacidos permitiendo un incremento o una reduccion de su interaccidon con matrices conocidas. Cambios a la
composicion de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a caracteristicas en el contenido de los aminoacidos
hidrofébicos, contenidos de los aminoacidos hidrofilicos, cambios se encarga, pl o de otro tipo del polipéptido.
Aquellas modificaciones pueden ser Utiles para aislar las proteinas de las membranas que son dificiles de aislar
puesto que son de naturaleza hidrof6bica y mantienen su conformacién natural.

Cromatografia de gases

[0227] En una instancia el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia de gases (GC - gas
chromatography). La muestra es vaporizada e inyectada a la cabeza de una columna cromatografica. Ejemplos de
fases moviles de gases incluyen, pero no se limitan a, helio, argén, nitrégeno, diéxido de carbono e hidrégeno. En
una instancia, la muestra es aislada por medio de cromatografia sélida de gases, donde la fase estacionaria es un
sélido. Ejemplos de fases estacionarias solidas son tamices y polimeros porosos. En otra instancia, el polipéptido es
aislado por medio de cromatografia liquida de gases, donde la fase estacionaria es un liquido inmovilizado en la
superficie de un solido inerte. Ejemplos de fases estacionarias liquidas incluyen Polidimetilsiloxano, poli
(fenilmetildimetill) siloxano (10% fenilo), poli (fenilmetil) siloxano (50% fenilo), poli (trifluoropropildimetil) siloxano,
polietilenglicol y poli (dicianoallildimetil) siloxano.

[0228] Las columnas GC convencionales son empacadas y abiertas tubularmente o capilarmente. Columnas
cromatograficas varian en longitud desde menos de 2 m hasta 50 m o mas. Ejemplos de materiales para su
construccion incluyen acero inoxidable, metal, vidrio, silice y teflon fusionado. Tipicamente las columnas GC tienen
un didmetro interno de alrededor de 2 a 4 mm. Micro GCs tienen un diametro interno de alrededor de 1 mm.
Capilares GC utilizan un capilar con un didmetro interno de alrededor de 100 a 750 um. Nano GCs también estan
disponibles con un didmetro interno de 50 um - 1 mm.

Cromatografia liquida

[0229] En una instancia el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia liquida (LC - liquid
chromatography). LC involucra el uso de un portador de fluidos sobre una fase estacionaria. La mayoria de
columnas LC varian en su largo desde 10 a 30 cm. Las columnas LC son construidas normalmente de tuberias de
acero inoxidable de animasa lisa, aunque tuberias de vidrio pesado se encuentran ocasionalmente. Columnas LC
convencionales tienen un diametro interno de alrededor de 4.6 milimetros y una tasa de caudal de alrededor de 1 ml
/ min. Micro LC tienen un didmetro interno de alrededor de 1.0 milimetros y un flujo de caudal de alrededor de 40 pl /
min. LC capilares utilizan un capilar con un diametro interno de alrededor de 300 pm y una tasa de caudal de
alrededor de 5 pl — Imm. Nano LCs estan disponibles con un diametro interno de 50 um - 1 mm y tasas de caudal de
200 nl / min. Nano LCs pueden variar en longitud, por ejemplo, 5, 15 o 25 cm. La fase estacionaria de nano LCs
también puede ser de un material monolitico, tal como el monoalitio polimérico o un mono litio de gel sol. Dos tipos
basicos de material del que han sido utilizados en la cromatografia liquida, particulas no porosas y porosas. Las
esferas o particulas son caracterizadas generalmente por el tamafio de las particulas y de los poros. Los tamafios de
las particulas varian generalmente entre 3 y 50 micrones. Particulas mas largas generardn menos presién en el
sistema y articulares mas pequefias generaran mas presion. Las particulas mas pequefias dan generalmente
eficiencias de separacion mas altas. El tamafio de los poros de las particulas se mide en angstroms y varian
generalmente entre 100 y 1000 A. esto puede ser cubierto con una capa porosa de silice, alimina, resina de
intercambio de iones, una capa de la superficie organica, polimeros, ligandos, carbohidratos o un cofactor especifico.

[0230] En otra instancia, los polipéptidos pueden ser aislados utilizando tecnologia HPLC. En otra instancia, el
polipéptido puede ser aislado utilizando cromatografia de columna. En la cromatografia de columna, el medio sélido
es empacado a una columna de cromatografia, y la mezcla inicial que contiene al polipéptido es ejecutada por medio
de la columna para permitir los enlaces. Un amortiguador de lavado es colocado en la columna, y el amortiguador de
elucién es aplicado subsecuentemente a la columna para la recoleccion de la muestra. Estos pasos pueden ser
realizados en presion ambiental. En otra instancia, el enlace de los polipéptidos a una fase sdlida puede lograrse
usando un tratamiento por lotes, al afiadir la mezcla inicial a la fase sdlida en el contenedor, mezclando los puntos,
separando la fase solida (por ejemplo, por medio de centrifugacion), removiendo la fase liquida, lavando, re
centrifugando, afiadiendo amortiguadores de elucién, re - centrifugando y removiendo el eluido. En otra instancia, un
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método hibrido es utilizado en el cual el enlace es hecho por el método de lotes, la fase soélida con el enlace de la
molécula objetiva es hecho por medio del método de lotes, la fase sdlida con el enlace de la molécula objetiva es
empacada a una columna, y se realiza el lavado y la elucion en la columna. En otra instancia, el aislamiento de los
péptidos ocurre en un dispositivo micro fluidico. En otra instancia, el aislamiento de los péptidos ocurre en un
dispositivo nano fluidico.

Cromatografia de la particion

[0231] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos ocurre por medio de cromatografia de particién. En una
instancia, el aislamiento lo de los polipéptidos ocurre por medio de cromatografia de la particion liquido - liquido. Con
la cromatografia de particion liquida - liquida, una fase estacionaria liquida es retenida en la superficie del empaque
por medio de adsorcion fisica. En otra instancia, el aislamiento de los poli péptidos puede ocurrir por medio de
cromatografia de particién de una fase enlazada. Con la cromatografia de particion de una fase enlazada, la fase
estacionaria es enlazada quimicamente a la superficie del soporte.

[0232] En otra instancia, se utiliza cromatografia de fase normal para aislar a los polipéptidos. En una cromatografia
de fase normal, una fase estacionaria polar es utilizada junto con un solvente no polar. Ejemplos de la fase
estacionaria para la cromatografia de fase normal incluyen, pero no se limitan a, agua, alcoholes y trietilenglicol.
Ejemplos de solventes no polares para la cromatografia de la fase normal incluyen, pero no se limitan a, etilo, éter,
cloroformo, tetrahidrofurano, fluoroalcanos, ciclohexanos, 1-clorobutanos, tetracloruro de carbonos, toluenos, éteres
dietilicos, hexanos vy i-propiléteres. En una instancia, la cromatografia de particion utiliza empaques de fases en
reversa; esto es referido como cromatografia de fases reversadas. En la cromatografia de fases reversadas, una
fase estacionaria no polar es utilizada en conjunto con una fase movil polar. Ejemplos de fases estacionarias para
cromatografias de fases reversadas incluyen, pero no se limitan a, hidrocarbonos, éter, esteres, cetonas, aldehidos,
amidas, y aminos. Ejemplos de fases estacionarias moviles para la cromatografia de fases reversadas incluyen
agua, metanol, etanol, acetato etilico, dioxano, nitrometano, etilenglicol, tetrahidrofurano y acetonitrilo.

[0233] En una instancia, el tipo de cromatografia reversada que puede ser utilizado para aislar a los polipéptidos es
una cromatografia de parejas idnicas. La fase moévil en la cromatografia de parejas ionicas consiste de un
amortiguador acuoso que contiene un solvente organico tal como el metanol o el acetonitrilo y un compuesto iénico
que contiene un ion de contra accién de carga opuesta a los polipéptidos. El ion de contra acciéon que se enlaza al
polipéptido para formar una pareja idnica, que es una especie neutral que esta retenida por un empaque de fase
reversada. La elucién de las particulas idnicas se logra con una solucidn acuosa de metanol u otro solvente organico
soluble en agua tal como los que se acaban de describir. Ejemplos de iones de contra accion son ClO4 -, C12H25S0s3-
, (C4Ho)aN", (C16H33)(CH3)sN™, (C4Ho)aN", Bis- (2-etilhexil) fosfato y (C4Ho)aN".

[0234] En una instancia, los polipéptidos pueden ser aislados utilizando cromatografia de particion con una fase
estacionaria quiral. Ejemplos de los tipos de fases estacionarias quirales incluyen, pero no se limitan a, fases
estacionarias que se basan en proteinas, quirales de masa molecular pequefa, polimeros de celulosa y amilosa,
glicopéptidos macrociclicos y materiales que se basan en la ciclodextrina.

Cromatografia de adsorcion

[0235] En una instancia, los polipéptidos del aislamiento pueden ocurrir por medio de cromatografia de adsorcion.
Adsorcion es un proceso por el cual el material (contenido en la fase movil) interactia debido a fuerzas fisicas
(dispersivas, polares o idnicas) con una fase estacionaria, causando, por lo tanto, en una capa (o capas) de un
material se adhiera a aquella fase estacionaria. La fase estacionaria en la mayoria de casos sera un sélido (por
ejemplo, gel de silice, alimina, carbén, etcétera) o a veces un liquido (por ejemplo, surfactantes en superficies de
agua) la capa o las capas superficiales pueden ser simples, dobles o mdltiples. Ejemplos de solventes que pueden
ser usados en cromatografia de adsorciéon incluyen agua, metanol, etanol, acetato etilico, dioxano, nitrometano,
etilenglicol, tetrahidrofurano, acetonitrilo, etilo, éter, cloroformo, tetrahidrofurano, fluoroalcanos, ciclohexano, 1-
clorobutano, tetracloruro de carbono, tolueno, éter dietilico, hexano y I-propileter.

Cromatografia de intercambio de iones

[0236] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos puede ocurrir por medio de una cromatografia de
intercambio i6énico. En una cromatografia de intercambio iénico el aislamiento de los polipéptidos se basa en una
resina de intercambio iénico. La resina de intercambio i6nico puede ser una resina de intercambio de aniones o una
resina de intercambio de cationes. La resina de intercambio i6nico puede ser hecha por medio de intercambiadores
i6nicos naturales, tales como arcillas y zeolitas o de intercambiadores idnicos en éticos. Ejemplos de lugares activos
comunes para las resinas de intercambio de cationes son el grupo de &cidos sulfirico -SOs-H", el grupo de &cidos
carboxilicos -COO-H" y el acido fosférico -POs,"H,. Ejemplos de lugares activos comunes para resinas de
intercambio de aniones son los grupos de aminos cuaternario es N(CH3)"OH- o grupos de aminos primarios -
NH3z"OH-. La fase mévil en la cromatografia de intercambio idnico es generalmente una solucién acuosa que puede
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contener montos moderados de metanol u otros solventes organicos mezclables con agua; estas fases moviles
también contienen especies iénicas en la forma de un amortiguador.

[0237] En una instancia la columna de intercambio idnico es eluida con un gradiente de concentraciones salinas. En
un ejemplo, bombas aumentan montos crecientes de sal al amortiguador en la medida en que éste va a la columna
de tal forma que exista un incremento continuo gradual en la concentracién i6nica que pasa por la columna. Las
proteinas “eluyen” o se desprenden de la fase estacionaria de la columna cuando la fuerza i6nica del amortiguador
neutraliza su carga. Las moléculas menos cargadas se desprenden primero, y la mayoria de las que estan altamente
cargadas se desprenden al Ultimo. En otro ejemplo, la columna es desactivada completamente con amortiguadores
para incrementar su fuerza iénica hasta que la proteina deseada se eluye; esta misma secuencia exacta es repetida
cada vez con los mismos montos de amortiguador para dar producciones reproducibles y para facilitar la purificacién
de la proteina.

[0238] En una instancia, la muestra sera expuesta a la remocion de altas concentraciones salinas después del
aislamiento del polipéptido de interés por medio de cromatografia de intercambio i6nico. En una instancia, la
remocién de la concentracion altamente salina se realizard por medio de dialisis. La didlisis aprovecha el uso de las
membranas semi - permeables. La caracteristica principal de la membrana de didlisis es que es porosa. Sin
embargo, el tamafio de los poros es tal que mientras los iones pequefios de sales pueden pasar libremente a través
de la membrana, las moléculas proteinicas mas grandes no podran hacerlo (es decir, son retenidas). Por lo tanto, las
membranas de didlisis se caracterizan por la masa molecular de la proteina globular tipica mas pequefia que ésta
retendra. La remocion de concentraciones altamente salinas puede lograrse en un solo paso o varios pasos de
didlisis. En otra seccién, la remocién de altas concentraciones salinas es realizada por medio de electrodilisis.
Electrodidlisis es un proceso de electro membranas en el cual los iones son transportados a través de membranas
permeables i6nicas de una soluciéon a otra bajo la influencia de un gradiente potencial. Puesto que las membranas
utilizadas en electrodialisis tienen la habilidad de transportar selectivamente iones que tienen cargas positivas o
negativas y rechazar a iones de la carga opuesta. La electrodialisis es Util para la concentracion, remocion o
separacion de electrolitos.

[0239] En otra instancia, la remocioén de la alta concentracion de sal se logra al usar columnas de desalacion en una
filtracion de gel de flujo de gravedad. La filtracién de gel de flujo de gravedad involucra la separacién cromatografica
de moléculas de diferentes dimensiones basandose en sus habilidades relativas para penetrar a una fase
estacionaria adecuada. Las columnas de desalacién son empacadas con esferas celulosas porosas pequefias.
Estas columnas tienen una esfera humeda con diametros especificos. El didmetro de las esferas utilizadas
dependera de la masa molecular del péptido de interés. Diferentes niveles de separacion pueden ser logrados
basandose en el tamafio de los poros del medio empacado dentro de la columna. El medio puede ser escogido para
excluir totalmente proteinas o moléculas grandes, y al mismo tiempo incluir solutos pequefios. Las moléculas
grandes son excluidas de los poros internos del gel y emergen primero de la columna. Las moléculas méas pequefias
pueden penetrar los poros, y después avanzan a través de la columna a una tasa mas lenta. Estas moléculas mas
pequefias son subsecuentemente vaciadas a través de la columna con un volumen adicional de amortiguador.

Cromatografia de exclusién por tamafio

[0240] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia de exclusion
por tamafio, también conocida como cromatografia de permeacion de gel, o filtracion de gel. Las moléculas que son
mas grandes que el tamafio de poro promedio del empaque son excluidas y por lo tanto no sufren ninguna retencion.
Ejemplos de empaques por medio de cromatografia por exclusién de tamafio incluyen silice, esferas de celulosa y
particulas poliméricas. Convencionalmente, vidrios porosos y particulas silices tienen un tamafio promedio de poros
que varian desde 40 A a 2500 A. En algunas instancias, el limite de exclusiéon de masa celular de un empaque de
polimero con un tamafio de poro promedio de 102 A es 700. En otra instancia, el limite de exclusion de masa
molecular de un empague de un polimero con un tamafio de pozo promedio de 103 A es (0.1 a 20) x 10*. En otra
instancia, el limite de exclu5|on de masa molecular de un empaque de polimero con un tamafio de poro promedio de
104 A es (uno a 20) x 10*. En otra |nstanC|a el limite de exclu5|on de masa molecular de un empaque de polimero
con un tamafio de poro promedio de 10° A es (uno a 20) x 10°. En otra |nstanC|a el limite de exclusmn de masa
molecular de un empaque de polimero con un tamafio de pozo promedio de 10° A es (5 a 10) x 10°. En alguna
instancia, el Ilmlte de exclusién de masa molecular de un empaque silice con un tamafio de poro promedio de 125 A
es (0.2 a 5) x 10*. En otra instancia, el limite de exclusion de masa molecular de un empaque silice con un tamafio
de poro promedio de 300 A es (0.03 a 1) x 10°. En otra seccion, el limite de exclusmn de masa molecular de un
empaque silice con un tamafio de pozo promedio de 500 A es (0.05 a 5) x 10°. En otra instancia, el limite de
exglusmn de masa molecular de un empaque silice con un tamafio de poro promedio de 1000 A es (cinco a 20) x
10°.

Cromatografia de capa delgada

[0241] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos puede ocurrir por medio de la cromatografia con una capa
delgada. Los métodos de cromatografia con una capa delgada incluyen cromatografia con papel, cromatografia con
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una capa delgada y electrocromatografia. Cada una utiliza una capa plana delgada de material que es
autosostenible o que esta cubierto en una superficie de vidrio, plastico o metal. La fase mévil se mueve a lo largo de
la fase estacionaria por medio de una accion capilar, a veces asistida por la gravedad o por el potencial eléctrico. En
una instancia, la separacion plana es realizada en placas planas de vidrio o plastico que son cubiertas con una capa
delgada y adherente de particulas divididas finamente; esta capa constituye la fase estacionaria. La fase
estacionaria y la fase mavil son similares a aquellas cubiertas en las cromatografias de adsorcién, de particion de
fases normal y reversadas, de intercambio i6nico y de exclusiéon por tamafio. En una instancia, los polipéptidos son
ubicados en la placa al rociar una soluciéon que reaccionara con compuestos organicos para producir productos
oscuros. Ejemplos de este tipo de soluciones incluyen soluciones de ninhidrina, de yodo y acido sulfdrico. En otra
instancia, los polipéptidos son ubicados al incorporar un material fluorescente de a la fase estacionaria. La placa es
examinada bajo luz ultravioleta. Los componentes de la muestra neutralizan al material fluorescente para qué todas
las fluorescencias sean ubicadas excepto donde se encuentran los componentes de la muestra no fluorescentes.

Cromatografia de afinidad

[0242] En una instancia, el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia de afinidad. La
cromatografia de afinidad se basa en la habilidad para disefiar una fase estacionaria que enlaza reversiblemente a
un subconjunto conocido de moléculas. La purificacion de la afinidad involucra generalmente los siguientes pasos: 1)
incubar una muestra cruda con el material de soporte del ligando inmovilizado para permitir a la molécula objetiva en
la muestra enlazarse al ligando inmovilizado, 2) lavar los componentes de la muestra no enlazados del soporte
sélido y 3) eluir (separar y recuperar) la molécula objetivo del ligando inmovilizado al alterar las condiciones de
amortiguamiento para que la interaccion de enlace ya no ocurra. Ejemplos de amortiguadores de elucién utilizados
en la cromatografia de afinidad incluyen, pero no se limitan a, 100 mM de glicina * HCI, 100mM de &cido citrico, 50 -
100 mM de trietilamina o trietanolamina, 150 mM de hidréxido de amonio, 3.5 - 4.0 M de cloruro de magnesio en 10
mM Tris, 5 M de cloruro de litio en 10 mM de tampdn fosfato, 2.5 M de yoduro de sodio, 0.2 - 3.0 de tiocianato de
sodio, 2 — 6 M de guanidina*HCI, 2 — 8 M de urea, 1% de desoxicolato, 1% de SDS, 10% de dioxano, 50% de
etilenglicol, 0.1 M de Glicina — NaOH, 0.1 de Glicina — NaOH con un 50% de etilenglicol, 3.0 M de cloruro de potasio,
0.1 M de Tris-acetato con 2.0 M de NacCl, 5.0 M de yoduro de potasio, 1% de SDS, 1 % de deoxicolato de sodio, 2.0
M de Urea, 6.0 M de urea, 2.0 M de Guanadina - HCI, 1.0 M de tiocianato de amonio y mas de 0.1 M anti ligandoos o
anélogos.

[0243] En una instancia, la fase estacionaria involucra un ligando que incluye, pero no se limita a, un carbohidrato
especifico o un cofactor. En otra instancia, los polipéptidos pueden ser eluidos con una concentracion alta de
carbohidrato o un cofactor especifico. Mimicos para lugares de enlaces pueden ser utilizados a veces como fases
estacionarias de afinidad. AzUcares especificos inhibidores o cofactores utilizados en la fase estacionaria variaran de
acuerdo a las propiedades del polipéptido e incluirdn a cualquier ligando, carbohidrato o copa por conocido en la
industria.

[0244] En otra instancia, la fase estacionaria inmovilizada incluye a un colorante. Ejemplos de colorantes usados
comunmente para la cromatografia de colorante - ligando incluyen a Reactive Blue 2 (Cibacron© Blue 3GA),
Reactive Red 120 (Procion© Red HE3B), Reactive Blue 4 (Reactive Blue MRB )TC, Reactive Green 5 (Reactive
Green H4G)TC, Reactive Green 19 (Reactive Green HE4BD)TC, Green 19A (Reactive Green HE4BD)TC, Reactive
Yellow 86 (Reactive Yellow M8G)TC y Reactive Brown 10 (Reactive Brown M4R )TC.

[0245] En otra instancia, la fase estacionaria incluye una resina de quelado de metales. En la cromatografia de
guelado de metales iones metalicos tales como zn®, cu® y Ni?* son inmovilizados a una fase estacionaria de
cromatografia cuando el enlace quelado participa en la alteracion irreversible con grupos donantes de electrones
ubicados en la superficie de los polimeros con un valor pH en el cual el grupo de electrones donante esta presente
en por lo menos, parcialmente, en una forma no protonizada, el polipéptido que esta enlazado a la fase estacionaria
puede ser eluido subsecuentemente por medio de un amortiguador con un valor pH menor al del grupo de electrones
es protonizados. Ejemplos de resinas queladas incluyen 8-hidroxiquinolina, acido salicilico, acido dietilentriaminico,
acido dietilenetriaminetetraacético, acido etilendiaminotetraacético (EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid), acido
iminodiacético y acido nitrilotriacético.

[0246] En otra instancia, el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia de inmunoafinidad.
El principio de cromatografia de inmunoafinidad o inmunoadsorcién se basa en la interaccion altamente especifica
de un antigeno con su anticuerpo. La cromatografia de afinidad utiliza un anticuerpo o el fragmento de una péptido
como un ligando inmovilizado en la fase estacionaria en una forma que retenga su capacidad de enlace. La elucion
del polipéptido retenido se logra por medio de alteraciones a las condiciones de la fase mdvil que debilitan la
interaccion entre el anticuerpo y el antigeno. Las condiciones de elucion tienen el propdsito de romper los enlaces
idnicos, hidrofébico y de hidrégeno que mantienen al antigeno y al anticuerpo juntos. Condiciones de elucion
exitosas dependeran de la interaccion especifica entre el antigeno - anticuerpo que estan ocurriendo.

[0247] Los anticuerpos pueden ser generados para reconocer a los aminoacidos naturales presentes en el
polipéptido. Aquellos anticuerpos pueden ser utilizados en la cromatografia de afinidad para purificar los polipéptidos
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de aminoacidos no naturales de una mezcla compleja o permitir la conjugacion del polipéptido con otras moléculas
en un soporte tal como una resina, en inmunoensayos para detectar la presencia de polipéptidos de aminoacidos no
naturales, en otros ensayos que utilizan anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser generados para reconocer uno o
mas aminoacidos naturales presentes en la terminal N o C de un polipéptido u otras porciones del polipéptido

[0248] Los polipéptidos de aminoacidos no naturales pueden ser anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o
polipéptidos con enlaces a antigenos o sus fragmentos, y utilizados para aislar a antigenos por medio de
cromatografia de afinidad.

[0249] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia de interaccion
hidrofébica. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos no naturales hidrofilicos e hidrofébicos y aminoacidos
naturales hidrofilicos e hidrofébicos. Los polipéptidos son separados de acuerdo a su hidrofobicidad relativa por su
habilidad para enlazarse reversiblemente a compuestos hidrofébicos. Los polipéptidos son eluidos desde la columna
con concentraciones decrecientes de sal en el amortiguador. Ejemplos de compuestos hidrofébicos incluyen, pero no
se limitan a, cadenas de acidos grasos hidrofébicos, compuestos, grupos funcionales n -butilos, compuestos con
grupos funcionales n-octilos y compuestos con grupos funcionales fenilos.

Cromatografia de fluidos super criticos

[0250] En una instancia, el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de cromatografia super critica (SFC).
En SFC, la muestra es pasada por una columna separadora por un fluido supercritico cuando la mezcla es dividida
en bandas uUnicas que se basan en el monto de interaccion entre los analitos individuales y la fase estacionaria en la
columna. Las columnas SFC convencionales son empacadas y tubulares o capilarmente abiertas. Columnas
tubulares abiertas varian en el largo desde 10 m a 20 m o mas. Las columnas tubulares abiertas comiunmente tienen
un diametro interno de alrededor de 0.05 a 4 mm. Las columnas de empaque varian en didmetro desde 0.5
milimetros 0 menos hasta 4.6 milimetros, con diametros de particulas que varian desde 3 a 10 micrometros. Las
columnas empacadas contienen particulas desactivadas pequefias a las cuales las fases estacionarias se adhieren.
Las columnas son convencionalmente de acero inoxidable. Las columnas capilares son columnas tubulares abiertas
de un diametro interno angosto hecho de silice fundido, con la fase estacionaria enlazada a la pared de la columna.
Las coberturas son similares a aquellas usadas en la cromatografia de particién. Ejemplos de fluido supercritico
subutilizados en SFC incluyen, pero no se limitan a, diéxido de carbono, etano, pentano, Oxido nitroso,
diclorodifluorometano, éter dietilico, amoniaco y tetrohidrofurano. En algunas aplicaciones, los modificadores
organicos polares tales como el metanol son introducidos en concentraciones pequefias (1 — 5 %).

B. Precipitacion

[0251] En una instancia, el aislamiento de péptidos, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados),
compafieros de enlace o receptores de los polipéptidos pueden ocurrir por medio de precipitacion. La solubilidad de
polipéptidos es una funcién de la fuerza idnica y del pH de la solucién. Los polipéptidos tienen puntos isoeléctricos
en los cuales las cargas de sus grupos laterales de aminoacidos se balancean entre si. Si la fuerza iénica de una
solucion es muy alta o muy baja, las proteinas tenderan a precipitar a su punto isoeléctrico. En una seccién, la fuerza
ibnica de la solucion serd incrementada al aumentar sal. Ejemplos de sales utilizadas en los métodos de
precipitacion incluyen, pero no se limitan a, sulfato de amonio y sulfato de sodio. Cualquier sal conocida en la
industria por su precipitacion proteinica puede ser utilizada en cualquiera de las secciones de los inventos. En otra
instancia, los polipéptidos seran forzados fuera de la solucién con polimeros. Un ejemplo de un polimero usado
comunmente para precipitar polipéptidos es el polietilenglicol. Cualquier polimero conocido en la industria para
precipitacion proteinica puede ser utilizado en cualquiera de las secciones de los inventos. En una instancia, los
polipéptidos precipitados son removidos por medio de centrifugacion o filtracion.

[0252] En una instancia, después de la precipitacion del polipéptido de interés por medio de la adicién de sales a la
solucién la muestra estara sujeta a la remocion de altas concentraciones salinas. Los métodos de desalacion son
discutidos en la seccion de cromatografia de intercambios idnicos.

Inmunoprecipitacion

[0253] En una instancia, el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de inmunoprecipitacion (IP). IP se
refiere a la purificacion de afinidad de baja escala de antigenos usando un anticuerpo especifico. La
inmunoprecipitacion clasica incluye los siguientes pasos: 1) incubar anticuerpos especificos con una muestra que
contenga al antigeno, 2) capturar complejos de anticuerpos - antigenos con gel de agarosa con proteinas A o G
inmovilizadas (las proteinas a o G se vinculan con el anticuerpo, el cual esta vinculado a su antigeno), 3) lavar el gel
con un amortiguador para remover los componentes no vinculados de la muestra, 4) eluir el antigeno (y el
anticuerpo).

[0254] En una instancia, un IP clasico es realizado en un tubo micro centrifugador con la muestra que contiene al
polipéptido utilizando un gel con proteina A o G inmovilizadas. El gel es puesto en un pellet por medio de
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centrifugacién después de cada paso (lavados y elusiones), y el material flotante es removido. Usualmente la
muestra diluida siempre contendra a antigenos y anticuerpos, y la electroforesis del gel reductor de la muestra
diluida producida bandas de antigenos y bandas de fragmentos de anticuerpos de cadenas pesadas y ligeras. Los
métodos para obtener polipéptidos de la separacion con gel mediante electroforesis son conocidos a aquellos con
conocimiento normal en la industria.

[0255] En otra instancia, para evitar la contaminacion de anticuerpos del antigeno diluido, se pueden realizar
modificaciones al IP clasico para que el anticuerpo sea inmovilizado permanentemente y no se eluya con el
antigeno. En un ejemplo, el anticuerpo esta enlazado primero al gel de la proteina A o G y entonces el anticuerpo es
reticulado covalentemente a la proteina A o G. En otro ejemplo, el anticuerpo es acoplado directamente a un soporte
de afinidad activado. Los polipéptidos de aminoacidos no naturales pueden ser polipéptidos enlazados a dimeros y
usados en inmunoprecipitaciones.

[0256] En una instancia, el material de soporte es un gel poroso tal como agarosa de esferas reticuladas o un co -
polimero de acrilamida y azlactona — bls reticuladas. En una seccién los polipéptidos del invento se pueden aislar por
medio de una separacion de afinidad magnética. Muestras que contienen a la molécula de interés son incubadas con
esferas magnéticas que son derivadas con un anticuerpo u otro compafiero de enlace. Un campo magnético es
utilizado para jalar a las esferas magnéticas fuera de la solucién y a la superficie. El amortiguador puede ser
removido cuidadosamente, con las moléculas no enlazadas. Los protocolos que usan esferas magnéticas para el
aislamiento de moléculas de interés son muy conocidos en la industria. Las esferas magnéticas pueden derivarse
para que contengan grupos activos, incluyendo, pero sin limitarse a, acidos carboxilicos o aminas primarias, o
moléculas de afinidad especificas tales como estreptavidina o IgG anti - ratén, anti conejo o anti rata de cabra o
proteinas A o G. En otra instancia, el soporte es un micro plato.

C. Electroforesis

[0257] En cualquiera de las instancias aqui descritas, el aislamiento de polipéptidos puede ocurrir por medio de
electroforesis. Electroforesis es la separacion de moléculas iénicas tales como polipéptidos por medio de patrones
de migracion diferencial a través de un gel que se basa en el tamafio y carga ionica de las moléculas en un campo
eléctrico. La electroforesis puede ser realizada en un gel, capilarmente o en un chip. Ejemplos de genes utilizados
para electroforesis incluyen almidén, acrilamida, agarosa o cualquiera de sus combinaciones. Un gel suele ser
modificado por medio de sus reticulantes, la adicion de detergentes, la inmovilizacién de enzimas o anticuerpos
(electroforesis de afinidad) o sustratos (zimografia) y gradientes de pH. Los métodos para obtener polipéptidos de
geles de electroforesis son muy conocidos a aquellas personas que tienen conocimiento en la industria.

Electroforesis capilar

[0258] En una instancia, el aislamiento de péptidos, polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados),
compafieros de enlace o receptores a los polipéptidos puede ocurrir por medio de electroforesis capilar (CE -
capillary electrophoresis). CE puede ser utilizada para separar moléculas hidrofilicas complejas y solutos altamente
cargados. Las ventajas de la CE incluyen su utilizacion de muestras pequefias (tamafios que varian desde 0.001 a
10 pl), répida separacion, facil reproducibilidad, muy altas eficiencias, lo que significa que cientos de componentes
pueden ser separados al mismo tiempo, es facilmente automatizable, puede ser usado cuantitativamente y consume
montos limitados de reactivos. La tecnologia CE, en general, se relaciona a las técnicas de separacion que utilizan
capilaridades de silice fundido de calibre estrecho para separar un grupo complejo de moléculas grandes y
pequefias. Altos voltajes son utilizados para separar las moléculas basandose en la diferencia en carga, tamafio e
hidrofibicidad. Dependiendo en los tipos de capilares y amortiguadores utilizados, la CE puede ser segmentada aun
més en técnicas de separacion tales como la electroforesis de zonas capilares (CZE - capillary zone
electrophoresis), el enfoque isoeléctrico capilar (CIEF - capillary isoelectric focusing) y la electrocromatografia capilar
(CEC - capillary electrochromatography).

[0259] La electroforesis de zonas capilares (CZE - Capillary zone electrophoresis), también conocida como CE libre
de soluciones (FSCE - free-solution CE), es la forma mas simple de CE. El mecanismo de separacion de la CZE se
basa en diferencias en la tasa de carga — a - masa de los analitos. Es fundamental para la CZE la homogeneidad de
la solucion amortiguante y la fuerza constante del campo a lo largo del capilar. La separacion se basa principalmente
en la disociacion controlada de pH de grupos acidos en el soluto o la protonacién de funciones basicas en el soluto.

[0260] EI enfoque isoeléctrico capilar (CIEF - Capillary isoelectric focusing) permite a moléculas anféteras, tales
como polipéptidos, ser separadas por electroforesis en un gradiente de pH generado entre el catodo y el anodo. Un
soluto migrard a un punto donde su carga neta es cero. En este punto isoeléctrico, (el pl del soluto), la migracion
para y la muestra es enfocada en una zona ajustada. En la CIEF, una vez que a un soluto se le ha enfocado a su pl,
la zona desmovilizada ira pasando el detector ya sea por presion o por medios quimicos.

[0261] La CEC es una técnica hibrida entre la cromatografia liquida tradicional (HPLC) y la CE. En esencia, los
capilares CE son empacados con empaques HPLC y un voltaje es aplicado a lo largo del capilar empacado, que
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genera un flujo electro - osmoético (EOF - electro-osmatic flow). EI EOF transporta a los solutos a lo largo de los
capilares hacia el detector. La particion amiento diferencial y la migracion electroforética de los solutos ocurren
durante su transporte hacia el detector, el cual conlleva a las separaciones CEC. Es, por lo tanto, posible el obtener
selectividades de separacién Unicas usando la CEC en comparacion con la HPLC y la CE. El perfil de flujo
beneficioso del EOF reduce las deficiencias de ensanchamiento y separacion de banda relacionadas con el flujo de
algunos cientos de miles de placas por metro cuando se utiliza la CEC. La CEC también hace posible el utilizar
empaques de diametros pequefios y lograr eficiencias muy altas.

[0262] La cromatografia capilar electrocinética micelar (MECC - Micellar electrokinetic capillary chromatography) es
un método electroforético capilar que permite la separacion de solutos sin carga. En esta técnica, surfactantes, tales
como dodecil de sulfato de sodio, son agregados al amortiguador operante en montos que exceden la concentracion
micelar critica en la cual se forman las micelas. La superficie de las micelas anidnicas de este tipo tienen una carga
negativa grande, lo que les da una movilidad electroforética grande hacia el electrodo positivo. La mayoria de
amortiguadores, sin embargo, muestran una tasa electro osmotica tan alta hacia el electrodo negativo que las
micelas anidnicas son pasadas hacia el electrodo negativo, pero a una tasa mucho mas reducida. Esto forma una
fase acuosa de movimiento rapido y una fase de micelas de movimiento méas lento. Cuando la muestra es
introducida al sistema, los componentes se distribuyen entre la fase cosa y la fase de hidrocarbonos en el interior de
las micelas.

[0263] Alternamente, la isotacoforesis (ITP - isotachophoresis) es un método para concentrar muestras por medio de
separacion electroforética usando un amortiguador no continuo. En la isotacoforesis, dos sistemas de
amortiguamiento diferentes son utilizados para crear zonas en las cuales los analitos se separan. Durante un
experimento de isotacoforesis es posible separar los cationes o los aniones pero no ambos. En la ITP, un volumen
grande de una muestra es colocada entre un electrélito lider y un electrélito de terminaciéon. Los analitos en la
muestra se aglutinaron en bandas estrechas uno después del otro de acuerdo a su movilidad. Las técnicas pueden
ser utilizadas en conjunto con la electroforesis capilar donde un sistema de electrolitos no continuos es utilizado en el
lugar de la inyeccion de la muestra en el capilar.

[0264] Ademas, la isotacoforesis transitoria (tITP - transient isotachophoresis) es una variacion de esta técnica
usada comunmente en conjunto con la electroforesis capilar (CE - capillary electrophoresis). Foret, F., et al. in "Trace
Analysis of Proteins by Capillary Zone Electrophoresis with On- Column Transient Isotachophoretic
Preconcentration" (“Andlisis de Rastreo de Proteinas por medio de Electroforesis de Zonas Capilares con Pre -
concentraciones Isotacoforéticas Transitorias en Columnas”). Electrophoresis (Electroforesis) 1993, 14, 417-428
(1993) describe dos formaciones de electrolitos para realizar una tITP.

[0265] Una configuracion utiliza dos reservorios conectados por un capilar. El capilar y el reservorio estan llenos con
un electrdlito lider (LE - leading electrolyte), mientras el segundo reservorio esta lleno con un electrélito de
terminacion (TE - terminating electrolyte). La muestra para el andlisis es inyectada primero al capilar lleno con LE y
el extremo de inyeccidn del capilar es insertado al reservorio que contiene el TE. Se aplica voltaje y aquellos
componentes de la muestra que tienen movilidades intermedias a aquellos del LE y TE se apilan en zonas ITP
agudas y alcanzan una concentracién con un estado continuo. La concentracién de aquellas zonas es relacionado a
la concentracion del co — ion LE pero no a la concentracion del TE. Una vez que el estado continuo es alcanzado, el
reservorio que contiene al TE es reemplazado con un reservorio que contiene LE. Esto causa un desaglutinamiento
de las zonas ITP agudas, lo que permite a especies individuales el moverse en una modalidad electroforética por
zonas.

[0266] La otra configuracion discutida por Foret, F., et al. utiliza un método similar pero usa un solo electrélito de
fondo (BGE - background electrolyte) en cada reservorio. La movilidad del co — ion BGE es baja de tal forma que
puede servir como un ion de terminacién. La muestra para andlisis contiene co — iones adicionales con una
movilidad electroforética tan alta que pueden servir como la zona de liderazgo durante la migracion tITP. Después de
gue la muestra es inyectada al capilar y se ha aplicado voltaje, los iones lideres de mas alta movilidad en la muestra
forman un limite lider asimétrico y un limite trasero agudo. Justo atras del limite trasero, se forma una discontinuidad
conductiva, y esto resulta en un campo eléctrico no uniforme, y por lo tanto los iones de la muestra se aglutinan. En
la forma en la que la migracién progresa, la zona lider se ampliara debido a la dispersiéon de la migracion de L y la
concentracion de la sal con movilidad mas alta se reducida. El resultado son diferencias que se reducen del campo
eléctrico a lo largo de las zonas de migraciéon. A una cierta concentraciéon de la zona de liderazgo, las bandas de la
muestra se desaglutinaran y se moveran con velocidades independientes en una modalidad electroforética de zonas.
El aislamiento de péptidos puede involucrar cualquier procedimiento conocido en la industria, tal como electroforesis
capilar (por ejemplo, en un capilar o en un chip), o cromatografia (por ejemplo, en un capilar, en una columna o en
un chip).

D. Procedimientos paralaremocion de contaminantes

[0267] En algunas instancias, después del seguimiento de purificacion primario para obtener un polipéptido de
interés, pueden requerirse pasos de purificacion secundarios para remover contaminantes. Los contaminantes
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pueden ser inhibidores, sustancias que interfieren o amortiguadores inapropiados. En una instancia, la remocién de
contaminantes se lograra al purificar especificamente su proteina de interés lejos de una mezcla compleja de
moléculas bioldgicas. En otra instancia, la remocién de contaminantes se lograra al remover especificamente
contaminantes de una muestra que contiene una proteina de interés. Por ejemplo, la proteina inmovilizada puede ser
utilizada para remover selectivamente inmunoglobulinas de una muestra donde estas son consideradas como
contaminantes. En otra instancia, se puede utilizar filtros para remover componentes no deseados de una muestra.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a cromatografia de exclusiéon por tamafio y membranas de ultrafiltracién
gue separan moléculas en base a su tamafio y masa molecular. En otra instancia, la ultracentrifugacién es utilizada
para remover componentes no deseados de una muestra. La ultracentrifugacion puede incluir centrifugacion de una
muestra mientras se monitorea con un sistema 6ptico la sedimentacién (o su falta) de particulas. En otra instancia,
se utiliza electrodialisis para remover componentes no deseados de la muestra. La electrodidlisis es un proceso de
electro membranas en el cual iones son transportados a través de membranas permeables de una solucién a otra
bajo la influencia de un gradiente potencial. Puesto que las membranas utilizadas en la electrodialisis tienen la
capacidad de transportar selectivamente iones que tienen carga positiva 0 negativa y rechazar iones de la carga
opuesta, la electrodidlisis es Util para la concentracién, remocion o separacién de electrolitos.

Remocién de Endotoxinas

[0268] En algunas instancias podria ser necesario el remover endotoxinas de la muestra. Endotoxina son
componentes lipopolisacéaridos pirégenos (LPS — pyrogenic lipopolysaccharide) de bacterias gram negativas. Puesto
gue estas bacterias son ubicuas, no es sorprendente que endotoxinas sean frecuentemente contaminantes de las
preparaciones bioquimicas. Contaminacion de endotoxinas usualmente es medido por unidades de endotoxinas (EU
- endotoxin units), donde 1 EU corresponde a una concentracién de endotoxinas (usualmente alrededor de 0.1 ng /
kg de masa corporal (suficiente para generar una reaccion pirégena). En una instancia, la remocion de endotoxinas
es realizada por medio de ultracentrifugacién. En otra instancia, la remocion de endotoxinas es realizada usando
polimixina B inmovilizada. Los métodos para reducir los niveles de endotoxinas son conocidos para cualquier
persona con conocimiento en la industria e incluye, pero no se limita a, técnicas de purificacion utilizando
cromatografias de soportes silices, polvo de vidrio o hiperoxiapatita, fase reversa, afinidad, exclusion por tamafio,
intercambio de aniones, cromatografia de interaccion hidrofbica y una combinacion de estos métodos, y similares.
Los métodos para medir los niveles de endotoxina son conocidos para cualquier persona con conocimiento normal
en la industria e incluyen, pero no se limitan a, ensayos de lisados de Amebocitos Limulus (LAL - Limulus Amebocyte
Lysate).

Remocién de Detergente

[0269] En algunas instancias podria ser necesario el remover algo o todo el detergente en la muestra. Por ejemplo,
aunque muchos polipéptidos solubles en agua son funcionales en formas solubles de detergente, otros polipéptidos
pueden ser modificados e inactivados por la solubilizacion de detergentes. En una instancia, la remocion de
detergentes puede ocurrir por medio de didlisis. La dialisis es efectiva para la remocion de detergentes que tienen
altas CMCs (concentraciones micelares criticas) y / o pequefios nimeros de aglutinamiento, tales como los
glucésidos N-octilos. En otra instancia, la remocién de detergente de una muestra puede ocurrir por medio de
separacion gradiente de densidad sacarosa. En otra instancia, los detergentes pueden ser removidos de la muestra
por medio de cromatografia de exclusion por tamafio.

E. Polipéptidos Recombinantes

[0270] En una instancia, el aislamiento de los polipéptidos puede usar técnicas de ingenieria genética para sintetizar
proteinas hibridas. Al fusionar la secuencia codificante de un polipéptido de interés con la secuencia codificante de
un polipéptido con alta afinidad a un ligando, una proteina hibrida con un marcador de afinidad puede ser producido
directamente por un microorganismo. Ejemplos de sistemas de expresion son Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, levadura, células de mamiferos y el
sistema baculovirus en células de insectos. El marcador de afinidad puede ser utilizado para recuperar el producto
de un medio de cultivo, lisado celular, extracto, cuerpos de inclusién, espacio periplasmico de las células anfitrionas,
citoplasmo de células anfitrionas, u otro material por medio de cromatografia de afinidad.

[0271] En una instancia, los polipéptidos de aminoacidos no naturales que son secretados en el medio pueden ser
obtenidos por medio de centrifugacion o filtracion. Estas soluciones pueden ser adecuadas para una aplicacion
directa a las columnas de cromatografia. En otra instancia, los polipéptidos que se acumulan intracelularmente son
extraidos antes de la purificacion por medio de cromatografia. En una instancia, los polipéptidos son extraidos por
medio de interrupcion celular. Ejemplos de técnicas de interrupcion celular incluyen desintegradores mecanicos,
tales como trituradores de esferas de vidrio y homogeneizadores de alta presion. En otra instancia, los polipéptidos
son extraidos por medio de permeabilizacion celular. Ejemplos de agentes de permeabilizacion incluyen, pero no
estan limitados a, clorhidrato de guanidina y Triton X-100. Adicionalmente a la permeabilizacion quimica, las células
pueden ser permeabilizadas por medio de lisis enzimatica. La clarificacion del extracto homogeneizado o crudo
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celular obtenido después de la permeabilizacion celular puede ser realizado por medio de centrifugacién o por
métodos de filtracion diferentes, tales como micro filtracion o ultrafiltracion.

[0272] Marcadores de purificacién han sido desarrollados para ser aplicados en cromatografia de intercambio de
iones, de interaccién hidrofobica, de afinidad, de inmunoafinidad, y de quelado de metales. Por ejemplo, los
polipéptidos hibridos con un marcador de poliarginina pueden ser purificados por medio de cromatografia de
intercambio i6nico, péptidos hibridos con un marcador de polifenilalanina pueden ser aislados por medio de
cromatografia hidrofébica, péptidos hibridos con un marcador de - Galactosidasa pueden ser aislados por medio de
cromatografia de afinidad, péptidos hibridos con un marcador de proteina A pueden ser aislados por medio de
cromatografia de afinidad de IgG, péptidos hibridos con un marcador antigénico pueden ser aislados por medio de
cromatografia de inmunoafinidad y péptidos hibridos con una polihistidina pueden ser aislados por medio de
cromatografia de quelado de metales. Los marcadores pueden ser removidos por medios quimicos o enzimaticos.
En algunas secciones, el marcador es removido por medio de una reaccion intramolecular. Una molécula vinculante
puede o no puede ser liberada.

[0273] Asimismo, aminoacidos no naturales pueden ser utilizados para generar marcadores de unificacién y
polipéptidos hibridos con estos marcadores pueden ser purificados utilizando técnicas de cromatografia u otras. En
una seccion, varios aminoacidos no naturales son incluidos en un terminal del polipéptido. La purificacion de este
polipéptido con varios aminoacidos no naturales puede realizarse por medio de cromatografia de afinidad o por otros
medios dependiendo de las propiedades de los aminoacidos no naturales.

[0274] Para conjugar polipéptidos con varios marcadores de aminoacidos no naturales con otra molécula, el
siguiente procedimiento puede ser realizado. Después de enlazar el polipéptido a una resina que vincula el marcador
de aminoacidos no naturales, una reaccion es realizada para conjugar el polipéptido a otra molécula tal como una
PEG. El producto conjugado puede ser liberado de la resina como un resultado de conjugacion o después de que la
conjugacion haya sido completada. La conjugacion puede ser realizada bajo condiciones de desnaturalizacion y se
puede replegar al polipéptido en la resina. La segunda molécula puede ser conjugada al polipéptido en un
aminoacido natural o no natural presente en el polipéptido. La segunda molécula puede ser conjugada al polipéptido
en un aminoacido natural o no natural presente en el marcador de aminoacidos no naturales.

[0275] En otra seccion, los aminoécidos mudltiples no naturales incluidos en un terminal del polipéptido son
aminoacidos que se enlazan con metales. La purificacién de este polipéptido puede realizarse usando métodos
similares a aquellos utilizados para las proteinas marcadas His. En otra seccion, el polipéptido comprende dos 0 mas
aminoacidos no naturales en los cuales uno o mas aminoacidos no naturales son utilizados para enlazar al
polipéptido a la resina y el segundo aminoacido no natural es utilizado para conjugar el polipéptido a otra molécula,
incluyendo, pero sin limitarse a, una PEG. Otros materiales Utiles en las técnicas de purificacion pueden ser
utilizados en vez de resinas. Los marcadores pueden ser removidos por medios quimicos o enzimaticos. En algunas
secciones, el marcador es removido por medio de una reaccion intramolecular. Un enlazador puede ser liberado o no
liberado.

[0276] En otra seccién, un polipéptido hibrido puede tener un aminoacido no natural en la unién del polipéptido y del
marcador. Este aminoacido no natural puede ser utilizado para separar al polipéptido del marcador por medio de una
division quimica, por ejemplo durante o después del enlace del marcador a una columna. Este aminoacido no natural
puede ser utilizado para separar el polipéptido del marcador por medio de una division enzimatica o por medio de
una reaccion quimica intramolecular.

[0277] En otra seccion, un método tipo “pro - medicamento” es utilizado. Un polipéptido de aminoacidos no naturales
esta atado a una matriz de purificacion, y una porcion o todo el polipéptido es liberado después de un evento,
incluyendo, pero sin limitarse a, una reaccion intramolecular, exposicién a luz ultravioleta (molécula activada por la
luz para su liberacidn), divisién quimica o divisién enzimatica.

[0278] En otra seccién, un lugar de divisién especifico en la unién entre las partes de un polipéptido podria
introducirse. Esto permite, por ejemplo, la divisién de una molécula hibrida para producir la proteina de interés libre
del marcador de afinidad. La remocion de una secuencia de fusién puede lograrse por medio de una division
enzimatica o quimica. Para dividir el marcador de afinidad del polipéptido de interés, un lugar especifico de division
quimica o enzimatica puede ser disefiado en las proteinas de fusion. La remocién enzimatica de las secuencias de
fusion puede lograrse utilizando métodos conocidos a aquellas personas con conocimiento normal en la industria. La
eleccion de la enzima para la remocion de la secuencia de fusion se determinara por medio de la identidad de la
fusién, y las condiciones de reaccion seran especificadas por la eleccion de la enzima tal como sera aparente para
aquellas personas con conocimiento normal en la industria. La division quimica puede ser lograda utilizando
reactivos conocidos a aquellas zonas con conocimiento normal en la industria. La divisién quimica puede ser lograda
utilizando reactivos conocidos por aquellas personas con conocimiento normal en la industria, incluyendo, pero sin
limitarse a, bromuro de cianégeno, proteasa TEV, y otros reactivos. Ejemplos de reactivos de division incluyen, pero
no se limitan a, acido férmico, hidroxilamina, colagenasa, factor Xa, enterocinasa, renina, carboxipeptidasa A y
carboxipeptidasa B. El polipéptido dividido de la hGh puede ser purificado a partir de la secuencia de fusion dividida
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y de los reactivos de divisién por medio de métodos conocidos para aquellas personas con conocimiento normal en
la industria. Aquellos métodos seran determinados por medio de la identidad y las propiedades de la secuencia de
fusion y el polipéptido, tal como sera aparente a cualquier persona con conocimiento normal en la industria. Los
métodos para purificacion podrian incluir, pero sin limitarse a, cromatografia de exclusion por tamafio, cromatografia
de interaccion hidrofébica, cromatografia de intercambio iénico o didlisis o cualquiera de sus combinaciones.

[0279] Con un numero creciente de terapias de proteinas y péptidos en desarrollo, existe una demanda para un
método de purificacién proteinico eficiente, econémico y a larga escala que no sea costoso ni dificil de incrementar.
Las resinas u otros materiales conocidos para aquellas personas con conocimiento en la industria pueden ser
utilizados para aislar a los polipéptidos. La figura 10 muestra un ejemplo de un método de purificacion para un
polipéptido de aminoacidos no naturales utilizando una resina que reacciona con el aminoacido no natural. Un
enlace covalente es formado entre un marcador de afinidad quimicamente especifico en la resina y un aminoacido
no natural presente en la proteina. Aquellos enlaces son estables bajo una gama amplia de condiciones de pH y de
purificacion. El paso de preparacion puede ser realizado en modalidades alternas, incluyendo, pero sin limitarse a,
una modalidad de bafio, que permite la purificacion a larga escala. La resina y los marcadores de afinidad son
fisicamente y quimicamente estables, y por lo tanto, pueden ser reutilizados para reducir el costo de la purificacion
proteinica a larga escala. La separacion puede ser realizada en conjunto con una conjugacién del polipéptido a las
moléculas incluyendo, pero sin limitarse a, PEGs. Este método de “una olla” simplifica aun mas el proceso de
conjugacion y reduce el costo de produccion de las proteinas, incluyendo, pero sin limitarse a, las proteinas
terapéuticas objetivo (figura 11). Las resinas pueden ser seleccionadas y funcionalizadas de acuerdo al aminoacido
no natural presente en el polipéptido. La figura 12 muestra un ejemplo de seleccién de resina y su funcionarizacion.
Las resinas u otras matrices para purificacion pueden ser funcionalizadas con diferentes grupos funcionales
dependiendo en el aminoacido no natural en el polipéptido. Por ejemplo, la figura 13 muestra un ejemplo de
purificacién de afinidad de un polipéptido de amino&cidos no naturales utilizando una resina de hidroxilamina. La
figura 14 muestra un ejemplo de purificacion de un polipéptido de aminoacidos no naturales utilizando una resina de
aldehidos. La habilidad para regenerar la matriz utilizada en los métodos de purificacion también suministra ventajas
para la produccion a larga escala.

[0280] En algunas instancias, el proceso de purificaciéon cambia uno o mas aminoacidos no naturales presentes en
el polipéptido a uno 0 mas aminoacidos naturales. La figura 15 muestra un ejemplo de purificacion de proteinas
naturales de un precursor de aminodcidos no naturales. El aminoacido no natural es convertido a tirosina después
deliberar la resina utilizada en el proceso de purificacion. La figura 16 muestra ejemplos no limitantes de
aminoacidos no naturales.

[0281] Los aminoacidos no naturales presentes en un conjunto de dos o méas proteinas pueden ser utilizados para
purificar complejos de polipéptidos. Los aminoacidos no naturales pueden ser enlazados entre si o juntados por
medio de un simulador, un polimero u otra molécula para permitir la purificacion de un complejo de polipéptidos. Los
polipéptidos pueden ser aislados en esta forma incluyendo, pero sin limitarse a, varias subunidades de receptores o
enzimas. Las técnicas utilizadas para aislar los complejos pueden utilizar uno o mas aminoacidos no naturales
adicionales presentes en uno o mas de los polipéptidos. Las técnicas para aislar proteinas grandes son conocidas
por personas que tienen experiencia en la industria. La disociacion del complejo de polipéptidos puede ser realizado
utilizando uno o mas aminoéacidos no naturales presentes en uno o0 mas de los polipéptidos. Uno o mas de los
aminoacidos no naturales pueden reaccionar con otra molécula con un grupo funcional que causa la separacion de
los polipéptidos en el complejo.

[0282] En algunas instancias, los polipéptidos pueden formar un complejo debido al que las interacciones no
covalentes que involucran a uno 0 mas aminoacidos naturales presentes en el polipéptido.

[0283] En algunas instancias, la interaccién electro / quimica puede causar campos eléctricos 0 magnéticos que
pueden ser utilizados para purificar a los polipéptidos debidos a uno 0 mas aminoacidos no naturales presentes en el
polipéptido. En otras secciones, purificaciones o aislamientos de una sola célula se puede lograr utilizando un
polipéptido de aminoacidos no naturales.

Xll. Examinacién de la biblioteca

1. Examinacion de alto caudal

[0284] Los métodos tecnoldgicos para el proceso de examinacién de los aminoacidos no naturales, polipéptidos de
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos aqui descritos,
incluyen, pero no se limitan a, sistemas de examinacion que se basan en platos de varios pozos, sistemas de
examinacion que se basan en células, sistemas de examinacién que se basan en micro fluidos y examinaciones de
objetivos solubles en contra de componentes de medicamentos sintetizados en una fase soélida.

[0285] Los formatos automatizados de multipozos son desarrollados como sistemas de examinacion de alto caudal.
Sistemas automatizados de examinacion que se basan en platos de 96 pozos son ampliamente utilizados. Los
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sistemas de examinacién que se basan en platos pueden ser hechos para reducir el volumen de los pozos de
reaccion aun mas, por lo tanto, incrementando la densidad de los pozos por plato. Otros tipos de ensayos de alto
caudal, tales como ensayos que se basan en células miniaturizadas también pueden ser utilizados en este invento.
Los ensayos que se basan en células miniaturizadas tienen el potencial de generar datos de examinacién para
calidad y precision, debido a su naturaleza in vivo. Los sistemas de examinacion que se basan en micro fluidos que
mide las reacciones in vitro en la solucién utilizan canales de desde 10 hasta algunos cientos de micrometros de
ancho. Las micro bombas, el flujo electro - osmético de las valvulas integradas y los dispositivos de mezcla
controlan el movimiento de los liquidos a lo largo de la red de canales.

[0286] Las bibliotecas de examinacion pueden ser agrupadas en forma de, solamente como ejemplo, Examinaciones
Generales 0 que se Basen en Plantillas tales como grupos con mallas heterociclicas comunes; dirigidas tales como
selecciones que se basan en mecanismo, por ejemplo, quinasa tal como reactivos quimicos que contienen
compuestos que son asociados mas frecuentemente con una actividad biolégica mas alta que la de otras
estructuras; diversidad tal como la de compuestos preseleccionados de existencias disponibles con una maxima
diversidad quimica; extractos vegetales; productos naturales / derivados de productos naturales, etcétera.

A. Bibliotecas quimicas

[0287] Las bibliotecas quimicas combinatorias son un medio para asistir en la generacion de nuevos avances en
compuestos quimicos. Una biblioteca quimica combinatoria es una coleccion de compuestos quimicos diversos
generados por medio de sintesis quimica o sintesis biolégica al combinar a varios “bloques estructurales” quimicos
tales como reactivos. Millones de compuestos quimicos pueden ser sintetizados por medio de mezclas
combinatorias de blogques estructurales quimicos. LogP, masa molecular, nimero de donantes y aceptadores de
enlaces H, tal como se establece en los requerimientos de “la regla de cinco” de Lipinski, ayudan a determinar
candidatos fuertes para las caracteristicas de los medicamentos. La “regla de cinco” de Lipinski requiere al
compuesto tener estas propiedades: cinco o menos donantes de enlaces de hidrégeno, una masa molecular menor
o igual a 500 Da, LogP calculado menor o igual a cinco), y 10 o menos aceptadores de enlaces de hidrégeno. Las
tecnologias de examinacion de alto caudal acopladas con las bibliotecas de compuestos obtenidas por medio de
métodos de sintesis de alto caudal y / o quimica combinatoria pueden ser utilizados para identificar rapidamente y
optimizar lighndoos para aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de
amino&cidos no naturales modificados y sus fragmentos, tal como se describe en este documento.

[0288] Las bibliotecas de diversidad quimica de compuestos organicos incluyen, pero no se limitan a:
benzodiazepinas, diversémeros tales como hidantoinas, benzodiacepinas y, sintesis organicas andlogas de
pequefias bibliotecas de compuestos, bibliotecas oligoméricas tales como péptidos, glicinas de N-alquilo,
policarbamatos y poliureas, oligocarbamatos, y / o fosfonatos de peptidilos, bibliotecas de hidratos de carbono,
bibliotecas de compuestos quirales, y bibliotecas de moléculas pequefias organicas. Una amplia variedad de
bibliotecas de compuestos heterociclicos han sido sintetizadas por medio de métodos de fases solidas. Estos
incluyen, en forma de ejemplos solamente, benzodiacepinas, pirrolidinas, hidantoinas, 1,4-dihidropiridinas,
isoquinolinones, dicetopiperazinas, bencilpiperazinas, quinolonas, dihidro- y tetrahidroisoquinolinas, 4-tiazolidinonas,
b-lactdmicos, bencisotiazolonas, pirroles e imidazoles.

[0289] Las bibliotecas combinatorias de compuestos inorganicos incluyen, pero no se limitan a, (a) 6xidos de
metales y elementos de grupos principales, incluyendo 6xidos de metales de transicion tales como zirconio, titanio,
oxido de manganeso, 6xidos de tierras raras tales como 6xido de cerio y o0xido de lantano; y los 6xidos de estado
sélido binario, ternario, y estados mas complejos y fases ceramicas; diversas formas de alimina, silice,
aluminosilicatos y aluminofosfatos; (b) formas naturales y sintéticas de aluminosilicato y de silicato tales como
zeolitas ZSM-5, Beta, zeolita VY, y ferrierita, diversas formas de tamices moleculares tales como aluminofosfatos y
titanosilicatos; arcillas naturales o sintéticas y minerales relacionados, tales como caolin, atapulgita, talco,
montmorillonita y Laponite®; (c) Ceramicas sin 6xido tales como carburos metéalicos y nitruros; (d) varias formas de
carbonos tales como carbones activados, tamices moleculares de carbono, grafitos, fullerenos, nanotubos de
carbono, carbono negro; y (e) Varios polimeros organicos, oligbmeros o resinas, tales como polietilenos,
polipropilenos, poliestireno, poliamidas, polimeros de hidrocarburos halo, poliésteres; (f) metales tales como metales
preciosos y / 0 metales de transicion depositados, mezclados con o intercambiados a cualquier soporte tal como
cualquiera de los materiales descritos en (a) — (e). Ejemplos de aquellas fases incluyen Pt / alumina, Pd / alimina y
CuZSM-5.

B. Bibliotecas biologicas

[0290] La biblioteca de péptidos usando micro - organismos.- Receptores de anticuerpos y células
inmunoldgicas del sistema inmunoldgico son bibliotecas biologicas representativas. El sistema inmunolégico, todos
los procesos del disefio, la sintesis y la optimizacién de la biblioteca son controlados por los organismos en si. Solo
estructuras de la informacién de antigenos y genética para formar factores embrionarios son condiciones externas,
pero el resto es controlado estructuralmente por medio de factores internos. Puesto que el sistema inmunoldgico
utiliza bibliotecas estructurales proteinicas, estas son bibliotecas que usan aminoacidos como factores basicos.
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Puesto que los péptidos o proteinas hechos de aminoacidos son los primeros productos de la sintesis por medio de
la traducciéon de informacion genética, a través de tecnologias de ingenieria genética, las proteinas de las
secuencias deseadas pueden ser obtenidas facilmente al insertar la informacién genética modificada en micro
organismos tales como bacterias y virus. La sintesis de las bibliotecas de microorganismos trae consigo varias
ventajas. Es posible clonar microorganismos para hacer solamente de un tipo de proteinas por microorganismo, y
aunque solo una célula es adquirida, el nimero de clones puede ser incrementado facilmente por medio de
multiplicacién celular. La otra ventaja de utilizar microorganismos es que estos pueden auto propagarse cuando
existe suficiente suministro. Después de sintetizar la cepa de ADN que hace la secuencia proteinica deseada, su
cepa complementaria ya es sintetizada, por las enzimas si esto fuese necesario. Para qué el ADN sintetizado se
replique y se traduzca apropiadamente de en microorganismos, éste necesita ser sacado con un vector e insertado
en los microorganismos. El siguiente paso involucra que las proteinas se expresen la superficie de los
microorganismos, para encontrar las proteinas deseadas.

[0291] Para hacer la biblioteca cierta informacion genética es necesaria. La sintesis aleatoria de ADN o el corte de
cDNA de todo el ADN gendémico de un organismo en particular pueden ser utilizados. Una porcion de la secuencia
de ADN que elabora cierta proteina puede ser modificada para hacer una biblioteca proteinica mutada en
consideracion de las limitaciones de volumen y las tasas de expresnon de Ia incubacién de microorganismos, 10° (1
billén) tipos de bibliotecas pueden realizarse. En comparacion de 10° a 10’ tipos de bibliotecas de sintesis, es un
nimero enorme. El ntimero de polipéptidos de 5 unidades es 20° (3.2 millones), aquel de las de 6 unidades es 64
millones, y para los péptidos de 7 unidades el nimero pasa de mil millones. Por lo tanto, si mas de siete
aminoacidos son cambiados, una biblioteca incompleta que no contiene todas las combinaciones posibles es
realizada. Para proteinas largas, siete aminoéacidos diferentes pueden ser seleccionados por separado y
reemplazados cuando el ADN es sintetizado aleatoriamente, los cédigos de ADN pueden ser repetidos y se pueden
designar al mismo aminoécido, y la generacibn de cambios de frecuencia. Por lo tanto, para realizar las
combinaciones posibles, una cantidad mas alta de clones son requeridos.

[0292] Una biblioteca bioldégica combinatoria tal como una biblioteca de polipéptidos se forma al combinar un
conjunto de bloques estructurales quimicos llamados aminoacidos en todas las formas posibles para largo de
compuesto dado (es decir, el nimero de aminoacidos en un compuesto de polipéptidos). Las proteinas pueden ser
miembros de una familia proteinica tal como una familia receptora (ejemplos: receptores de factores de crecimiento,
receptores de catecolamina, receptores de derivados de aminoacidos, receptores de citoquinas, lecitina), familia de
ligandos (ejemplos: citoquinas, serpinas), familia enzimatica (ejemplos: proteasas, quinasas, fosfatasas, GTPasas
similares a las hidrolasas), factores de transcripcion (ejemplos: receptores de hormonas esteroideas, factores de
transcripcion del golpe de calor, dedo de zinc, cierre de leucina, homeodominio), proteasas de SIDA o proteasas del
virus de hepatitis C (HCV - hepatitis C virus) y anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (Fab, por ejemplo). Otros
ejemplos son pertoides, péptidos codificados, biooligomeros aleatorios, dipéptidos, polipéptidos vinilogos,
peptidomiméticos nonpeptidales con portadores de glucosa Beta D, bibliotecas de anticuerpos, y las bibliotecas de
acidos nucleicos peptidicos.

[0293] Biblioteca bacteriéfaga.- Es una con nimero de métodos proteinicos de biblioteca. El bacteriéfago vive en
una bacteria anfitriona y un tipo del virus con materiales genéticos y cépsidas. Los virus M 13 y lambda son los mas
famosos

[0294] Un M13 es un virus delgado y largo y debido a su tamafio pequefio de su genoma, muchas bibliotecas
pueden ser realizadas facilmente. En contraste con otros virus, puede salir afuera de las células anfitrionas sin que
se dafien o que se inhiba su crecimiento. Es conocido que M13 amplifica su informacion genética en la célula
anfitriona y gasta a la capsida cuando emerge. Hace 10 tipos de proteinas y pVIll y capsidas son utilizadas
usualmente en la sintesis bibliotecaria entre ellas. Una proteina pVIIl rodea a todo el cuerpo y tiene alrededor de 50
aminoéacidos. Usualmente 2700 por cada virus son expresadas. Puesto que el extremo amino sobresale hacia el
exterior de la capsida, éste puede ser modificado para expresar un péptido diferente. Usualmente un péptido largo
no puede ser expresado, pero es posible para péptidos de 6 unidades. Dado el gran monto de moléculas de la
misma biblioteca que son expresados al mismo tiempo, a pesar de su tamafio relativamente pequefio, es apropiado
para una reaccion con varios ligandoos. Una proteina de pastilla se expresa al extremo de un virus, y usualmente se
expresan de tres a cinco proteinas de 406 aminoacidos. Puede expresar proteinas muy largas de tal forma que se
ha usado para todas las bibliotecas proteinicas o de anticuerpos. Un anticuerpo normal utiliza Fab, una regién de
reconocimiento de antigenos, o una cadena Fvs. La biblioteca de bacteriéfago y la hibridoma son los métodos mas
famosos para hacer anticuerpos. M13 es ideal para hacer bibliotecas de peptldos aleatorios y el virus es
suficientemente estable para precipitarlo y concentrarlo para examinar bibliotecas 10° en un volumen de 1 - 10 pl es
posible.

[0295] En contraste con el M13, un virus lambda se cubre asimismo con una capsida en el citoplasma y sale de su
célula anfitriona cuando existe un nuamero suficiente, en vez de gastar una capsida cuando emerge. En otras
palabras, si una proteina diferente es expresada, probablemente emergera en una forma replegada con funciones
apropiadas. Una proteina pV y D son utilizadas cominmente para la sintesis bibliotecaria. Puesto que las proteinas
pueden ser expresadas en la superficie del bacteriéfago, existe un péptido aleatorio, fragmentos proteinicos
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naturales, bibliotecas proteinicas connotaciones particulares y fragmentos de anticuerpos parciales y estos son
utilizados como materiales de cromatografia, reacciones mutuas proteina - proteina, blsqueda de lugares para el
enlace de receptores y descubrimientos de medicinas.

[0296] Muestra de fagos es una técnica utilizada cominmente para hacer bibliotecas de péptidos. Estas bibliotecas
de péptidos son utilizadas para examinar e identificar péptidos que tienen una actividad deseada particular, tal como
la habilidad de enlazarse a otros péptidos u otras moléculas. En la muestra de fagos la biblioteca de péptidos es
fusionada a la proteina bacteri6faga, cominmente una proteina cobertora, que se muestra en la superficie del fago.
La biblioteca del péptido que tiene el fago es contactada con un comparfiero de enlace inmovilizado, tal como una
superficie celular o una proteina purificada, y los vinculadores especificos son aislados. Las técnicas y bibliotecas de
muestras de fagos son descritas en las patentes de Estados Unidos numeros 5580717, 5702892, 5750344,
5821047, 5962255, 6140471, 6475806, 5427908, 5667988, 5733743, 5750373, 5824520, 6096551, 6225447,
6492160. La patente de Estados Unidos numero 5,750,373 describe un método para seleccionar las proteinas
nuevas tales como variantes de fragmentos de hormonas de crecimiento y de anticuerpos a las cuales se les ha
alterado las propiedades de enlace para sus moléculas receptoras respectivas. El método incluye la fusién de la
codificacion genética de una proteina de interés al dominio terminal carboxi de la proteina cobertora genética Il del
fago filamentoso M13.

[0297] Bibliotecas de bacterias y levaduras - no solamente virus con cépsidas, pero también bacterias con
paredes celulares y membranas pueden ser utilizadas para la expresion de una biblioteca también. Ambas, las
bacterias gram positivas y gram negativas pueden ser utilizadas para expresar proteinas en la superficie celulares, y
E. coli, una bacteria gram negativa, es utilizada comunmente. La biblioteca de bacterias puede encontrar un
antigeno que se enlaza fuertemente a un anticuerpo particular y lo utiliza como una vacuna, o puede expresar
anticuerpos o bibliotecas receptoras para el analisis de ciertos materiales.

[0298] Se le llama modificacion de traducciones a que las proteinas de animales méas elevados sean modificados por
medio de fosforilacion o el aumento de azlcar después de la sintesis proteinica. Pero una bacteria, una procariota,
no tiene esa funcion, y aun cuando una proteina es sintetizada, se precipita debido a su mala solubilidad o se
desactiva en la mayoria de casos. Por lo tanto, S. cerevisae, una eucariota, es utilizada. Aunque S. cervisae es
unicelular como las bacterias, tiene una funcién de modificacion de traducciones y se pueden realizar proteinas muy
similares a las originales.

[0299] A diferencia de los virus, estos tienen células de tamafios en micrones de tal forma que la FACS
(organizacion celular activada por fluorescencia - fluorescence-activated cell sorting) puede ser utilizada. Las
moléculas objetivo marcadas con florescencia son agregadas a la biblioteca de proteinas expresadas en una
superficie celular y fluyen a través de los tubos de la maquina FACS. FACS organiza cada célula por colores e
intensidades fluorescentes como vivas. Es posible examinar moléculas objetivas diferentes con colores diferentes y
también es posible organizar las células de diferentes intensidades y selectividad. Otra ventaja es una examinacion
de fase liquida. No es necesario el separar fuertemente a las moléculas aferradas. Las células organizadas se
multiplican nuevamente y estas son re -examinadas.

[0300] Las técnicas de muestras de superficie de levadura también son ampliamente utilizadas para producir y
mostrar bibliotecas de péptidos. Las muestras de superficie de levadura pueden ser utilizadas en combinacién con la
organizacion celular activada por fluorescencia para seleccionar células que muestren para los péptidos deseados.
Las técnicas de muestras de superficies de levadura y las bibliotecas son descritas en las patentes de Estados
Unidos nimeros 6083693, 6406863, 6410271, 6232074, 6410246, 6610472.

[0301] La muestra de la superficie bacteriana ha sido utilizada en una variedad de formas para mostrar péptidos en
la superficie celular o en el periplasma. Una variedad de anfitriones bacterianos estan disponibles para su uso en
este sistema, tal como son una variedad de polipéptidos que se anclan a dominios para adherirse al péptido
mostrado en la superficie celular. Las técnicas de muestras de superficies bacterianas y las bibliotecas estan
descritas en las patentes de Estados Unidos nimeros 5348867, 5866344, 6277588, 5635182, 6180341.

[0302] Oftros sistemas in vivo son utilizados para hacer bibliotecas de polipéptidos e identificar cambios en
actividades, tales como la modulacion de enlaces proteinicos objetivos, que resultan de cambios en secuencias de
aminoacidos. Ejemplos de sistemas in vivo incluyen, pero no se limitan a, el sistema hibrido de dos levaduras
(Schneider, S et al., Nat. Biotechnol., 17, 170-175 (1990)), y el ensayo de complemento de fragmentos proteinicos
reductasa de dedihidrofolato (Pellitier, N.J. et al., Nat. Biotechnol., 17, 683-690, (1990)).

[0303] Vista panoramica bioldgica - Una biblioteca de microorganismos sintetizados puede ser utilizada para
encontrar un polipéptido que se enlaza con una molécula particular con una alta afinidad.

[0304] Moléculas objetivas, tales como aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales,

polipéptidos de amino&cidos no naturales modificados y sus fragmentos, tal como se mencionan en este documento,
pueden ser colocados en una forma uniforme en el plato de pruebas. La biblioteca de microorganismos preparada
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puede ser afiadida al plato. Sélo los microorganismos que se enlazan fuertemente a las moléculas objetivas
permaneceran y el resto quedaran en la solucién. Después de un rato, los organismos no enlazados pueden ser
descartados, y después los microorganismos enlazados en una forma débil o accidentalmente seran lavados con
soluciones apropiadas. La afinidad de enlace de las moléculas objetivo determinaran el proceso de lavado. Los
microorganismos que todavia permanezcan seran separados por medio de la adicion de moléculas objetivos
concentradas con un bajo o alto pH, y la cantidad es amplificada por medio de re - incubacién. A veces podria ser
dificil el separarlas sin matar las bacterias cuando la afinidad es demasiado fuerte. Si es un bacteriéfago, en vez de
una separacion, se puede infectar a la célula anfitriona directamente. Puesto que todavia puede existir algunos
microorganismos no deseados enlazados accidentalmente, los primeros organismos amplificados podrian ser objeto
de examinaciones repetidas y procesos de amplificacién para incrementar el nimero de clones que contienen a las
proteinas vivas. Finalmente, después de ser incubadas en concentraciones bajas, cada clon podria ser separado y
usualmente decenas de clones podrian ser seleccionados y utilizados para analisis secuenciales de ADN. Esto es
exitoso si las estructuras de los péptidos provenientes de la informacion de ADN son reconocibles y la mayoria de
los clones muestra secuencias que van acorde con los péptidos. Sin embargo, puesto que las proteinas pueden
tener toxicidad hasta los niveles de los clones y la expresion de ADN puede variar, existe una posibilidad que se
seleccionen clones que se multiplican méas rapido y que se han expresado bien en vez de los resultados de
examinacion deseados. Por lo tanto, un paso de confirmacién es necesario para la medida de la sintesis y afinidad
de enlace del péptido.

[0305] La tecnologia de bibliotecas proteinicas de microorganismos usa fundamentalmente la habilidad de auto
reproduccion de organismos vivos. Eso es, al amplificar (alimentar) una cantidad pequefia de moléculas candidatas
obtenidas, se puede incrementar la pureza y la cantidad.

[0306] Muestra de ribosomas - las técnicas de muestra de ribosomas y muestra de ARNm también son
ampliamente utilizadas para hacer bibliotecas de péptidos. Las muestras de ribosomas y las muestras de ARNm son
técnicas in vitro que acoplan el ARNm que codifica a un péptido con el péptido codificado en el ribosoma o utilizando
puromicina. Las técnicas de muestra de ribosomas y muestras de ARNm y las bibliotecas son descritas en las
patentes de Estados Unidos nimeros 6416950, 6436665, 6602685, 6660473, 6429300, 6489116, 6623926,
6589741, 6348315, 6207446, 6258558, 6416950, 6440695, 6228994, 6281344, 6429300, 6660473, 5580717,
5688670, 6238865, 6261804, 6518018, 6281344, 6258558, 6214553.

[0307] Biblioteca de ADN, ARN - El desarrollo de la tecnologia de amplificacién de PCR, ADN, ha permitido el usar
acidos nucleicos como bibliotecas. Puesto que los ADN y los ARN son hechos de 4 unidades, 10 oligbmeros tienen
410 (alrededor de 10° igual a 1 millén) de tipos y 20 bibliotecas de oligdbmeros pueden tener alrededor de 1012. Al
usar sintetizador de ADN de fase sélida automatizada, el extremo 5’ y el extremo 3’ estan fijos en una secuencia y A,
T, C, y G son colocados aleatoriamente puesto que cada uno toma alrededor del 25% de la secuencia. Cuando una
cepa esta hecha, puede ser replicada al usar enzimas o amplificada por medio de PCR. Comunmente, alrededor de
1014 - 15 moléculas son hechas y utilizadas, pero ocasionalmente existen alrededor de 40 lugares (1024 tipos) para
su introduccion aleatoria, a veces en 10 con un conjunto incompleto para la biblioteca. Para la biblioteca de ADN, los
ADNSs en si son utilizados simplemente, pero para la biblioteca de ARN, se necesita la polimerasa ARN T7 para la
transcripcion.

[0308] Las bibliotecas preparadas son organizadas por medio de examinaciones de enlaces moleculares objetivos;
amplificadas por medio de PCR para ADN y por medio de RT-PCR para ARN. Aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos
tal como se los presenta en este documento, pueden ser utilizados como moléculas otzjetivas. Examinaciones y
amplificaciones de la biblioteca amplificada se repiten hasta que el nimero de inicio de 10*-'® es reducido a algunos
cientos, y entonces las secuencias de moléculas candidatas adquiridas son analizadas y cada afinidad de enlace es
medida. A aquellos ADNs y ARNs adquiridos se les llama aptdmeros, y muestran una afinidad fuerte hacia las
moléculas objetivas proteinicas. El aptdmero inhibe la funcién in vivo de la molécula objetiva, pero es destruida
rapidamente por medio de nucleasas in vivo. Para resolver el problema, algunas partes de la biblioteca son
sustituidas con apoyos nucleicos artificiales para incrementar la resistencia en contra de las nucleasas.

[0309] Algunos ejemplos de bibliotecas bioldgicas incluyen, pero no se limitan a, la Biblioteca de Lipidos Bioactivos;
la Biblioteca de Endocannabinoides -Compuestos que tienen actividad en los receptores cannbinoide (CB) y en el
vaniloide (VR) que incluyen varias clases de ligados, por ejemplo, Amidas, Etanolamidas, Lipo-aminoacidos, Acil-
Gabas y Acil-dopaminas etc.; Biblioteca de Bioactivos Conocidos, tales como, los ligandos de GPCR, moduladores
de segundos mensajeros, ligandos de receptores nucleares, moduladores de actina y tubulina, inhibidores de
quinasa, inhibidores de la proteasa, bloqueadores de los canales i6nicos, agentes de regulacion genética,
inhibidores de la biosintesis de lipidos, etc .; Biblioteca de ligandos de Canales l6nicos; Biblioteca de inhibidores de
Quinasa / fosfatasa; Biblioteca de Productos Naturales — los productos naturales son una fuente sin igual de la
diversidad quimica y son un punto de partida ideal para cualquier programa de deteccion para las pequefias
moléculas farmacolégicamente activas; Biblioteca de Neurotransmisores - ligandos de receptores CNS, tales como,
Adrenérgicos, dopaminérgicos, Serotonergicos, opioides (y ligandos Sigma), colinérgicos, Histaminergicos (y
ligandos de Melatonina), Glutamatergicos ionotropicos, Glutamatergicos metabotropicos, GABAergicos, Yy
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Purinergicos (y adenosinas) etc.; Biblioteca de Ligandos Receptores Nucleares — La Biblioteca de Ligandos
Receptores Nucleares contiene compuestos con los receptores nucleares. Agonistas y antagonistas de los
receptores se pueden incluir; Biblioteca de Ligandos Huérfanos — La biblioteca de Ligandos Huérfanos contiene
compuestos con actividad biolégica, pero cuyos compareros de enlaces proteinicos no han sido identificados. Por
ejemplo, Aminas de rastreo, metabolitos de neurotransmisores, R-carbolinas enddgenas, metabolitos urinarios,
congéneres de nicotina, y aminoéacidos D, etc.

2. Métodos de examinacion

[0310] En este documento se presentan métodos para identificar agentes candidatos que enlazan a una proteina o
actian como un modulador de las caracteristicas de enlace o actividad biolégica de una proteina. Se pueden realizar
ensayos en varias formas incluyendo la examinacion de una biblioteca de polipéptidos de aminoacidos no naturales
con una molécula conocida o viceversa. En una instancia, el método es realizado en tubos de pruebas individuales o
en una escala modesta. En otra instancia, el método es realizado simultaneamente en varios ensayos. Por ejemplo,
el método puede ser realizado al mismo tiempo en varias mezclas de ensayos en un plato de examinacién de varios
pozos. Por lo tanto, tal como se muestra en este documento es un sistema de examinacion de alto caudal. En
referencia a ensayos para interacciones, en una instancia, lecturas de fluorescencia o absorcion son utilizadas para
determinar la actividad. Otras actividades bioldgicas a ser ensayadas, en forma de ejemplo, exclusivamente, son la
acetilacion, carboxilacion, acilacion, fosforilacion, defosforilacién, ubiquitinacion, glicosilacion, la modificacion de
lipidos, -ribosilacién ADP, biodisponibilidad y vida media.

[0311] Existen muchos métodos conocidos para aquellas personas con conocimiento en la industria que también
suelen ser utilizados para la deteccidn de interaccion entre un polipéptido de aminoacidos naturales y otra molécula
dentro de un ensayo de examinacién. Estos métodos podrian incluir, en forma de ejemplo solamente, ensayos de
enlaces fluorescentes, ensayos de cambios térmicos, ensayos de cambios de movilidad electroforética, ensayos de
enlaces proteina - proteina, ensayos de examinacién bioquimica, ensayos inmunoldgicos (es decir
inmunoprecipitaciones) y ensayos que se basan en células (es decir, dos o tres examinaciones hibridas, descenso
GST, sistema TAP-TAG (TOPA — MARCA)), ensayos de expresion, ensayos de enlaces proteina - ADN, ensayos
funcionales (ensayos de fosforilacion, etcétera) y similares. Refiérase, por ejemplo, a la patente de Estados Unidos
namero 6,495,337. Otros métodos también podrian incluir sistemas de chips proteinicos que pueden examinar
enzimas, proteinas receptoras o0 anticuerpos que ayudan a realizar estudios de interaccidon de proteina - proteina,
estudios de enlaces de ligaindoos o ensayos inmunoldgicos (MacBeath y Schreiber, Science (Ciencia) 2000 289:
1760-1763). Otra instancia podria involucrar, medicamento de perfil que puede tener un efecto en las células
intactas, que son introducidas con polipéptidos de aminoacidos no naturales funcionales, sondeando la fisiologia
celular utilizando coloraciones fluorescentes para el ADN y otras proteinas conocidas por interactuar con el
polipéptido de aminoacidos no naturales y utilizar imagenes generadas por microscopios fluorescentes para medir
los cambios en el comportamiento celular (Mayer, T.U., Kapoor, T.M., Haggarty, S.J., King, R.W., Schreiber, S.L.,
Mitchison, T.J. (1999). Science. (Ciencia) 286, 971-4.).

[0312] En particular, existen muchos métodos por medio de los cuales la deteccion de la vinculacion de un ligando
de prueba a un polipéptido de aminoacidos no naturales (y, por lo tanto, por medio de los cuales la identificacion de
un ligando de los polipéptidos de aminoacidos no naturales) puede ejecutarse. Métodos utiles son aquellos por los
cuales el polipéptido de aminoacidos no naturales replegado puede ser distinguido de un polipéptido de aminoéacidos
no naturales desplegado. Los métodos descritos a continuacion, en forma de ejemplos solamente, algunos de los
medios que se pueden utilizar para hacer esto. En cada caso, el método de deteccion es ejecutado como una
combinacion de pruebas (probando la combinacion entre el ligando y el polipéptido de aminoacidos no naturales)
después de que haya pasado suficiente tiempo para el enlace de un polipéptido de aminoacidos no naturales a su
ligando y en una combinacion de control (que es la misma que la combinacién de prueba excepto que no hay ningin
ligando presente).

A. Métodos para Determinar la Presencia de un Polipéptido de Aminoacidos No Naturales Replegados

[0313] En este método, un ligando de prueba puede ser combinado con un polipéptido de aminoacidos no naturales
para el cual un ligando (es decir, una gente que enlaza al polipéptido de aminoacidos no naturales) debe ser
identificado. La combinacion resultante es una combinacién de prueba del ligando con el polipéptidos de
aminoéacidos no naturales o una combinacién de prueba. En general, el ligando de prueba esta presente en montos
molares excesivos, en relacion al polipéptido de aminoacidos no naturales. Este método puede ejecutarse en una
solucion o en algunas secciones del método, el polipéptido de aminoacidos no naturales puede estar presente en
una fase sélida (por ejemplo, conectado, covalentemente por medio de un enlace o de otra forma a una esfera). El
ligando de prueba y el polipéptido de aminoacidos no naturales son combinados bajo condiciones (por ejemplo,
temperatura, pH, concentracion salina tiempo) apropiadas para enlazar al polipéptido de aminoacidos no naturales al
ligando. Adicionalmente, las condiciones bajo las cuales el ligando de prueba y el polipéptido de aminoacidos no
naturales son combinados de tal forma que, para un polipéptido de aminoacidos naturales que se despliega
irreversiblemente, una fraccion substancial del polipéptidos de aminoacidos no naturales esta presente en la
ausencia de ligando de prueba en la forma desplegada, aunque la fraccion suele variar, dependiendo del método de
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deteccion utilizado. En el caso de un polipéptido de aminoacidos no naturales que se despliega irreversiblemente,
las condiciones, generalmente, son que el polipéptido de aminoacidos no naturales se despliega a una tasa
sustancial en la ausencia del ligando. Estas condiciones son escogidas para asegurar que el polipéptido de
aminoacidos no naturales se despliega a una magnitud apropiada; por lo tanto, la sefial observada (por ejemplo, la
digestion por parte de una proteasa; la fuerza de enlace al anticuerpo, la chaperonina o superficie) pueden ser
medidas convenientemente. Si muy poco del polipéptido de aminoacidos no naturales es desplegado, la sefial
observada ocurrira a un nivel o tasa demasiado baja para poder medirlo convenientemente. Para cada combinacion
de ligando - polipéptido de aminoacidos no naturales evaluada, las condiciones bajo las cuales este método es
ejecutado seran determinadas empiricamente, utilizando métodos conocidos. Aquellas condiciones incluyen la
temperatura de reaccién y los agentes caotrépicos o los desnaturalizantes utilizados. La temperatura a la cual el
método es ejecutado es determinado por el polipéptido de aminoacidos no naturales que esta siendo utilizado y
puede determinarse empiricamente utilizando métodos conocidos. Para ajustar u optimizar la fraccion del polipéptido
de aminoacidos no naturales desplegado, condiciones de desnaturalizacién pueden ser requeridas para algin
polipéptido de aminoacidos no naturales. Aquellas condiciones de desnaturalizacion podrian incluir el uso de
temperaturas elevadas, la adicion de proteinas desnaturalizantes (por ejemplo, urea, o anilina) a la mezcla de
incubacién o el uso de ambas. Adicionalmente, la estabilidad de parte del polipéptido de aminoacidos no naturales
puede ser ajustada por medio de la ingenieria de sustituciones de aminoacidos desestabilizantes o estabilizantes en
el polipéptido de aminoacidos no naturales. El ligando de prueba y el polipéptido de aminoacidos no naturales son
combinados, mantenidos bajo condiciones apropiadas y durante tiempo suficiente para enlazar al polipéptido de
aminoacidos no naturales a un ligando. El tiempo necesario para enlazar al polipéptido de aminoacidos no naturales
al ligando variara dependiendo del ligando de prueba, del polipéptido de aminoacidos no naturales y de otras
condiciones utilizadas. En algunos casos, el enlace ocurrird instantdneamente (por ejemplo, esencialmente en forma
simultdnea con la combinacion del ligando de prueba y el polipéptido de amino&cidos no naturales), mientras que en
otras, la prueba resultante de la combinacién entre el ligando y el polipéptidos de aminoacidos no naturales es
mantenida por un periodo méas largo de tiempo antes de que se detecte el enlace. En el caso del polipéptido de
aminoacidos naturales que se despliega irreversiblemente, las tasa de despliegue también debe ser tomada en
cuenta para determinar un tiempo apropiado para el enlace del ligando de prueba. El enlace de un ligando de prueba
a un polipéptido de aminoacidos no naturales es evaluado en una de las siguientes formas: al determinar la
magnitud con la cual el polipéptido de aminoacidos no naturales replegado esta presente en la prueba de la
combinacion del ligando y de los polipéptidos de aminoacidos no naturales; al determinar la manera en la cual el
polipéptidos de amino&cidos no naturales desplegado esté presente en la combinacion de prueba en el ligando y el
polipéptido de aminoéacidos no naturales o al determinar la tasa de polipéptidos de aminoacidos no naturales
plegados en comparacion a los péptidos de aminoacidos no naturales desplegados en la combinacion. Es decir, se
determina la diferencia entre el monto de polipéptidos de aminoacidos no naturales plegados, el monto de
polipéptidos de aminoacidos no naturales desplegados o la tasa de polipéptidos de aminoacidos no naturales
plegados a los polipéptidos de aminoéacidos no naturales desplegados en la presencia del ligando de prueba y en su
ausencia. Si un ligando de prueba enlaza al polipéptido de aminoacidos no naturales (es decir, si el ligando de
prueba es un ligando para el polipéptido de aminoacidos naturales), existiran mas polipéptidos de aminoacidos no
naturales plegados y menos polipéptidos de aminoacidos no naturales desplegados (y, por lo tanto, una tasa mas
alta de polipéptidos de aminoacidos no naturales plegados a desplegados y una tasa mas baja de polipéptidos de
aminoacidos no naturales desplegados a plegados) que estén presentes en la ausencia del ligando de prueba que
enlaza al polipéptido de aminoacidos no naturales. No es necesario el determinar la cantidad o la fraccion de
polipéptidos de aminoacidos no naturales plegados y desplegados. Solo es necesario el saber que existe una
diferencia en el monto lo de proteinas plegadas o desplegadas (un cambio en el equilibrio de las dos formas) en la
presencia y ausencia de un ligando o un cambio en la tasa de despliegue. Esta diferencia puede ser determinada al
comparar la magnitud en la cual el polipéptido de aminoacidos no naturales plegados y / o desplegados esta
presente en la combinaciéon de prueba (combinacién de prueba entre el ligando y el polipéptido de aminoacidos
naturales) con la magnitud con la cual estan presentes en una combinacién de control (el polipéptido de aminoacidos
no naturales en la ausencia del ligando de prueba). Alternamente, para despliegues reversibles, la diferencia entre la
magnitud la cual las dos formas ocurren en la ausencia de un ligando de prueba puede evaluarse al determinar su
ocurrencia inicialmente (por ejemplo, antes de la adicién de un ligando de prueba a una solucién de polipéptidos de
aminoacidos no naturales o a una proteina de nueva vinculada a un soporte sélido) y entonces después de que el
ligando de prueba ha sido combinado con el polipéptidos de aminoacidos no naturales bajo condiciones apropiadas
para que ocurra el enlace entre el ligando y el polipéptido de aminoacidos no naturales. De cualquier forma, la
determinaciéon de las dos formas del polipéptido de aminoacidos no naturales puede ejecutarse utilizando una
variedad de métodos, los cuales son descritos méas adelante. Un ligando de nueva que ha demostrado por medio de
este método el enlazar a un polipéptido de aminoacidos naturales es denominado un ligando del polipéptidos de
aminoacidos no naturales.

1. Determinacion del enlace del ligando utilizando protedlisis
[0314] En una seccion de este método, la fuerza de enlace del ligando de prueba a un polipéptido de aminoacidos
no naturales es detectada por medio del uso de protedlisis. En esta seccion, una proteasa que actia

preferencialmente en el polipéptido de aminoacidos no naturales es combinada con la combinacion de prueba entre
el polipéptido de aminoacidos no naturales y el ligando (combinacién de prueba) y la mezcla resultante de la
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combinacion de prueba y la proteasa es ensayada después de un periodo apropiado de incubacion, utilizando uno
de los métodos descritos en detalle mas adelante, para determinar la diferencia entre el polipéptido de aminoacidos
no naturales intacto o degradado en la presencia y en la ausencia del ligando de prueba. Un ensayo idéntico es
realizado en una combinacion de prueba entre el polipéptido de aminoacidos no naturales y el ligando y en una
combinacién de control y los resultados de los dos ensayos son comparados. Mas proteinas degradadas o menos
proteinas degradadas en la combinacion de prueba que en la combinacién de control indica que el ligando de prueba
ha enlazado al polipéptido aminoacidos no naturales y que, por lo tanto, indica que el ligando de prueba es ligando
del polipéptido de aminoacidos no naturales. Asimismo, una tasa mas alta de polipéptidos de aminoacidos no
naturales intactos en comparacién de la proteina degradada en la combinacion de prueba que en el control indica
que el ligando de prueba es un ligando del polipéptido de aminoacidos no naturales.

[0315] Una amplia variedad de proteasas, tales como la tripsina, la quimotripsina, la proteasa V8, la elastasa, la
carboxipeptidasa, la proteinasa K, la termolisina y subtilisina pueden ser utilizadas en esta secciéon. Sélo es
necesario que la proteasa utilizada pueda actuar (hidrolizar los enlaces de los péptidos de (el polipéptido de
aminoacidos no naturales utilizado bajo las condiciones de incubacién escogidas y que esta accién sea dirigida
preferiblemente hacia la forma desplegada de la proteina. Para evitar interferencia por los lighndoos objetivos que
inhiben directamente a la proteasa, mas de una proteasa pueden ser utilizadas simultaneamente en ensayos
paralelos.

[0316] Para qué los enlaces de los péptidos eligieran eficientemente, el sustrato de péptidos - el polipéptido de
aminoacidos no naturales - debe tener acceso al lugar activo enzimatico de la proteasa escogida. Puesto que los
atomos en una molécula proteinica plegada estan empacados a formar apretada, la mayoria de los enlaces péptidos
susceptibles son bloqueados estéricamente para que no puedan ingresar a un lugar activo de proteasas cuando la
proteina esta en estado plegado. En el estado desplegado, los enlaces de péptidos estan mas expuestos y por o
tanto son relativamente mas susceptible a la accién de la proteasa.

[0317] Consecuentemente, la adicion de un ligando de prueba que enlaza al polipéptido de aminoacidos no
naturales desplegado, estabilizandolo en la forma de proteasa - resistente, cambia la tasa de la protedlisis. Por lo
tanto, al incubar el ligando de prueba con el polipéptido de aminoacidos no naturales, afiadiendo una proteasa para
degradar preferencialmente a las proteinas desplegadas, y entonces utilizar un ensayo para cuantificar los
polipéptidos de aminoacidos no naturales intactos o degradados, es posible estimar si el ligando de prueba enlaza a
los polipéptidos de aminoacidos no naturales, y, por lo tanto, es un ligando del polipéptido de aminoacidos no
naturales, indicando que es potencialmente y terapéuticamente (Util.

[0318] Alternamente, la proteasa puede ser intrinseca a la muestra del polipéptido de aminoacidos no naturales no
purificado o parcialmente purificado.

2. Determinacion del Enlace del Ligando por medio de Deteccidn del Enlace Superficial

[0319] En otra seccion de este método, la propensidad de las proteinas desplegadas para adherirse a las superficies
es utilizada. Esta seccién se basa en el hecho que las doctrinas plegadas son mantenidas en formaciones
tridimensionales especificas y, por lo tanto, no es muy posible que sus contrapartes desplegadas se adhieran a la
superficie. Un ligando de nueva se enlaza a un polipéptido de aminoacidos no naturales (es decir, es un ligando del
polipéptido de aminoéacidos no naturales), estabilizara la forma plegada del polipéptido de aminoacidos no naturales.
Por lo tanto, la habilidad del ligando de prueba para enlazarse a un polipéptido de aminoacidos no naturales puede
determinarse al evaluar la magnitud con la cual el polipéptido de aminoacidos no naturales esta enlazado a una
superficie sélida apropiada en la presencia y en la ausencia del ligando de prueba. Los métodos descritos en detalle
més adelante pueden ser utilizados para este propdsito.

[0320] En esta seccion, el polipéptido de aminoacidos no naturales, un ligando de prueba y una superficie que
enlaza preferencialmente a la proteina desplegada se combinan y se mantienen bajo condiciones apropiadas para
su enlace del polipéptido de aminoacidos no naturales a un ligando y enlazando el polipéptido de aminoacidos no
naturales desplegado a la superficie. Existen numerosas superficies adaptadas para este proposito, incluyendo
platos de micro titulacion construidos de una variedad de plasticos tratados o no tratados, platos tratados para
cultivos de tejidos o enlaces proteinicos elevados de filtros de nitrocelulosa y filtros PVDF.

[0321] Si un ligando de prueba enlaza al polipéptido de aminoacidos no naturales, mas polipéptidos de aminoacidos
no naturales plegados y menos polipéptidos de aminoacidos no naturales desplegados estaran presentes en la
combinacion de prueba entre el ligando y el polipéptido de aminoacidos no naturales en comparacion con la
combinacion de control. Eso es, en la presencia de un ligando de prueba que es un ligando para un polipéptido de
aminoacidos no naturales, menos proteinas desplegadas estaran disponibles para enlazar una superficie que enlaza
preferencialmente a la proteina desplegada que en la ausencia de un ligando para el polipéptido de aminoacidos no
naturales. La determinacion del monto de la superficie enlazada al polipéptido de aminoacidos no naturales o el
monto del polipéptido de aminoacidos no naturales que permanece en la solucién puede ejecutarse usando uno de
los métodos descritos mas adelante. Si mas polipéptidos de aminoacidos no naturales estan desvinculados de la
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superficie (es decir, si mas polipéptidos de aminoacidos no naturales estan en la solucion) en la presencia de un
ligando de prueba que en la ausencia del ligando de prueba, el ligando de prueba es un ligando del polipéptido de
aminoacidos no naturales. La tasa de polipéptidos de aminoacidos no naturales en la solucién en comparacion con
los polipéptido de aminoacidos no naturales enlazados a la superficie es mayor si el ligando de prueba es un ligando
para el polipéptido de aminoacidos no naturales que si no lo fuese. En contraste, la tasa de los polipéptidos de
aminoacidos no naturales en la soluciébn en comparacion con los polipéptidos de aminoacidos no naturales
vinculados a la superficie es mayor si un ligando de prueba es un ligando para el polipéptido de aminoacidos no
naturales que si no lo fuese.

3. Determinacion del Enlace del Ligando Utilizando Enlaces de Anticuerpos

[0322] En una tercera seccion de este método, la magnitud con la cual el polipéptido de aminoacidos no naturales
plegado y desplegado esta presente y, por lo tanto, el enlace del ligando de prueba al polipéptido de aminoacidos no
naturales, son evaluados por medio del uso de anticuerpos especificos dirigidos Ginicamente en contra del estado
desplegado (“anticuerpos especificos desnaturalizados” o “anticuerpos DS (denatured-specific)’) o del estado
plegado (“anticuerpos especificos naturales” o “anticuerpos NS (nature specific)’). Cuando un polipéptido de
aminoacidos no naturales esta en el estado plegado, y estabilizado en ese estado por el ligando de prueba que es
un ligando para el polipéptido de aminoacidos no naturales, la afinidad de enlace aparente del anticuerpo DS sera
reducida (Breyer, (1989) "Production and Characterization of Monoclonal Antibodies to the N-terminal Domain of the
Lambda Repressor" (“Produccién y Caracterizacion de Anticuerpos Monoclénicos del Dominio de la Terminal N del
Represor Lamda”), J. Biol. Chem., 264(5):13348-13354) y aquella del anticuerpo NS sera incrementada. Si el enlace
del anticuerpo DS al polipéptido de aminoécidos no naturales es menos o si el enlace del anticuerpo NS es mayor en
la presencia de un ligando de prueba que en la ausencia del ligando de prueba ese sera un ligando del polipéptido
de aminoacidos no naturales.

[0323] Existen métodos numerosos conocidos en la industria para producir anticuerpos que se enlacen a proteinas
especificas (Harlow, E. & D. Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL (ANTICUERPOS: UN MANUAL DE
LABORATORIO), Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Para preparar anticuerpos especificos para el estado
desnaturalizado, se puede inmunizar a animales con un péptido de una regién de la proteina que esta enterrada en
el estado natural. Si la estructura de la proteina es desconocida, los anticuerpos pueden ser preparados en contra de
varios péptidos y entonces los anticuerpos podran ser examinados en busqueda de enlaces preferenciales al estado
desnaturalizado. La produccion de anticuerpos es realizada por medio de técnicas estandar, tales como la técnica
para la produccion de anticuerpos monoclénicos descrito en detalle en Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques (Anticuerpos Monoclénicos: Un Manual de Técnicas), CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla. (1987).

[0324] Existen por lo menos 3 métodos basicos por medio de los cuales se pueden utilizar anticuerpos DS y NS para
detectar un cambio inducido por un ligando en la ocurrencia de polipéptidos de aminoacidos no naturales plegados,
la ocurrencia de proteinas desplegadas o la tasa de lo uno en comparacién de lo otro.

[0325] En un método, una solucién de prueba que contiene el anticuerpo DS dirigido en contra del polipéptido de
aminoacidos no naturales desplegado, el polipéptido de aminoacidos no naturales, y el ligando de prueba es
incubado, en un plato de micro titulacidn cubierto con el polipéptido de amino&cidos no naturales desnaturalizados o
uno de sus fragmentos de péptidos, bajo condiciones apropiadas para enlazar al polipéptido de aminoacidos no
naturales con su ligando y enlazar el anticuerpo DS al polipéptido de aminoacidos no naturales desplegado. Una
solucién de control, que es la misma que la solucion de prueba excepto que no contiene al ligando de prueba, es
procesada en la misma forma que la solucién de prueba. Al comparar el monto de los anticuerpos adheridos al plato
o0 el monto remanente en la solucién en las soluciones de prueba y de control, la diferencia de plegamiento del
polipéptido de amino&cidos no naturales es detectado. El monto de anticuerpos adheridos al plato o el remanente en
la solucion puede ser medido tal como se describe méas adelante.

[0326] En un segundo método, una soluciéon de prueba que contiene al anticuerpo DS, el ligando de prueba y el
polipéptido de aminoacidos no naturales es incubada en un plato cubierto con un segundo anticuerpo, denominado
un anticuerpo de la fase sdlida, que no puede vincularse al polipéptido de aminoacidos no naturales
simultaneamente con el anticuerpo DS, y es especifico para el polipéptido de aminoacidos no naturales, pero es
especifico para, el estado plegado (“especifico natural” o “anticuerpo NS (native specific)’) o no podra diferenciar
entre los estados natural y desnaturalizado (“sin diferenciacion” o “anticuerpo ND (non-differentiating)”). La
combinacién o solucién de prueba resultante es mantenida bajo condiciones apropiadas para la vinculacion del
polipéptido de aminoacidos no naturales con un ligando del polipéptido de aminoacidos no naturales y para la
vinculacion de los anticuerpos a las proteinas que estos reconocen (son especificos para estos). Una solucion de
control, que es la misma que la solucién de prueba excepto que no contiene al ligando de prueba, es procesada en
la misma forma que la solucion de prueba. En ambas soluciones, el polipéptido de aminoacidos no naturales
desnaturalizado (desplegado) enlaza al anticuerpo DS y es inhibido para que no se vincule al anticuerpo de fase
sélida. La habilidad del ligando de prueba para vincular al polipéptido de aminoacidos no naturales puede ser medida
al determinar el monto de polipéptidos de aminoacidos no naturales que se vinculan al anticuerpo de la fase soélida
en la solucién de prueba y comparandola con la magnitud en la cual el polipéptido de aminoacidos no naturales se
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vincula al anticuerpo de la fase solida en la ausencia del ligando de prueba, que a su vez refleja el monto del
polipéptido de aminoacidos no naturales en el estado plegado. El monto de polipéptidos de aminoacidos no
naturales vinculados al plato por medio del anticuerpo secundario o remanente en la solucién puede detectarse por
medio de métodos descritos mas adelante. Este método puede ser utilizado en una forma comparable con el
anticuerpo NS como el anticuerpo en la solucion y el anticuerpo DS o ND en la fase sélida.

[0327] Un tercer método, es una solucién de prueba que contiene al polipéptido de aminoacidos no naturales y el
ligando de prueba es incubado en un contenedor, tal como un pozo de micro titulacién que ha sido cubierto con un
anticuerpo DS o NS y mantenido bajo condiciones apropiadas para la vinculacion del polipéptido de aminoacidos no
naturales a su ligando y para vincular el anticuerpo al polipéptido de aminoacidos no naturales. Alternamente, el
anticuerpo puede estar presente en la superficie de las esferas. La habilidad del ligando de prueba para vincularse al
polipéptido de aminoacidos no naturales es medido al determinar la magnitud con la cual el polipéptido de
aminoacidos no naturales permanece en la solucion (desvinculado del anticuerpo) o en la superficie sélida (vinculado
al anticuerpo), o la tasa entre los dos, en la presencia y en la ausencia del ligando de prueba. Si el ligando de prueba
vincula al polipéptido de aminoacidos no naturales (es un ligando del polipéptido de aminoacidos no naturales),
existirAn menos polipéptidos de amino&cidos no naturales adheridos aun anticuerpo DS 0 menos en la solucién para
el anticuerpo NS) de los que estan vinculados al anticuerpo en la solucion de control. En otra seccion, el anticuerpo
puede estar presente en la solucion y el polipéptido de aminoacidos no naturales puede estar adherido a la fase
sdlida, que puede ser una superficie de un plato o la superficie de una esfera.

4. Determinacién de la Vinculacion de un Ligando Utilizando Chaperones Moleculares

[0328] En una cuarta seccién de este método, se utilizan chaperones moleculares para determinar la vinculacion de
un ligando de prueba a un polipéptido de aminoacidos no naturales. Los chaperones son una variedad de proteinas
que vinculan a proteinas desplegadas como parte de su funcion fisiologica normal. Estos estan generalmente
involucrados en el montaje de proteinas oligoméricas, asegurando que ciertas proteinas se doblan correctamente,
facilitan la ubicacion proteinica y previenen la formacion de aglutinamiento proteinico durante el estrés fisiologico.
Hardy, (1991) "A Kinetic Partitioning Model of Selective Binding of Nonnative Proteins by the Bacterial Chaperone
SecB (Un Modelo de Particion Cinética de Enlaces Selectivos de Proteinas No Naturales por parte de los
Chaperones Bacterianos SecB)", Ciencia 251:439-443. Estas proteinas tienen la capacidad de interactuar con
muchas proteinas parcialmente desnaturalizadas o desplegadas sin un reconocimiento especifico de los motivos
secuenciales definidos.

[0329] Un chaperén molecular, encontrado en E. coli, es SecB. SecB ha demostrado su participacion en la
exportacion de un subconjunto de proteinas no relacionadas de otra forma experimentos de competencia han
demostrado que SecB se vincula fuertemente at todas las proteinas desplegadas que ha sido probadas, incluyendo
proteinas que estan fuera de su subconjunto de exportacion particular, pero parece no interactuar con las proteinas
dobladas.

[0330] En esta seccidn, una solucién de prueba contiene al ligando de prueba y al objetivo y es incubada en un plato
de micro titulacion u otra superficie adecuada cubierta con chaperones moleculares, bajo condiciones apropiadas
para la vinculacion del polipéptido de aminoéacidos no naturales con su ligando y vinculando a los chaperones
moleculares utilizados para el polipéptido de aminoacidos no naturales desplegados. El polipéptido de aminoéacidos
no naturales desplegado en la solucion tendra una tendencia mayor a vincularse a la superficie cubierta con
chaperones moleculares en relacion al polipéptido de aminoacidos no naturales doblado estabilizado por ligandos.
Por lo tanto, la habilidad del ligando de prueba para vincular al polipéptido de aminoacidos naturales puede
determinarse al establecer el monto de polipéptidos de aminoacidos no naturales remanentes sin vinculacién, o el
monto vinculado a la superficie cubierta de chaperones, utilizando los métodos detallados mas adelante.

[0331] Alternamente, un ensayo de competencia para vincular a los chaperones moleculares puede ser utilizado.
Una solucion de prueba que contiene un polipéptido de aminoacidos no naturales, el ligando de prueba y un
chaperén molecular puede ser incubado en un contenedor, tal como un pozo de micro titulacion cubierto con un
polipéptido de aminoacidos no naturales desnaturalizado (desplegado), bajo condiciones apropiadas para vincular el
polipéptido de aminoacidos no naturales con su ligando y vincular a los chaperones moleculares al polipéptido de
aminoéacidos no naturales desplegado. Una solucién de control que es la misma que la soluciéon de prueba excepto
que no contiene al ligando de prueba se procesa en la misma forma. El polipéptido de aminoacidos no naturales
desnaturalizado en la solucién se vinculara a la chaperonina y, por lo tanto inhibida su vinculacién al polipéptido de
aminoacidos no naturales desnaturalizado adherido a la superficie del contenedor (la superficie del pozo de micro
titulacién). La vinculacion de un ligando de prueba a un polipéptido de aminoacidos no naturales resultara en un
monto mas pequefio de polipéptidos de aminoacidos no naturales desplegados, y, por lo tanto, mas chaperones
estaran disponibles para vincularse al polipéptido de aminoacidos no naturales desnaturalizado en la fase sélida que
en el caso de la ausencia de vinculacién del ligando de prueba. Por lo tanto, la vinculacion del ligando de prueba
puede determinarse al evaluar a los chaperones vinculados a la superficie o en la solucién de prueba e Ip la solucién
de control y comparando los resultados. La vinculacion de los chaperones al polipéptido de aminoacidos no
naturales desnaturalizado en la fase sélida en una mayor magnitud en la solucion de prueba que en la solucién de
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control es una indicacién de la vinculacion del polipéptido de aminoacidos no naturales con el ligando de prueba (es
decir, es indicativo de la identificacion de un ligando del polipéptido de aminoacidos no naturales). En este ensayo,
los chaperones moleculares en general, no son provistos en exceso, para que la competencia de su adherencia
puede ser medida.

[0332] Alternamente, la solucién de prueba que contiene al polipéptido de aminoacidos no naturales, al ligando de
prueba y al chaperén molecular puede ser incubado en un contenedor, tal como un pozo de micro titulacién, cuya
superficie esta cubierta con antisera o un anticuerpo mono clénico especifico para el polipéptido de aminoacidos no
naturales plegado (anticuerpo NS) y no puede vincularse al polipéptido de aminoacidos no naturales adherido al
chaperén. El polipéptido de aminoacidos no naturales desplegado vinculara al chaperén en la solucion y por lo tanto
estara inhibido de adherirse al anticuerpo de la fase sélida. Al detectar a polipéptidos de aminoacidos no naturales
en la solucion o adheridos a las paredes del pozo y comparar la magnitud en un control apropiado (la misma
combinacién sin el ligando de prueba), la habilidad del ligando de prueba para vincularse al polipéptido de
aminoacidos no naturales puede ser determinada. Si el ligando de prueba es un ligando apropiado para el
polipéptido de aminoacidos no naturales, mas polipéptidos de aminoacidos no naturales estaran adheridos a la
antisera o al anticuerpo monoclénico adherido a la superficie el contenedor en la solucion de prueba que en la
solucion de control. Adversamente, menos polipéptidos de aminoacidos no naturales estardn presentes
desvinculados (en la solucién) en la solucion de prueba que en la solucién de control. La deteccién y comparacion de
los polipéptidos de aminoacidos no naturales adheridos, de los polipéptidos de aminoacidos no naturales no
adheridos o la tasa entre los dos en la solucién de prueba y la solucién de control indicara si el ligando de prueba es
un ligando para el polipéptido de aminoacidos no naturales o no.

5. Determinacion de la Adherencia del Ligando a través de Medidas de Aglutinacién Proteinica

[0333] Entre mas alta es la fraccion de la proteina en la forma plegada, es mayor el monto de proteina que esta
disponible para adherirse a un ligando que se vincula exclusivamente al estado plegado consecuentemente, si una
proteina tiene un ligando conocido, es posible incrementar la adherencia de la proteina al ligando conocido al
agregar un ligando que se vincula en otro sitio de la proteina. En este método, un ligando que es conocido por
vincularse al polipéptido de aminoacidos no naturales es inmovilizado en un sustrato sélido. Una solucién que
contiene al polipéptido de aminoacidos no naturales es agregada entonces, junto con el ligando o los ligandoos de
prueba. Un incremento en el monto del polipéptido de amino&cidos no naturales que vincula al ligando inmovilizado
en comparacion a un ensayo idéntico en la ausencia del ligando de prueba indica que el ligando de prueba se
adhiere al polipéptido de amino&cidos no naturales. EI monto del polipéptido de amino&cidos no naturales adherido
al sustrato soélido puede ser evaluado por medio de muestras del sustrato sélido o por medio de muestras de la
solucién, utilizando los métodos de deteccién sefialados mas adelante.

6. Determinacion de la Adherencia del Ligando por medio de Medidas de Aglutinamiento Proteinico

[0334] Para proteinas que se despliegan irreversiblemente, las proteinas desplegadas a menudo forman
aglutinaciones insolubles. La magnitud de aglutinamiento proteinico puede medirse por medio de técnicas que se
sefialan mas adelante tales como dispersién luminosa, centrifugacioén y filtracion. En este método, el polipéptido de
aminoéacidos no naturales y el ligando de prueba son incubados y el monto de aglutinamiento proteinico es medido
durante el tiempo o después de un tiempo de incubacidn fijo. La magnitud del aglutinamiento proteinico en la mezcla
de prueba es comparado a la misma medida para un ensayo de control en la ausencia del ligando de prueba si un
ligando de prueba se adhiere a un polipéptido de aminoacidos no naturales, la tasa de despliegue del polipéptido de
aminoacidos no naturales ser4 menor en la ausencia del ligando de prueba. Para medidas al pasar del tiempo, la
tasa de incremento de las proteinas desplegadas y por lo tanto de las proteinas aglutinadas sera menor si el ligando
de prueba es un ligando apropiado para el polipéptido de aminoacidos no naturales que si no lo fuese. Para medidas
en un tiempo fijo, existirAn menos proteinas desplegadas y por lo tanto menos proteinas aglutinadas si el ligando de
prueba es un ligando apropiado para el polipéptido de aminoacidos no naturales que si no lo fuese. Por lo tanto, la
habilidad de un ligando de prueba para adherirse a un polipéptido de aminoacidos no naturales puede determinarse
al evaluar la matriz del aglutinamiento proteinico en la presencia y en la ausencia del ligando de prueba.

XIV. Técnicas de Deteccion Proteinica

[0335] Los métodos conocidos en la industria para detectar la presencia o ausencia de proteinas, péptidos pequefios
0 aminoacidos libres pueden ser utilizados en este método para detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos. EI método
utilizado puede determinarse por el producto (proteinas, péptidos, aminoacidos libres) a ser detectado. Por ejemplo,
técnicas para detectar el tamafio de las proteinas pueden ser utilizados para determinar la magnitud de la
degradacion proteolitica del polipéptido de aminoacidos no naturales. Marcacién por radio, marcacion fluorescente, y
marcacion vinculada a enzimas pueden detectar la presencia o ausencia en una solucién o un sustrato por medio de
las medidas de la radiactividad, fluorescencia o actividad enzimatica. Métodos inmunolégicos pueden detectar la
presencia o ausencia de un polipéptido de aminoacidos no naturales conocido en una solucién o en un sustrato tal
como la adherencia de un anticuerpo especifico para aquella proteina. La figura 1a presenta a varias técnicas de
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deteccion proteinica que pueden ser utilizadas para detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos
no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos.

A. Microscopio de Fluorescencia

[0336] Los métodos para la detecciéon proteinica aqui descritos, incluyendo al microscopio de fluorescencia para
detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos. El microscopio de fluorescencia es una técnica de microscopio utilizada
ampliamente que permite a la composicién molecular de las es rupturas que estan siendo observadas ser
identificadas por medio del uso de sondas marcadas en una forma fluorecenscente una especificidad quimica alta.
Aquellas ondas pueden ser anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o polipéptidos que se vinculan a antigenos que
comprenden a un aminoacido no natural. Un microscopio de fluorescencia puede ser utilizado en estudios de
especimenes fijos. Para proteinas que puedan ser extraidas y purificadas en abundancia razonable, un fluoréforo
puede conjugarse a una proteina y la conjugacion puede ser introducida a una célula. Un fluoréforo puede ser
conjugado a un aminoacido no natural en el polipéptido. Se asume que el analogo fluorescente se comporta como la
proteina natural y puede, por lo tanto, servir para revelar la distribucion o el comportamiento de esta proteina en las
células. Junto con NMR, espectroscopia infrarroja, dicroismo circular y otras técnicas, el decaimiento de
fluorescencia intrinseca proteinica y su observacion asociada de anisotropia fluorescente, neutralizacion colisional y
transferencia de energia de resonancia son técnicas claves para la deteccion proteinica.

[0337] La medicion del decaimiento de fluorescencia permite que se observen directamente la dinamica de los
cambios estructurales en una proteina que va a ser observada directamente. Ademas, el proceso de excitacion de la
fluorescencia natural de las proteinas que emana desde la tirosina y el triptéfano de los aminoé&cidos elimina la
posibilidad de una perturbacion del entorno local cuando se utiliza sondas fluorescentes extrinsecas.

[0338] Un desarrollo en el uso de sondas fluorescentes para estudios bioldgicos ha sido la utilizacion de proteinas
naturalmente fluorescentes como sondas fluorescentes. Colorantes que ocurren naturalmente, denominadas
proteinas fluorescentes (GFP, YFP, CFP, TOPAS, GFT, RFP), fueron descubiertas en los afios posteriores de la
década de los 90 (Clonetech, USA). Estos colorantes son distinguidos por su influencia reducida en especimenes.
Ellos, por lo tanto, son particularmente adecuados para la marcacion de las regiones celulares en preparaciones
vivas.

[0339] La medusa Aequorea victoria produce una proteina naturalmente fluorescente conocida como la proteina
fluorescente verde (GFP - green fluorescent protein). La fusion de estas sondas fluorescentes a una proteina
objetivo permite la visualizacion por medio del microscopio de fluorescencia y la cuantificacion por medio de
citometria de flujo. Puesto que son codificadas genéticamente y no requieren cofactores auxiliares, los marcadores
GFP pueden ser utilizados para analizar la expresién proteinica y su ubicacion en células vivas y en organismos
completos. El gen para esta proteina ha sido clonado y puede ser transfectado a otros organismos. Los marcadores
GFP pueden ser utilizados para ubicar regiones en las cuales un gen particular es expresado en un organismo, o
para identificar la ubicacién de una proteina especifica. En muchos casos, estas proteinas quiméricas preservan su
funcién original. Por lo tanto, es a menudo posible, por ejemplo, el usar esta técnica para visualizar la distribucion
intracelular de una proteina, incluyendo, pero sin limitarse a, una proteina citoesquelética. Con la GFP se pueden
observar muestras sin colorante o no fijas. En este momento existen algunas variantes de GFP que suministran
colores de emision separables espectralmente. Las mutaciones de GFPs han resultado en versiones de emision de
luz fluorescente de color azul, ciano y amarillo. Proteinas fluorescentes que pueden ser utilizadas para marcar a
estos péptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no
se limitan a, la proteina fluorescente verde (GFP - green fluorescent protein), la proteina fluorescente ciano (CFP -
cyan fluorescent protein) la proteina fluorescente roja (RFP - red fluorescent protein), la proteina fluorescente
amarilla (YFF - yellow fluorescent protein), la GFP mejorada (EGFP - enhanced GFP), la YFP mejorada (EYFP -
enhanced YFP), y similares. Nuevas versiones de GFP han sido desarrolladas por medio de mutaciones, incluyendo
un ADN GFP “humanizado”, el producto proteinico del cual se incrementado la sintesis en células de mamiferos (por
favor refiérase a, Cormack, et al., (1996) Gene (Gen) 173, 33-38; Haas, et al., (1996) Current Biology (Biologia
Actual) 6, 315-324; y Yang, et al., (1996) Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos Nucleicos) 24, 4592-
4593). Una de esas proteinas humanizadas es la “proteina fluorescente verde mejorada” (EGFP - enhanced green
fluorescent protein). La GFP, sus variantes u otros colorantes que ocurren naturalmente pueden ser acoplados a
polipéptidos de aminoacidos no naturales.

[0340] La GFP puede ser utilizada como un sensor bioldgico, que reporta los resultados de los niveles ionicos o el
pH por medio de fluorescencia en formas caracteristicas. Una molécula que puede ser utilizada para detectar el nivel
de iones de zinc es una proteina fluorescente que se muestra como el registro 1kys del PDB (Protein Data Bank -
Banco de Datos Proteinicos). La proteina resplandece dos veces en una forma brillante creando una sefial visible
facilmente detectable una vez que el zinc se enlaza al cromo6foro modificado. La construccion de otro sensor
biolégico de péptidos y de proteinas que contienen a un aminoacido no natural puede exhibir propiedades de
fluorescencia alteradas en respuesta a los cambios en su entorno como el estado oligomérico, conformacion en el
momento de su enlace con el ligando, estructura o enlace directo del ligando. Biomoléculas fluorescentes marcadas
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apropiadamente permiten una deteccion espacial y temporal de las reacciones bioquimicas dentro de las células
vivas. Refiérase, por ejemplo, a Giuliano, K. A., et al., Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 1995, 24:405-434; Day, R.
N. Mol. Endocrinol. 1998, 12:1410-9; Adams, S. R., et al.,, Nature 1991, 349:694; Miyawaski, A., et al., Nature
(Naturaleza) 1997, 388:882-7; Hahn, K., et al., Nature (Naturaleza) 1992, 359:736; Hahn, K. M., et al., J. Biol. Chem.
1990, 265:20335; y Richieri, G. V., et al., Mol. Cell. Biochem. 1999, 192:87-94. La patente de Estados Unidos
namero 6,951,947, discute los sensores biologicos y fluor6foros que detectan cambios ambientales.

[0341] Actualmente la tecnologia es conducida por nuevas aplicaciones de sondas existentes y el disefio y la
sintesis de sondas nuevas e innovadoras. Algunas de las ondas son las siguientes:

[0342] Marcadores: La sensibilidad y la seguridad (en comparacion con métodos radioactivos) de la fluorescencia
ha sido usada cada vez mas y mas para la marcacién de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas. Aparte de
fluoresceina, existen otros marcadores fluorescentes que cubren todo el rango desde 400 a 820 nm. En forma de
ejemplo solamente, algunos de los marcadores incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina y sus derivados,
carboxifluoresceinas, rodaminas y sus derivados, marcadores Atto, alternativas rojas fluorescentes y naranja
fluorescentes: Cy3 / Cy5™, complejos lantanidos con vidas utiles largas, marcadores de longitud de onda larga -
hasta de 800 nm, marcadores de cianina DY, proteinas Phycobili. Las moléculas fluorescentes que son capaces de
absorber radiacion en una longitud de onda y emitir radiaciéon a una longitud de onda mas larga, incluyen, pero no se
limitan a Alexa-532, Hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, cumarina, Cascada Azul, Amarillo Lucifer, P-
ficoeritrina, R - ficoeritrina, (PE), conjugaciones PE-Cy5, conjugaciones PE-Cy7, Rojo 613, fluoresceina, BODIPY-FL,
BODIPY TR, BODIPY TMR, Cy3 , TRITC, X-rodamina, lisamina rodamina B, PerCP, rojo Texas, Cy5, Cy7,
Aloficocianina (APC - Allophycocyanin), TruRed (rojo verdadero), conjugaciones APC-Cy7, verde Oregon,
etrametilrodamina, Dansilo, Dansilo aziridina, Indo-1, Fura-2, FM 1-43, DilC18 (3), carboxi-SNARF-1, NBD, Indo-1,
Fluo-3, DCFH, DHR, SNARF, monoclorobimano, calceina, N- (7- nitrobenz-2-oxa-1,3 -diazol-4-il) amina (NBD),
ananilinonaptanele, deproxilo, ftalamida, amino ftalamida pH, dimetilamino-naftalensulfonamida, sondas
comparables a Prodan, Lordan o acrilodan y sus derivados. Colorantes fluorescentes cumarina incluyendo, por
ejemplo, amino metilcumarina, 7-dietilamina-3- (4 '- (1-maleimidilo) fenil) -4- metilcumarina (CPM) y N- (2- (1-
maleimidilo) etil) 7- dietilaminocumarin-3-carboxamida (MDCC). Otras moléculas utiles incluyen aquellas que
muestran una transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET - fluorescence resonance energy transfer).
Muchas parejas tales como donante - aceptador son conocidas, e incluyen fluoresceina para rodamina, cumarina
para la fluoresceina o rodamina. Etc. otra clase de parejas de marcadores utiles incluyen parejas centralizadoras de
fluoréforo en las cuales el segundo grupo es neutralizador, que reduce la intensidad de la fluorescencia del grupo
fluorescente. Algunos neutralizadores conocidos incluyen grupos acrilamida, &tomos pesados tales como yoduro y
bromato, marcadores de spin de nitréxido tales como TEMPO, etcétera. Los marcadores tales como estos pueden
ser conjugados a polipéptidos de aminoacidos no naturales.

[0343] Los fluoréforos que son conjugados con un polipéptido de aminoacidos no naturales pueden resplandecer
todo el tiempo o sélo cuando el polipéptido esta vinculado a un objetivo. Otros tipos de fluoréforos incluyen:

[0344] Conjugaciones: En forma de ejemplo solamente, algunas conjugaciones e incluyen, pero no se limitan a,
conjugaciones de isotiocianato, conjugaciones de estreptavidina, y conjugaciones de biotina. Conjugaciones de
anticuerpos han sido usadas ampliamente para rastrear biomoléculas en células vivas y organismos enteros.
Pueden ser generadas con especificidades para, virtualmente, cualquier epitope y son, por lo tanto, en principio,
aplicables para la toma de imagenes de un amplio rango de moléculas. Las conjugaciones incluyen, pero no se
limitan a, conjugaciones de anticuerpos que puede contener aminoacidos no naturales.

[0345] Sustratos Enziméticos: Los sustratos enzimdticos incluyen, no se limitan a, sustratos fluorogénicos y
cromogeénicos.

[0346] Micro y Nano Particulas: Varias técnicas permiten la preparacion de una amplia variedad de microesferas
fluorescentes que varian en tamafio, quimica matricial, tipo de fluorocromo, intensidad de fluorescencia y grupos
funcionales superficiales. En forma de ejemplo solamente, algunos de los Fluorocromos utilizados son: FITC
(fluorescencia verde, excitacion / emision = 506 / 529 nm), Rodamina B (fluorescencia anaranjada, excitacion /
emision = 560 / 584 nm), Nilo azul A (fluorescencia roja, excitacion / emision = 636 / 686 nm).

[0347] Las nanoparticulas fluorescentes son herramientas prometedoras para el almacenamiento de informacion
Optica y otras aplicaciones técnicas, como por ejemplo, en las areas bioquimica, bioanalitica, médica y bioldgica.
Métodos actuales médicos y bioldgicos de tomas de imagenes fluorescentes se basan principalmente de en
marcadores colorantes, los cuales son limitados en lo que se refiere a emision de luz por molécula, asi como en lo
gue se refiere a foto estabilidad. Las nano particulas superan esos problemas ofreciendo una fluorescencia fuerte y
estable. Las nano particulas se basan en diferentes materiales, tales como, el poliacrilonnitrilo y el polistireno, etc.

[0348] Rotores Moleculares: Los rotores moleculares fluorescentes son sensores de restriccion microambiental que

se vuelven fluorescentes solo si su rotacién es restringida. EI cambio de intensidad fluorescente es causada por la
restriccion de la relajacion rotacional intramolecular sobre el enlace donante - receptor de los fluoréforos. Ejemplos
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de restricciones moleculares incluyen, pero no se limitan a, coloraciéon entre cada (aglutinamiento), enlaces de
anticuerpos, o un enclaustramiento en la polimerizacion de la actina.

[0349] Marcadores IEF: IEF (enfoque isoeléctrico - Isoelectric Focusing) es una herramienta analitica poderosa para
la separacién de anfolitos, principalmente proteinas. Para asegurar el alto rendimiento del analisis, se necesitan
estandares de pl (marcadores pl). Una ventaja de la electroforesis de gel IEF con marcadores fluorescentes IEF es la
posibilidad de observar directamente la formacion del gradiente. Un marcador IEF fluorescente también puedes ser
detectado por medio de absorcién UV a 280 nm (20 °C).

[0350] Cualquiera o todas de estas sondas fluorescentes pueden ser utilizadas para la deteccién de aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos. La figura 9 presenta ejemplos no limitantes de moléculas que se adhieren especificamente a lugares de
las proteinas por medio de la formacién de oximas entre carbonilos de aminoacidos no naturales incorporados a un
polipéptido y la hidroxilamina de la molécula. Las moléculas mostradas son fluoréforos, biotina y queladores.

[0351] Reportadores Quimicos Bio - Ortogonales: Las moléculas pequefias tienen un mejor acceso a los
compartimientos intracelulares y extravasculares. Su utilizacibn como agentes tomadores de imagenes requiere un
medio para dirigir selectivamente a la sonda pequefia a una biomolécula deseada. La funcionalidad nucledfila ocurre
en la mayoria de tipos de biopolimeros, lo que permite una derivacion facil con biotina, fluoréforos, y muchas otras
moléculas pequefias reportadoras. Protocolos establecidos de bioconjugacion han hecho a estas operaciones
triviales para polimeros purificados in vitro. Es una estrategia alterna para marcar a biomoléculas que combina la
simplicidad de marcadores genéticamente codificados con la especificidad de la marcacion de anticuerpos y la
versatilidad de sondas de moléculas pequefias. Este método involucra la incorporacion de una funcionalidad quimica
Unica - un reportador quimico bioortogonal - A una molécula objetivo utilizando la propia maquinaria biosintética de la
célula. Reportadoras quimicas bioortogonales son controles quimicos no naturales no perturbadores que pueden ser
modificados en sistemas vivos por medio de reacciones altamente selectivas con sondas entregadas en una forma
exogena. Este proceso de marcacion de dos pasos puede ser utilizado para revestir a una molécula objetivo para su
deteccion o aislamiento, dependiendo de la naturaleza de la sonda.

[0352] Ejemplos de reacciones de acoplamiento bioortogonal incluyen, pero no se limitan a, la ligacion Staudinger de
azidas con triarilfosfinas, la reaccién de cetona / aldehido-hidralazina, y la cicloadicién 1,3-dipolar azida - alquino de
Hulsgen. El reemplazo del marcador fluorescente voluminoso con un grupo de azidas estéricamente inconspicuo
puede suministrar sondas que son mas capaces de distribuirse en una forma imparcial dentro de células vivientes,
tejidos u organismo. Asimismo, el efecto variable y a menudo antagonista del marcador fluorescente en una sonda
gue enlaza afinidad para proteinas especificas también es eliminado. Finalmente, el uso de quimica de ciclo adicion
de azida — alquina puede coordinar la sintesis de la sonda al remover la necesidad de generar y purificar grandes
cantidades de reactivos marcados con fluoréforos estructuralmente diversos. Reacciones de acoplamiento que
utilizan polipéptidos de aminoacidos no naturales pueden suministrar sondas que son alternativas a los polipéptidos
marcados fluorescentemente. La cicloadicion 1,3-dipolar azida - alquino de Hulsgen puede ser utilizada para adherir
otras moléculas o suministrar otros métodos para la purificacion o deteccion de polipéptidos.

[0353] Las bibliotecas de péptidos pueden ser sintetizadas en soportes solidos y, usando receptores colorantes,
soportes solidos con colorantes que pueden ser seleccionados uno a uno. Si los receptores no pueden indicar un
color, sus anticuerpos enlazados pueden ser colorados. Puesto que es posible el separar soportes sélidos por medio
de pinzas bajo microscopios o incluso bajo lupas, el método puede ser utilizado en receptores proteinicos, y también
en ligandoos vinculantes o receptores artificiales sintetizados e incluso examinando ligandos nuevos que vinculan a
metales. Este método es Util para buscar nuevos compuestos, porque permite la examinacion de un monto grande
de compuestos.

[0354] Sin embargo, la determinacion de actividad dependiendo en la intensidad de la coloracion puede no ser
precisa, y un gran monto de soportes sdlidos puede que no siempre sean tratados uno a uno. Por lo tanto, métodos
automatizados para examinacion de alto caudal (HTS - high throughput screening) es requerido y un método FACS
(Organizador Celular Activado por Fluorescencia - Fluorescence Activated Cell Sorter) puede ser utilizado. Esta
magquina originalmente pasa a las células por medio de un tubo capilar y separa a las células al detectar sus
intensidades fluorescentes. El mismo método puede ser utilizado en soportes solidos en vez de células. Puesto que
este método esta diseflado para células, resinas pequefias del tamafio de células pueden ser pasadas, pero
soportes solidos de tamafio normal (50-200 pmoles) necesitan maquinas especialmente modificadas. El aislamiento
parcial o completo de compuestos también puede realizarse. Para el aislamiento parcial de compuestos, se puede
utilizar una foto descomposicién de tiempo controlado o varios grupos funcionales para dividirse en condiciones
diferentes. Mientras tanto, se puede dispersar soportes solidos en agar y aislar algunos de los compuestos por
medio de foto descomposicion. Los compuestos aislados pueden dispersarse alrededor de soportes sdlidos para que
la examinacion y la separacion en el soporte sélido puedan realizarse.

B. Ensayos Inmunoldgicos
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[0355] Los métodos para deteccién proteinica aqui descritos, incluyen ensayos inmunoldgicos para detectar
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales
modificados y sus fragmentos. Los ensayos inmunoldgicos combinan los principios de quimica e inmunologia
permitiendo pruebas cientificas, por ejemplo, ensayos inmunoldgicos de enzimas e inmunotransferencia para una
deteccién especifica y sensible de los analitos (aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos) de interés. El principio basico de estos
ensayos es la especificidad de la reaccion anticuerpo — antigeno. Similarmente el Westen blot, una proteina
individual puede ser identificada por su anticuerpo mediante una inmunotransferencia. Ensayos inmunolégicos de
vinculacion competitiva pueden ser hechos en donde los analitos compiten con un antigeno marcado para una
agrupacioén limitada de moléculas de anti corpus (por ejemplo, ensayos radio inmunolégicos, EMIT). Ensayos
inmunolégicos pueden ser no competitivos de tal forma que el anticuerpo esté presente en exceso y sea marcado.
Un antigeno analito es incrementado, el monto del complejo anticuerpo - antigeno marcado también se incrementa
(por ejemplo, ELISA). Los anticuerpos pueden ser policlonicos si estos son producidos por una inyeccién de
antigenos a un animal experimental, 0 monoclénicos si son producidos por una fusién celular y técnicas de cultivo
celular. En los ensayos inmunolégicos el anticuerpo funciona como un reactivo especifico para el antigeno analito. El
antigeno puede ser polipéptido de aminoacidos no naturales, un polipéptido de aminoacidos no naturales
modificados y sus fragmentos). Por otro lado, los anticuerpos o sus fragmentos utilizados en los ensayos
inmunoldgicos pueden ser polipéptidos de aminoacidos no naturales, y pueden ser utilizados para la deteccion de
antigenos que podrian comprender o no comprender un aminoacido no natural.

[0356] Algunos de los tipos de ensayos inmunolégicos son, en forma de ejemplo solamente, RIAs (ensayos radio
inmunoldgicos - Radioimmunoassay) y ensayos inmunolégicos de enzimas similares a ELISA (ensayo inmuno
absorbente vinculado con enzimas - Enzyme-linked immunosorbent assay), EMIT (Técnica de Ensayos
Inmunolégicos Multiplicados de Enzimas - Enzyme Multiplied Immunoassay Technique), y Ensayos Inmunoldgicos
Enziméticos de Microparticulas (MEIA - Enzyme Multiplied Immunoassay Technique), LIA (ensayo inmunolégico
luminiscente - luminescent immunoassay) y FIA (ensayo inmunolégico fluorescente - fluorescent immunoassay)
estas técnicas pueden ser utilizadas para detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos. Los anticuerpos, ya sean
utilizados como anticuerpos primarios o secundarios, pueden ser marcados con radioisétopos (por ejemplo, *2°I),
marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC) o enzimas (por ejemplo, HRP o AP) que catalizan a las reacciones
fluorogénicas o luminogénicas.

1. EMIT (Técnica de Ensayos Inmunoldgicos Multiplicados de Enzimas - Enzyme Multiplied Imnmunoassay
Technique)

[0357] EMIT es un ensayo inmunoldgico de vinculacién competitiva que evita un paso de separacion. Es un tipo de
ensayo inmunoldgico en el cual a proteina es marcada con una enzima, y el complejo encima — proteina - anticuerpo
es enzimaticamente inactivo, permitiendo la cuantificacion de la proteina no marcada.

2. ELISA (Ensayo inmunoabsorbente vinculado con enzimas - Enzyme-linked immunosorbent assay)

[0358] Los métodos para la deteccién proteinica aqui mencionados, incluyen a ELISA para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos. Ensayos inmunoabsorbentes vinculados con enzimas se basan en anticuerpos adheridos a soportes
sélidos combinados con reacciones enzimaticas para producir sistemas capaces de detectar niveles bajos
proteinicos. También es conocido como un ensayo inmunolégico enzimatico o EIA. El antigeno, incluyendo, pero sin
limitarse a una proteina, es detectado por los anticuerpos que han sido hechos en contra de este; eso es, para el
cual es el antigeno. A menudo se usan anticuerpos monoclonicos.

[0359] La prueba puede requerir que los anticuerpos sean fijados a una superficie sdlida, tal como la superficie
interior de un tubo de prueba; y una preparacion de los mismos anticuerpos acoplados a una enzima. La enzima es
una (por ejemplo, B-galactosidasa) que produce un producto con coloracidon de un sustrato incoloro. La prueba, por
ejemplo, es realizada al llenar el tubo con la solucién de antigenos (por ejemplo, proteinas) para el ensayo.
Cualquier molécula de antigenos presente puede enlazarse a las moléculas inmovilizadas de anticuerpos. La
conjugacioén anticuerpo - enzima es agregada a la mezcla de reaccion. La parte de anticuerpos de la conjugacion se
enlaza a las moléculas de antigenos que fueron enlazadas previamente, creando un “Emparedado” anticuerpo —
antigeno - anticuerpo. Después de lavar y desprender cualquier conjugacion no vinculada, la solucién sustrato es
agregada. Después de un intervalo establecido, la reaccion es detenida (por ejemplo, al agregar N NaOH) y la
concentracién de producto colorado formado por la reaccion del sustrato con las moléculas conjugadas con el
anticuerpo secundario es medida con espectrofotometro. La intensidad del color es proporcional a la concentracion
de antigenos enlazados.

[0360] ELISA también puede ser adaptada para dividir la concentracion de anticuerpo, en cuyo caso, los usos son

cubiertos con el antigeno apropiado. La solucién (por ejemplo, suero) que contiene el anticuerpo es agregada.
Después de que haya tenido tiempo para enlazar al antigeno inmovilizado, se agrega una conjugacion enzimatica
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anti inmunoglobulina, que consiste de un anticuerpo en contra de los anticuerpos que se estan probando. Después
de lavar y desprender a los reactivos que no hayan reaccionado, se agrega el sustrato. La intensidad del color
producido es proporcional al monto de anticuerpos marcados con enzimas enlazados (y por lo tanto a la
concentracion de anticuerpos que estan siendo ensayados).

3. Ensayos Radioinmunolégicos

[0361] Los métodos para la deteccién proteinica aqui descritos, incluyen ensayos radioinmunolégicos para detectar
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales
modificados y sus fragmentos. Los ensayos radio inmunolégicos son altamente sensibles. Al usar anticuerpos de alta
afinidad (por ejemplo, Ko = 105-10** M), es posible detectar algunos picogramas (10-12 g) de antigenos en el tubo.

[0362] Isétopos radioactivos pueden ser utilizados para estudiar metabolismos, distribuciones y enlaces in vivo de
montos peguefios de compuestos. Los isétopos radiactivos de 'H, **C, *!P, ¥’s, | son usados tales como, *H, *'C,
¥p %5 12| |s6topos radioactivos tienen casi las mismas propiedades quimicas que los que no lo son, por lo que
pueden ser convertidos facilmente. Ademéas debido a que su energia radiactiva es relativamente grande, soélo se
necesita un pequefio monto.

[0363] Método de Fijacién de Receptores - Para un formato de plato de 96 pozos, se fijan receptores en cada
pozo al usar métodos de anticuerpos o quimicos, y ligandos marcados relativamente son agregados a cada pozo
para inducir los enlaces. Ligandos no vinculados son lavados y desprendidos y el estandar es determinado por el
andlisis cuantico de la radio unidad de los ligandos vinculados o aquellos ligandos que fueron lavados y
desprendidos. La adicion de compuestos objetivos para la examinacién induce a reacciones de vinculacion
competitivas con receptores. Si compuestos objetivos muestran una afinidad mas alta a los receptores que los
ligandos radiactivos estandar, la mayoria de los ligandos radiactivos no se enlazan a los receptores y esto se quedan
en la solucion. Por lo tanto, al analizar la cantidad de ligandos radiactivos enlazados (o los ligandos que se lavaron y
se desprendieron), la afinidad de los compuestos objetivos con los receptores puede ser indicada facilmente.

[0364] Un método de membrana de filtro puede ser utilizado cuando los receptores no se pueden fijar a los platos de
96 pozos o la inoculacién de ligandos debe realizarse en una fase de soluciéon. Con este método, después de la
reaccion de vinculacion ligando - receptor es realizada en la solucion. La solucién de reaccion es filtrada a través de
un papel filtro de nitrocelulosa. Moléculas pequefias incluyendo ligandos pasaran a través del filtro, y solamente los
receptores proteinicos se quedaran. Soélo los ligandos que estdn fuertemente vinculados a los receptores
permaneceran en el papel filtro, y la afinidad relativa de los compuestos agregados podréa ser identificada por medio
de un analisis cuantitativo de los ligandos radioactivos estandar. Este método también puede ser utilizado para
examinar a los inhibidores de quinasa proteinicos. En este caso, y-32P-ATP puede ser utilizado como un proveedor
del grupo de acidos fosforos, y al revisar el sustrato proteinico marcado con radiactividad, la actividad enzimatica
puede ser analizada. El ATP radiactivo que no reacciona sera filtrado y removido.

[0365] Solamente en forma de ejemplo, los ensayos radio inmunolégicos pueden ser realizados al preparar una
mezcla de antigenos radiactivos y anticuerpos en contra de ese antigeno. Los atomos de yodo pueden ser
introducidos en residuos de tirosina en una proteina, los isétopos radioactivos *?°I or **!| son usados a menudo.
Montos conocidos de antigenos no marcados (“frios”) pueden ser agregados a las muestras de la mezcla. Estos
compiten por dos lugares de vinculacion de los anticuerpos. En concentraciones mas grandes de antigenos que no
han sido marcados, un monto creciente de antigenos radiactivos es desplazado de las moléculas de anticuerpo. El
antigeno vinculado al anticuerpo es separado del antigeno libre en el fluido flotante, y la radiactividad de cada uno es
medida. De estos datos, una curva de vinculacion estandar puede ser dibujada. Las muestras que van a hacer
ensayadas (“las desconocidas”) son ejecutadas en paralelo. Después de terminar la tasa de antigenos vinculados a
antigenos libres en cada desconocida, las concentraciones de antigenos pueden ser leidas directamente de la curva
estandar.

[0366] Otros métodos de ensayos radio inmunologicos pueden ser utilizados para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos. En forma de ejemplo Gnicamente, se puede precipitar los complejos antigeno - anticuerpo al agregar un
“segundo” anticuerpo dirigido en contra del primero. Por ejemplo, si se esta utilizando un IgG de conejo para vincular
al antigeno, el complejo puede ser precipitado al agregar un antisuero IgG - anti- conejo (por ejemplo, obtenido al
inmunizar a una cabra con el IgG de conejo) alternamente, los anticuerpos especificos del antigeno puede ser
acoplados a las paredes internas del tubo de ensayo. Después de la incubacion, los contenidos no vinculados son
removidos; el tubo es lavado, y la radiactividad del material no vinculado y vinculado es medida. Los anti cuerpos
especificos del antigeno pueden ser acoplados a particulas, como la Sephadex. La centrifugacion de la mezcla de
reaccion separa a las cuentas de vinculaciones (en el pellet) de las cuentas sin vinculaciones libres en el fluido
flotante.

4. Ensayos Inmunoldgicos de Fluorescencia
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[0367] Los métodos para la deteccién proteinica aqui descritos, incluyendo ensayos inmunolégicos de fluorescencia
para detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos. Los métodos inmunoldgicos basados en fluorescencia se basan en la
vinculacion competitiva de ligandos marcados versos ligandos no marcados en lugares de receptores altamente
especificos. Es una herramienta muy importante para la bioquimica clinica y analitica en el analisis de proteinas.

[0368] Esta técnica puede ser utilizada para ensayos inmunoldgicos que se basan en cambios de fluorescencia
durante la vida util con concentraciones cambiantes de analitos. Esta técnica funciona con colorantes que tienen una
vida util corta como por ejemplo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (el donante) cuya fluorescencia es neutralizada
por la transferencia de energia a la Eosina (el aceptador). Varias especies moleculares han sido utilizadas para
causar una transferencia de energia desde una molécula donante a una molécula aceptadora. En particular, la
formacion del complejo inmunolégico tipo Emparedado puede ser utilizada con esta técnica.

[0369] Varios compuestos fotoluminiscentes pueden ser utilizados en el método aqui descrito e incluyen los
compuestos ya mencionados en la microscopia fluorescente, asi como grupos tales como cianinas, oxazinas,
tiazinas, porfirinas, ftalocianinas, hidrocarbonos arométicos polinucleares que emiten fluorescencia infrarroja,
ficobiliproteinas, escuarainas y complejos organometalicos, hidrocarbonos y colorantes azoicos.

[0370] Los métodos inmunoldgicos que se basan en fluorescencia pueden ser, por ejemplo, heterogéneos o
homogéneos. Los ensayos inmunoldgicos heterogéneos comprenden una separacion fisica del enlace de los
analitos marcados como enlazados. El analito o anticuerpo puede estar adherido a una superficie sélida. La técnica
puede ser competitiva (para una selectividad mas alta) o no competitiva (para una sensibilidad mas alta) la deteccion
puede ser directa (s6lo se utiliza un tipo de anticuerpo) o indirecta (se utiliza un segundo tipo de anticuerpo). Los
ensayos inmunolégicos homogéneos no comprenden un tipo de separacion fisica. Los antigenos de doble
anticuerpo marcados con fluoréforos participan en una reaccion de equilibrio con anticuerpos dirigidos en contra del
antigeno y del fluoréforo. Los antigenos marcados y no marcados compiten por un nimero limitado de anticuerpos
anti - antigenos.

[0371] Método de Marcacion Simple de Fluorescencia - Puede ser utilizado para la vinculacion receptor - ligando,
para la actividad enzimatica al usar la fluorescencia pertinente y como un indicador de fluorescencia de varios
cambios fisioldgicos in vivo tales como el pH, la concentracién idnica y la presién eléctrica. La autofluorescencia de
aminoacidos tales como la tirosina y el triptéfano resulta en una radiacion de fondo, y para superar a aquellos
compuestos fluorescentes con puntos débiles de longitud UV de absorcion que supera los 520 nm se utiliza a
menudo cianina.

[0372] FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer): Transferencia de Energia de Resonancia de
Fluorescencia - FRET puede ser utilizada para medir la interaccion de dos proteinas in vivo y puede medir
distancias de escala nanométrica y cambios en distancia (conformacion). Por lo tanto, ha sido utilizada para medir
interacciones simples proteina - proteina y cambios en el plegado, conformacién y estabilidad proteinicos (refiérase
a Philipps, B.; Hennecke, J.; Glockshuber R. Mol Biol. 2003, 327, 239-249; Riven, l.; Kalmanzon, E.; Segev, L.;
Reuveny E. Neuron. 2003, 38, 225-235). Dos moléculas fluorescentes diferentes (fluoréforos) se conjugan con dos
proteinas de interés. Los polipéptidos de amino&cidos no naturales conjugados a fluoréforos pueden ser utilizados
en FRET. Cuando dos compuestos fluorescentes son utilizados en vez de un solo compuesto fluorescente, la
transferencia de energia no fluorescente ocurre. Cuando la longitud de onda de emisién de un donante fluorescente
es similar a la longitud de onda de absorcion de un aceptador, el donante en su estado de excitacion transferira su
energia al aceptador y a su vez emitira una luz fluorescente, y consecuentemente la emision ocurre con la longitud
de onda de emision del aceptador. Varias parejas diferentes de fluoréforos han sido utilizadas para el andlisis FRET
incluyendo GFP (proteina fluorescente verde - green fluorescent protein), variantes CFP (ciano) e YFP (amarillo)
fusionadas a las proteinas de interés.

[0373] La distancia RO del 50% del efecto FRET depende de la superposicion del rango de emision de los donantes,
del rango de absorcién de los aceptadores, y las producciones cuanticas del aceptador y del solvente. Si dos
moléculas fluorescentes estan a una distancia mas corta entre si que RO, cuando la luz de absorcion del donante es
emitida, en teoria, la fluorescencia de la aceptadora sera mayor. Si la distancia se vuelve mas larga que RO, cuando
la misma luz es emitida, la fluorescencia del donante sera detectada como mayor. Por lo tanto, la actividad
enzimética puede ser medida facilmente si las moléculas fluorescentes son vinculadas a los extremos de
polipéptidos pequefios, que pueden ser utilizados como quinasas tales como la proteasa. BRET (transferencia de
energia de resonancia de bioluminiscencia - Bioluminescene resonance energy transfer) fue desarrollada por Xu et
al (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 1999, 96, 151-156). Actla en un principio similar a FRET y se basa en el hallazgo
gue el espectro de emision de la luciferasa Reniia es similar a aquel de CFP. Estas técnicas permiten el estudio de
interacciones dentro de los compartimientos subcelulares especificos, incluyendo técnicas proteina - proteina de
membranas, cuando se utilizan las variantes de técnicas fluorescentes dirigidas a organulos. Ademas eventos de
modificacién post - traduccion pueden ser estudiados en células de mamiferos.
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[0374] TRF: Fluorescencia Resuelta por Tiempo (Time Resolved Fluorescence)- Para reducir el fondo
fluorescente, se desarroll6 la fluorescencia resuelta por tiempo. La vida Gtil de estados de excitacion de moléculas
fluorescentes comunes es usualmente de s6lo unos pocos microsegundos, pero los elementos de las series de
lantanidos tienen vidas Utiles de milisegundos. TRF es un método que mide selectivamente la fluorescencia de las
series de lantanidos después de que ha terminado la emisidon de otras moléculas fluorescentes. Los TRF junto con
FRET y series de lantanidos se vuelven donantes y aceptadores.

5. Varios formatos de ensayos

[0375] Varios formatos de ensayos pueden ser utilizados para la deteccion de aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos,
aqui descritos, incluyendo ensayos inmunoldgicos “Emparedado” y ensayos de sondas. Por ejemplo, en un primer
formato de ensayos, un anticuerpo policlénico o monoclénico o sus fragmentos, o una combinacién de estos
anticuerpos, que ha sido cubierta en una fase sélida, es contactada con una muestra de prueba, para formar una
primera mezcla. Esta primera mezcla es incubada durante un periodo de tiempo y bajo condiciones suficientes para
formar complejos antigenos / anticuerpos. Entonces, un reactivo indicador que comprende un anticuerpo
monoclénico o policlénico o su fragmento, o una combinacién de estos anticuerpos, a los cuales un compuesto que
genera una sefial sea adherido, es contactado con los complejos antigenos / anticuerpos para formar una segunda
mezcla. La segunda mezcla es incubada durante un periodo de tiempo y bajo condiciones suficientes para formar
complejos anticuerpos / antigenos / anticuerpos. La presencia de los antigenos en la muestra de prueba y aquellos
capturados en la fase sélida, si existiesen, se determinan al detectar la sefial medible generada por el compuesto
generador de sefales. El monto de antigenos presentes en la muestra de prueba es proporcional a la sefial
generada.

[0376] En un formato de ensayo alterno, una mezcla es formada al contactar: (1) un anticuerpo policlénico, un
anticuerpo monoclénico o su fragmento, que vincula especificamente al antigeno, o una combinacion de aquellos
anticuerpos enlazados a un soporte solido; (2) la muestra de prueba; y (3) un reactivo indicador que comprende un
anticuerpo monoclénico, un anticuerpo policlénico o uno de sus fragmentos, que se vincula especificamente a un
epitope diferente (0 una combinacion de estos anticuerpos) al cual un compuesto generador de sefiales es adherido.
Esta mezcla es incubada durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para formar complejos anticuerpo /
antigeno / anticuerpo. La presencia, si la hubiese, de antigenos presentes en la muestra de prueba y capturados en
la fase sdlida es determinada al detectar la sefial medible generada por el compuesto generador de sefiales. El
monto de antigenos presentes en la muestra de prueba es proporcional a la sefial generada.

[0377] En otro formato de ensayos, una combinacién de por lo menos 2 anticuerpos monoclénicos del invento
pueden ser utilizados como una sonda competitiva para la detecciéon de anticuerpos de un antigeno. Por ejemplo, los
polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritos, ya sea solos o en combinacién, son cubiertos en una fase
sélida. Una muestra de prueba que se cosecha contiene anticuerpos del antigeno y es incubada entonces con un
reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefiales y por lo menos un anticuerpo monoclénico
durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para formar complejos antigenos / anticuerpos de la muestra de
prueba y del reactivo indicador vinculados a la fase sélida o el reactivo indicador vinculado a la fase sélida. La
reduccion en la vinculacion del anticuerpo monoclénico a la fase sélida puede ser medido cuantitativamente.

[0378] En otro método de deteccion, los anticuerpos monoclénicos o policlonicos pueden ser utilizados para la
deteccion de antigenos en secciones de tejidos, asi como en células, por medio de analisis inmunohistoquimico. Las
secciones de tejidos pueden ser cortadas de muestras fijadas congeladas o por medios quimicos del tejido. Si los
antigenos deben ser detectados en las células, las células pueden ser aisladas de la sangre, orina, aspirados de
mama u otros fluidos corporales. Las células pueden ser obtenidas por medio de biopsias, ya sea quirirgica o con
agujas. Las células pueden ser aisladas por medio de centrifugacién o atracciébn magnética después de marcarlas
con particulas magnéticas de fluidos férreos para enriquecer una fraccion de las particulas de células para triturarlas
con anticuerpos. El analisis citoquimico donde estos anticuerpos son marcados directamente (con, por ejemplo,
fluoresceina, oro coloidal, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina, etcétera) o marcadas utilizando
anticuerpos anti - especies marcados secundarios (con varias marcaciones tal como se usa como ejemplo en este
documento) para rastrear la histopatologia de la enfermedad también se encuentra dentro del alcance de este
invento.

[0379] Las combinaciones de anticuerpos monoclénicos (y sus fragmentos) también pueden ser utilizadas juntas
como componentes en una mezcla o “céctel”. Con anticuerpos que se enlazan especificamente de otras regiones de
los polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritos, donde cada anticuerpo tiene diferentes especificidades
de enlace. Los anticuerpos policlénicos utilizados en los ensayos pueden ser utilizados solos o como un coctel de
anticuerpos policlonicos. Puesto que los cdcteles utilizados en los formatos de ensayos comprenden a anticuerpos
monoclénicos o anticuerpos policlénicos que tienen diferentes especificidades de vinculacion a los polipéptidos de
aminoacidos no naturales aqui descritos. Estos son Utiles para detectar, diagnosticar, hacer ensayos, monitorear,
pronosticar, tomar imégenes in vivo, prevenir o tratar, o determinar la predisposicién a varias enfermedades y
condiciones.
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[0380] Se contempla que los aminoacidos no naturales aqui descritos, pueden ser detectados en ensayos al usar un
antigeno recombinante asi como al usar un polipéptido sintético o polipéptido purificado, polipéptido que, tiene una
secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritos. También se contenta la
que polipéptidos sintéticos, recombinantes o purificados de interés, que identifican a diferentes epitopes de los
polipéptidos de aminoacidos no naturales aqui descritos, pueden ser utilizados en combinacién con un ensayo para
la deteccion, el diagndstico, la elaboracién de ensayos, el monitoreo, el pronéstico, la toma de imagenes in vivo,
etcétera. En este caso, todos estos polipéptidos pueden ser cubiertos en una fase soélida; cada polipéptido separado
puede ser cubierto en fases soélidas separadas, tales como microparticulas, y entonces pueden ser combinados para
formar una mezcla de polipéptidos que pueden ser utilizadas después en ensayos. Los polipéptidos cubiertos en
fases solidas o marcados con marcadores detectables se les permite, competir con aquellos presentes en una
muestra para un monto limitado de anticuerpos. Una reduccién en el enlace de los péptidos sintéticos,
recombinantes o purificados al anticuerpo (o anticuerpos) es una indicacion de la presencia de los polipéptidos de
aminoacidos no naturales aqui descritos. Variaciones de los formatos de ensayos son conocidos a aquellas
personas con un conocimiento normal en la industria.

6. Microscopio de sonda de deteccion (SPM - Scanning probe microscopy) para ensayos inmunolégicos

[0381] Los métodos para la deteccion proteinica aqui descritos incluyen a SPM para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos. En el método de microscopio de sondas de deteccion, en la fase de captura, por ejemplo, por lo menos
uno de los anticuerpos monoclénicos es adherido a una fase sélida y un microscopio de sondas de deteccion es
utilizado para detectar complejos antigenos / anticuerpos que pueden estar presentes en la superficie de la fase
sdlida. La utilizaciéon de un microscopio de efecto tinel elimina la necesidad de marcaciones que normalmente deben
ser utilizadas en muchos sistemas de ensayos inmunolégicos para detectar complejos anticuerpos / antigenos.

[0382] El uso de SPM para monitorear reacciones de vinculaciones especificas puede ocurrir en muchas formas. En
una instancia, un miembro de un compafiero de vinculacion especifico (una sustancia especifica de analitos que es
el anticuerpo monoclénico) se adhieren a una superficie adecuada para la deteccion. La adherencia de la sustancia
especifica de analitos puede ser por medio de adsorcién a una pieza de prueba que comprende una fase soélida de
una superficie plastica o metal. Podria utilizarse la adherencia covalente de compafiero de enlace especifico
(sustancia especifica de analitos) a una pieza de prueba que comprende una fase sélida de algun derivado del
plastico, metal, silicona o vidrio. Métodos de adherencia covalente son conocidos para aquellas personas en la
industria e incluyen una variedad de medios para enlazar irreversiblemente a compafieros de vinculacién especificos
a esta pieza de prueba. Si la pieza de prueba es silicona o vidrio, la superficie debe ser activada antes de adherir al
compafiero de vinculacion especifico. También, las interacciones de polielectrolitos pueden ser utilizadas para
inmovilizar a un compafiero de vinculacion especifico a una superficie de la pieza de prueba usando técnicas y
guimicas. El método preferido de adherencia es por medios covalentes después de la adherencia de un miembro de
vinculacion especifico, la superficie puede ser tratada ademéas con materiales tales como sueros, proteinas u otros
agentes bloqueadores para minimizar la vinculacién no especifica. Las superficies también pueden ser examinadas
en las instalaciones de fabricacion o en el punto de uso para verificar su idoneidad para los propésitos del ensayo.
No se anticipa que el proceso de deteccion altere las propiedades de adherencia especificas de la pieza de prueba.

C. Espectroscopia
1. Resonancia magnética nuclear (NMR - Nuclear magnetic resonanace)

[0383] Los métodos para la deteccidon proteinica aqui descritos incluyen a NMR para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos.

[0384] La espectroscopia NMR es capaz de determinar las estructuras de macromoléculas biologicas similares a las
proteinas y acidos nucleicos con una resolucién optica. Adicionalmente, es posible estudiar fenémenos dependientes
del tiempo con NMR, tales como dinamicas intramoleculares en macromoléculas, cinética de reacciones,
reconocimiento molecular o doblaje proteinico. Métodos para la deteccion proteinica aqui descritos incluyen a NMR
para detectar polipéptidos de aminoacidos no naturales y polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y
sus fragmentos.

[0385] Progreso en las capacidades tedricas y practicas de NMR, han conllevado a la utilizacion eficiente cada vez
mas comun del contenido de informacion de espectros NMR. Desarrollos paralelos en los métodos bioguimicos
(expresion proteinica recombinante) permiten una preparacion simple y rapida de muestras proteinicas.
Heterondcleos tales como N, *C y ’H, pueden incorporarse en proteinas por medio de marcaciones isotopicas
uniformes o selectivas. El espectro de estas muestras puede ser simplificado drasticamente. Adicionalmente, alguna
informacién nueva acerca de la estructura y dinamica de las macromoléculas puede determinarse con estos

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 547 554 T3

métodos. Todos estos desarrollos permiten actualmente la determinacién estructural de proteinas con una masa de
hasta 30 KDa 0 mas.

2. Cristalografia de rayos X

[0386] Métodos para la deteccion proteinica tal como se describe aqui, incluyen cristalografia de rayos X para
detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos.

[0387] La cristalografia de rayos X es una técnica de cristalografia en la cual el patrén producido por la difraccion de
rayos equis a través del enrejado espaciado estrechamente de atomos en un cristal es grabado y entonces
analizado para revelar la naturaleza de ese enrejado. Esto generalmente conlleva a una comprension del material y
de la estructura molecular de una sustancia. Los espacios en el enrejado de cristal pueden ser determinados
utilizando la ley de Bragg. Los electrones que rodean a los atomos, en vez de a los ndcleos atémicos en si, son las
entidades que interactian fisicamente con los protones de rayos X que ingresan. Esta técnica es utilizada
ampliamente en la quimica y la bioquimica para determinar las estructuras de una variedad inmensa de moléculas,
incluyendo compuestos inorganicos, ADN y proteinas. La difraccion de rayos X es ejecutada cominmente utilizando
cristales simples de un material, pero si éstos no estan disponibles, muestras microcristalinas en polvo pueden ser
utilizadas, aunque esto requiere diferentes equipos y es mucho menos simple.

[0388] Para la cristalografia de rayos X, la molécula deben ser cristalizada. Un fotén difractado por un electrén no
puede ser detectado confiablemente, sin embargo, dada la estructura cristalina regular; los fotones son difractados
por los electrones correspondientes en muchas moléculas formadas simétricamente. Puesto que las ondas de la
misma frecuencia cuyos picos cuadran y se refuerzan entre si, la sefial se vuelve detectable. Para determinar una
estructura, los cristales de la molécula de interés son cultivados utilizando algun método de cristalizacion. Los
cristales son cultivados y a menudo son congelados con nitrogeno liquido. Los cristales congelantes reducen el dafio
por radiacion incurrida durante la recaudacion de datos y reducen la mocion térmica dentro de los cristales. Los
cristales son colocados en un difractometro, una maquina que emite un destello de rayos X. Los rayos X difractan a
los electrones en el cristal, y el patrén de difraccion es grabado y escaneado en una computadora. Estas imagenes
de difraccién son combinadas y eventualmente utilizadas para construir un mapa a de la densidad de electrones de
la molécula que fue cristalizada, los atomos son calzados al mapa de densidad de los electrones y varios pardmetros
tales como la posicion son recibidos para que cuadre de una forma éptima a los datos de difraccion observada.

3. Espectroscopia de fluorescencia

[0389] Los métodos para deteccion proteinica aqui descritos, incluyen a la espectroscopia de fluorescencia para
detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos.

[0390] Aparte de las medidas de fluorescencia estandar una variedad de otros métodos han sido desarrollados. La
fluorometria convencional involucra la toma de medidas de emisién de intensidades luminosas en longitudes de
onda definidas para una emision maxima cierta de fluoréforos. La fluorometria comprende una recaudacion de datos
para un continuum de absorcion asi como de longitudes de onda de emision. En la polarizacién de fluorescencia,
una luz polarizada es utilizada para la excitacion y vinculacion de antigenos marcados con fluorocromo a anticuerpos
especificos que afectan la magnitud de la polarizacion. La espectroscopia de estrechamiento de linea comprende
una espectroscopia del estado sélido a bajas temperaturas que deriva su selectividad del espectro de emisiéon de
linea estrecha que suministra.

[0391] La espectroscopia de fluorescencia que depende del tiempo comprende las mediciones resueltas durante el
tiempo que contienen mas informacion que las medidas en un estado estacionario, puesto que los valores en un
estado estacionario representan el promedio de tiempo de las determinaciones resueltas al pasar del tiempo. Es una
técnica de sincronizacién de fotones en la cual se mide el tiempo entre un pulso de luz de excitacién y el primer foton
emitido por la muestra.

[0392] La espectroscopia de fluorescencia de frecuencia de dominios es una alternativa para los métodos resueltos
por tiempo. El decaimiento del tiempo de fluorescencia es medido tipicamente utilizando una fuente luminosa con
una intensidad modulada sinusoidalmente a una frecuencia dada, al determinar el retraso de la fase y la modulacion
relativa de la sefial de fluorescencia con respecto a la luz de la excitacién.

4. Espectroscopia de la Masa y del tiempo de fuga de la lonizacion de Desorcion / lonizaciéon Laser

asistida por matrices (MALDI TOF-MS - Matrix Assisted Laser Desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry)
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[0393] Los métodos para la detecciéon proteinica aqui presentados, incluyen a MALDI TOF-MS para detectar
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales
modificados y sus fracciones.

[0394] TOF-MS linear - La espectrometria de masa ha emergido como una herramienta importante para analizar y
caracterizar moléculas grandes de varias complejidades. La técnica de desorcién / ionizacion laser asistida por
matrices (MALDI), desarrollada en 1987, ha incrementado el limite de masa superior para los analisis de
espectroscopia de masa de biomoléculas que superan los 300,000 Da y ha hecho posible el analisis de biomoléculas
grandes por medio de espectrometria de masa para que esta se vuelva mas facil y mas sensible. Los
espectrometros de masa TOF operan bajo el principio de que cuando un grupo bien definido temporalmente y
espacialmente de iones de diferentes tasas de masas / cargas (m/z) son expuestos al mismo campo eléctrico
aplicado (K.E. = [mv2]/2 = zeEs donde K.E. = Energia cinética (kinetic energy); m = la masa del ion; v = la velocidad
del ion; z = el nimero de cargas; e = la carga de un electrén en colombos; E = el gradiente del campo eléctrico; y s =
la distancia de la region de la fuente i6nica) y se le permite desplazarse en una region de un campo eléctrico
constante, atravesaran esta region en un tiempo que depende de sus tasas m/z.

[0395] Reflectrén TOF-MS - La resolucion de masa mejorada en MALDI TOF-MS ha sido obtenida por la utilizacién
de un reflectron de una sola fase o de fase doble (RETOF-MS). El reflectrén, ubicado al final del tubo de fuga, es
utilizado para compensar por la diferencia en tiempos de fuga de los mismos iones m/z de energias cinéticas
ligeramente diferentes por medio de un reflector de iones. Esto resulta en un enfoque de los paquetes de iones en el
espacio y tiempo en el detector. En el espectro de masa del reflectron, isotépico multiplete es bien resuelto
produciendo una resolucion de masa méaxima de la mitad de ancho completo (FWHM - full width half maximum) de
alrededor de 3400. Las resoluciones de masa de hasta 6000 (FWHM) han sido obtenidas para péptidos de hasta
3000 Da con RETOF-MS. El mejorar la resolucion de masa también ha incrementado la precision de masa cuando
se determina la masa de los iones.

[0396] Histdricamente, los MALDI-TOF-MS lineares y de reflectrones han sido utilizados principalmente para
determinaciones de masa molecular de iones moleculares y compendios enzimaticos que conllevan a la informacion
estructural de las proteinas. Estos compendios son analizados tipicamente en lo que se refiere a su masa con o sin
purificadores de determinaciones de masa molecular. Variedades de metodologias han sido desarrolladas para
obtener informacion secuencial primaria para proteinas y péptidos utilizando MALDI TOF-MS. Dos meétodos
diferentes han sido tomados. El primer método es conocido como una secuenciacion de escalera proteinica y es
utilizado para producir fragmentos informativos estructurales del analito antes de su insercién al espectrometro de
masa TOF y su andlisis subsiguiente. El segundo método utiliza el fendmeno de decaimiento idnico metaestable que
ocurre adentro del espectrometro de masa TOF para producir informacién secuencial.

[0397] Secuenciacion de escalera con TOF-MS - Las proteinas o péptidos pueden ser secuenciados utilizando
MALDI -TOF-MS con una técnica de secuenciacion de escalera que consiste en una degradacién quimica que
depende del tiempo o que depende de la concentracién del terminal N- o C- de la proteina o péptido a fragmentos,
cada uno diferente por un residuo de aminoécidos. La masa de la mezcla es analizada en un solo experimento
MALDI -TOF-MS con las diferencias de masa entre picos espectrales de masa adyacentes que corresponden a un
residuo de aminoacidos especifico. Este tipo de andlisis puede ser considerado como simplemente la determinacion
de masas de una serie de péptidos / proteinas que estan presentes en una sola muestra MALDI. El orden de
ocurrencia en el espectro de masa define la secuencia de los aminoacidos en la proteina o péptido original.

[0398] El Decaimiento Post - Fuente con RETOF-MS MALDI - se ha considerado histéricamente una técnica de
ionizacion “suave” que produce casi exclusivamente especies ionicas pseudomoleculares protonadas intactas. Un
nivel significativo de decaimiento ibnico metaestable de péptidos y proteinas incluye tipicamente pérdidas de
moléculas neutrales (tales como agua, amoniaco y porciones de las cadenas laterales de aminoacidos) y divisiones
aleatorias de los enlaces de los péptidos. La construccion de estos productos de decaimiento idnico estable en el
espectro de masa MALDI depende de la configuracién instrumental TOF.

[0399] MALDI TOF-MS se ha vuelto una herramienta valiosa en las biociencias para obtener determinaciones
precisas de masa de informacién secuencial primaria. Los métodos para la deteccion proteinica aqui descritos
incluyen a MALDI TOF-MS para detectar polipéptidos de aminoacidos no naturales y polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos. La informacion secuencial obtenida del espectro de masa cuya secuencia
fue conocida anteriormente no significa de ninguna manera un esquema simple para deducir una secuencia
desconocida de péptido o proteina a partir del espectro de masa de decaimiento i6nico estable. Estas técnicas
MALDI se las considera como las mas utiles en conjunto con las técnicas bioquimicas convencionales tales como los
compendios proteinicos. Pueden ser aplicables para identificar terminales de aminos bloqueados, modificaciones
post - traduccion y lugares de mutaciones en proteinas conocidas en esta forma. También, con un desconocimiento
total, un monto significativo de determinacién estructural preliminar deberia ser posible en montos muy pequefios
(menores a 10 pmoles) de analitos. Para la secuenciacion de escalera y estudios de fragmentacion de fuentes
internas, es importante el minimizar las impurezas potenciales de los péptidos.
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[0400] Decaimiento en la fuente con TOF-MS Linear - un método alternativo a RETOF - MS para estudiar el
decaimiento iénico estable de los iones generados por MALDI es el utilizar el DE con TOF - MS linear. Al utilizar la
técnica DE, la informacion estructural primaria de péptidos y proteinas también puede ser obtenida. La
fragmentacién iénica oportuna producida en el momento del evento de desorcién (es decir, la formacion idnica) es
generalmente ausente para el péptido generado por MALDI o los iones proteinicos. Al incorporar un retraso de
tiempo entre la formacién iénica y la extraccion iénica, se les permite a los iones en la fuente fragmentarse en un
periodo de tiempo relativamente corto (<100 ns) a iones y neutrales mas pequefios antes de la extraccion. Un
potencial de extraccion es aplicado al sacar los iones fragmentados. Picos coherentes espectrales de masa son
producidos de estos iones decaidos metaestables dando lugar a informacién estructural significativa para péptidos y
proteinas.

5. Tiempo de fuga de la - lonizacién de desorcién laser superficial mejorada - (SELDI-TOF - Surface-
enhanced laser desorption ionization)

[0401] otra tecnologia protedmica involucrada en el andlisis cuantitativo de las mezclas proteinicas es conocido
como el Tiempo de fuga de la - lonizacion de desorcion laser superficial mejorada - (SELDI-TOF - Surface-enhanced
laser desorption ionization). Los métodos para la deteccion proteinica aqui descritos, incluyen a SELDI-TOF para
detectar aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no
naturales modificados y sus fragmentos.

[0402] Esta técnica utiliza soportes de acero inoxidable o aluminio o chips disefiados con superficies sefiuelo
quimicas (hidrofilicas, hidrofébicas, pre - activadas, de fase normal, de afinidad metalica inmovilizada, catiénicas o
anidnicas) o bioldgicas (anticuerpos, fragmentos que se enlazan con antigenos (incluyendo, pero sin limitarse a,
scFv), ADN, enzimas o receptores) con un didametro de 1 - 2 mm. Estas superficies quimicas y bioquimicas variadas
permiten una captura diferencial de proteinas que se basa en las propiedades intrinsecas de las mismas proteinas.
El tejido o los fluidos corporales solubilizados en volimenes tan pequefios como 0.11 gramos son aplicados
directamente a estas superficies, donde las proteinas con afinidades a la superficie sefiuelo se adheriran. Es desde
una serie de lavados para remover las proteinas que no se adhirieron especificamente o que se adhirieron de una
forma débil, las proteinas adheridas son desorbidas y ionizadas para el andlisis MS. Masas de proteinas que varian
desde péptidos pequefios de menos de 1000 Da hasta proteinas que superan los 300 kDa son calculadas
basandose en el tiempo de fuga. Puesto que las mezclas de proteinas seran analizadas dentro de diferentes
muestras, una huella o firma muestra Unica resultara de cada muestra probada. Consecuentemente, los patrones de
las masas son producidas por el andlisis SELDI desde identificaciones proteinicas reales. Estos patrones
espectrales de masa son utilizados para diferenciar a las muestras de pacientes entre si, entre enfermos y normales
aunque las huellas proteinicas podran ser analizadas para expresiones de biomarcaciones diferenciales, esta
tecnologia en la actualidad no puede identificar especificamente proteinas dentro de una muestra utilizando MS. Sin
embargo, esta situacion esta evolucionando rapidamente puesto que prototipos estan siendo probados los cuales
acoplan la tecnologia SELDI-TOF con espectrometros de masa tandem. El acoplamiento de estos tipos de
instrumentos permitirdn la secuenciacion de aminoéacidos y su identificacién proteinica subsiguiente.

6. UV Vis

[0403] Los métodos para deteccién proteinica aqui descritos incluyen a UV-VIs para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos.

[0404] La espectroscopia de absorciéon oéptica (UV-VIs) juega un rol importante para la determinacion de
concentraciones (proteinas, ADN, nucledtidos, etcétera). Los colorantes organicos pueden ser utilizados para
mejorar la absorcién y para transformarla en un rango visible (por ejemplo, reactivos azules coomassie) entendiendo
las fuerzas que gobiernan la interaccion de las proteinas entre si para ayuda entender a aquellos procesos de
ensamblaje macromolecular, doblaje proteinico asistido por chaperones y translocacion proteinica.

[0405] La Espectroscopia de Resonancia Raman (RRS - Resonance Raman Spectroscopy) es una herramienta que
puede ser utilizada para estudiar la estructura y dindmica molecular. El dispersamiento de resonancia Raman
requiere un proceso de excitacién dentro de una banda de absorcion electrénica y resulta en un incremento grande
de dispersion. Pocas moléculas tienen bandas de absorcion visible; sin embargo todo absorbe en la profundidad UV.
Al usar luz UV es posible estudiar una amplia variedad de cromoéforos incoloros, y tener el beneficio adicional de
evitar interferencia de la fluorescencia. Ademas, electrones de grupos funcionales diferentes con longitudes de onda
de excitacion diferentes pueden ser excitados selectivamente. Este método ayuda a investigar partes especificas de
macromoléculas al utilizar diferentes longitudes de onda de excitacion.

7. Cromatografia Liquida (LC - Liquid Chromatography)
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[0406] La cromatografia liquida ha sido una herramienta poderosa para aislar proteinas, péptidos y otras moléculas
de mezclas complejas. Los métodos para deteccion proteinica aqui descritos incluyen a LC para detectar
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales
modificados y sus fragmentos. La cromatografia liquida puede ser una cromatografia de afinidad, una cromatografia
de filtracién de gel, una cromatografia de intercambio de aniones, una cromatografia de intercambio de cationes, LC
de grupos de diodos y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC - high performance liquid chromatography).

[0407] La cromatografia de filtracion de gel separa a proteinas, péptidos y oligonucleétidos en base a su tamafio.
Las moléculas se mueven a través de una cama de esferas porosas, difundiéndose en las esferas en mayores o
menores grados. Las moléculas mas pequefias se difunden en mayor forma en los poros de las esferas y por lo
tanto se mueven a través de la cama en una forma mas lenta, mientras que las moléculas mas grandes entran
menos o0 no logran hacerlo y por lo tanto se mueven a través de la cama mas rapidamente. La masa molecular y la
forma tridimensional contribuyen con el grado de retencién. La cromatografia de filtracion de gel puede ser utilizada
para el analisis de tamafio molecular, para separaciones de los componentes en una mezcla, o para la remocion
salina o intercambio de amortiguadores de una preparacion de macromoléculas.

[0408] La cromatografia de afinidad es un proceso de absorcion bioselectiva y recuperacion subsiguiente de un
compuesto a partir de un ligando inmovilizado. Este proceso permite una purificacién altamente especifica y eficiente
de muchas proteinas diversas y de otros compuestos. El proceso requiere la utilizaciéon de un ligando selectivo
apropiado que vinculara al compuesto deseado generalmente con una constante de disociacion en el rango de 10* -
10 ®, permitiendo la recuperacion bajo condiciones moderadas. El ligando es, generalmente, inmovilizado en una
matriz de esferas y foros que puede estar en la forma de un empaque de columnas o un medio de absorcién en
forma de lotes.

[0409] La cromatografia de intercambio i6nico separa a las moléculas basandose en las diferencias entre la carga
general de las proteinas. Es usada usualmente para purificacion proteinica pero puede ser utilizado para la
purificaciéon de oligonucleétidos, péptidos u otras moléculas cargadas. La proteina de interés debe tener una carga
opuesta que la del grupo funcional adherido a la resina para que pueda vincularse. Por ejemplo, las
inmunoglobulinas, que generalmente tienen una carga positiva general, se adheriran bien a intercambiadores de
cationes, que contienen grupos funcionales cargados negativamente. Puesto que esta interaccion es ibnica, la
vinculacion debe ocurrir bajo condiciones idnicas bajas. La elucién se logra al incrementar la fuerza inica para ver la
interaccion ionica, o cargando el pH de la proteina.

[0410] ElI HPLC puede ser utilizado en la separacion, purificacién y deteccion de aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos
aqui descritos. Péptidos: El uso de la cromatografia de fases reversadas (RPC - reversed-phased chromatography)
se ha vuelto un paso comudn e importante en la produccion de péptidos sintéticos. La RPC también ha sido utilizada
para purificar secuencias naturales. Aunque columnas analiticas son utilizadas para ejecutar el proceso, el
procedimiento puede tener una naturaleza preparativa debido al monto limitado de proteinas “activas” en el tejido.
Algunas ventajas adicionales son la recuperacion de la actividad biolégica después de la purificacion y la formacion
de estructuras secundarias o terciarias después de su exposicion al RPC son preferidas debido al tamafio abreviado
de los péptidos. Extractos de tejidos crudos pueden ser cargados directamente en el sistema RPC y movilizados por
medio de elucién gradiente. La recromatografia bajo las condiciones idénticas es una opcidn si mas purificacion es
justificada o necesaria. La RPC también puede ser utilizada en el proceso de determinacion estructural proteinica. El
procedimiento normal de este proceso es 1) la fragmentacion por medio de protedlisis o division quimica; 2)
purificacion; y 3) secuenciacion. Una fase movil como para la RPC de péptidos es un gradiente de 0.1 por ciento de
acido trifluoroacético (TFA - trifluoroacetic acid) en agua a 0.1 por ciento de TFA en un solvente organico, tal como
acetonitrilo, puesto que el solvente organico 1) solubiliza el péptido, 2) permite la deteccién a aproximadamente 230-
240 nm, y 3) puede evaporarse de la muestra. Proteinas Bioldgicamente Activas: La utilizacién de la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC - size-exclusion chromatography) y la cromatografia de intercambio
i6nico (IEC - ion-exchange chromatography) es una buena préactica para su utilizacion con proteinas biol6gicamente
activas, tales como enzimas, hormonas y anticuerpos puesto que cada proteina tiene su propia estructura Unica y las
técnicas pueden ser realizadas en condiciones fisioldgicas. Una recuperacién completa de actividades después de
su exposicion a la cromatografia puede lograrse y actualmente, la disponibilidad de columnas SEC es lo
suficientemente diversa para permitir un fraccionamiento desde 10 a 1000 kilodaltons. Proteinas extremadamente
basicas o hidrofébicas puede que no exhiban el caracter SEC verdadero puesto que las columnas tienden a tener un
caracter de hidrofobicidad y aiénico ligero. El uso de una elucion gradiente con la columna IEC es favorable por la
resolucion equivalente de como la electroforesis de gel de poliacrilamida (PAGE - polyacrylamide gel
electrophoresis) y la capacidad incrementada de carga cuando se la compara con SEC. En la interaccion de
cromatografia de afinidad liquida (LAC - liquid affinity chromatography) se basa en la vinculacién de la proteina
debido al mimetismo del sustrato, del receptor, etcétera. La proteina es eluida al introducir un reactivo vinculante
competitivo o alterando la configuracion proteinica lo cual facilita la disociacion. Proteinas de Membranas: Las
proteinas de membranas son periféricas (ubicadas en la superficie exterior) o integrales (extendidas parcialmente,
extendidas completamente o colocadas completamente dentro de la membrana). La lipofilia de la bicapa transmite el
caracter lipofilico (es decir, aminoacidos hidrofobicos) de las proteinas dentro de la membrana. La RPC seria una
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opcion légica en el andlisis y purificacion de estas proteinas, pero IEC también es utilizada. Otro procedimiento
utilizado en la separacién de las proteinas de las membranas es la utilizacién de detergentes no idnicos, tales como
Tritébn X-100 o proteinas de solubilizacion por medio de solventes organicos con IEC. El HPLC puede ser acoplado
con MS.

[0411] La cromatografia liquida de detectores de agrupaciones con diodos (DAD — LC - Diode array detector-liquid
chromatography) suministra un espectro completo y multiple para cada pico HPLC, que, comparativamente, puede
suministrar indicaciones de una pureza del pico. Estos datos también pueden asignar la presencia de Tyr, Trp, Phe y
la posibilidad de otras (His, Met, Cys) y puede cuantificar estos aminoacidos por medio del analisis del segundo
derivado o multicomponente. Por medio de una derivacién post - columna, DAD-LC también puede identificar y
cuantificar Cys, Hls y Arg en péptidos individuales. Por lo tanto, es posible analizar a 6 de 20 de aminoacidos de
cada péptidos separado en una corrida LC individual, y la informacion puede ser obtenida acerca de la presencia o
ausencia de estos aminoacidos en un péptido en un solo paso. Esto es ayudado por el conocimiento del nimero de
residuos en cada péptido. Ademas, por medio de la correccion con una absorcién de 205 nm para croméforos de la
cadena lateral, esta técnica puede dar una estimaciéon mucho mejor de los montos relativos de cada péptido.

D. Electroforesis

[0412] Los métodos para la deteccién proteinica aqui descritos, incluyendo a electroforesis para detectar
aminoacidos no naturales, polipéptido de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales
modificados y sus fragmento. La electroforesis puede ser electroforesis de gel o electroforesis capilar.

[0413] Electroforesis en Gel: La electroforesis de gel es una técnica que puede ser utilizada para la separacion de
proteinas. La separacién de moléculas grandes (macro) depende de dos fuerzas: carga y masa. Cuando una
muestra bioldgica, tal como proteinas, es mezclada en una solucion de amortiguamiento y se la aplica a un gel,
estas dos fuerzas actlan juntas. La corriente eléctrica de un electrodo repele las moléculas mientras el otro
electrodo atrae unitariamente a las moléculas. La fuerza ficcional del material del gel actia como un “filtro
molecular”, separando las moléculas de acuerdo a su tamafio. Durante la electroforesis, las macromoléculas son
forzadas a moverse a través de los poros cuando la corriente eléctrica es aplicada. Su tasa de migracion a través del
campo eléctrico depende de la fuerza del campo, del tamafio y forma de las moléculas, la hidrofobicidad relativa de
las muestras, y la fuerza iénica y la temperatura del amortiguador en el cual las moléculas se estan moviendo.
Después de la coloracion, las macromoléculas separadas en cada fila pueden ser vistas en una serie de bandas que
se dispersan desde un extremo del gel hasta el otro. Utilizando esta tecnologia es posible el separar e identificar las
moléculas proteinicas que difieren en hasta tan bajo como un aminoacido. Es una ventaja que las proteinas pueden
ser visualizadas asi como separadas, permitiendo a un investigador el estimar rdpidamente el nimero de proteinas
en una mezcla o el nivel de pureza de una preparacion proteinica particular. Ademas, la electroforesis de gel permite
la determinacion de propiedades cruciales de una proteina tales como su punto isoeléctrico y su masa molecular
aproximada.

[0414] Electro enfoque, o enfoque isoeléctrico, es una técnica para separar diferentes moléculas por medio de
diferencias en su carga eléctrica (si es que éstas tienen alguna carga). Es usada mas cominmente en proteinas. Es
un tipo de electroforesis zonal que aprovecha el hecho de que una carga de una molécula cambia en la medida en
gue cambia el pH de sus alrededores. Las moléculas son distribuidas sobre un medio que tiene un pH gradiente
(usualmente creado por medio de anfdlitos alifaticos). Se pasa una corriente eléctrica a través del medio, creando un
extremo “positivo” y otro “negativo”. Las particulas cargadas negativamente migran a través del pH gradiente hacia el
extremo “positivo” mientras que las particulas cargadas positivamente se mueven hacia el extremo “negativo”.
Mientras una particula se mueve a un pH que neutraliza su carga, la corriente parara de fluir. Las particulas de la
misma carga inicial se depositaran (o se enfocaran) alrededor del mismo lugar en el pH gradiente.

[0415] Electroforesis Capilar: La electroforesis capilar es una coleccion de un rango de técnicas de separacion que
involucran la aplicacion de altos voltajes a lo largo de capilares llenos de un amortiguador para lograr separaciones.
Las variaciones incluyen la separacién basada en diferencias de tamafio y carga entre los analitos (denominada
electroforesis zonal capilar, CZE - Capillary Zone Electrophoresis, o CE de solucién libre, FSCE - Free Solution CE),
la separacion de compuestos neutrales utilizando micelas surfactantes (cromatografia capilar electrocinética micelar,
MECC - Micellar electrokinetic capillary chromatography a veces denominada MEKC) filtrando los solutos a través de
la red de gel (electroforesis de gel capilar, GCE - Capillary Gel Electrophoresis), la separacién de cationes (o0
aniones) basandose en su movilidad electroforética (isotacoforesis capilar, CITP - Capillary Isotachophoresis), y la
separacion de solutos zwitteriénicos dentro de un pH gradiente (Enfoque Isoeléctrico Capilar, CIEF - Capillary
Isoelectric Focusing). La electrocromatografia capilar (CEC - Capillary electrochromatography) es una técnica de
separacion electrocinética asociada que involucra aplicar voltajes a lo largo de capilares llenos de fases
estacionarias de gel de silice. La selectividad de separacion en CEC es una combinacion de procesos electroforético
y cromatograficos. Muchas de las ventajas de separacion CE se basan en la presencia de un flujo inducido
eléctricamente de solucion (flujo electro osmotico, EOF - electroosmotic flow) dentro del capilar para bombear
solutos hacia el detector. GCE y CIEF son de importancia para la separacién debié moléculas tales como las
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proteinas. Generalmente la CE es realizada usando electrolitos que se basa en sustancias cosas, sin embargo,
existe un uso creciente de solventes no acuosos en la CE.

[0416] La operacion de un sistema CE involucra la aplicacién de un voltaje alto (tipicamente entre 10 - 30 kV) a lo
largo de una sonda (25 - 100 mm) capilar. El capilar es llenado con una solucién de electrolitos que conduce la
corriente a través del interior del capilar. Los extremos del capilar son sumergidos en reservorios llenos con
electrolitos. Los electrodos hechos de un material inerte tal como el platino también son insertados en los reservorios
de electrolitos para completar el circuito eléctrico. Un volumen pequefio de una muestra es inyectado en uno de los
extremos del capilar. El capilar pasa a través de un detector, usualmente un detector de absorcién UV, en el extremo
opuesto del capilar. La aplicacién de un voltaje causa el movimiento de los iones de la muestra hacia su electrodo
apropiado que pasa usualmente a través del detector. El grafico de la respuesta del detector con el tiempo es
generado el cual es denominado un electroferograma. Un flujo de electrolitos, conocido como flujo
electroendosmotico, EOF (electroendosmotic flow), resulta en un flujo de solucion a lo largo del capilar usualmente
hacia el detector. Este flujo puede reducir significativamente los tiempos de andlisis o forzar a un ion a superar su
tendencia migratoria hacia el electrodo al cual esta siendo atraido por la sefial de su carga.

E. Agrupaciones

[0417] Métodos para la deteccion proteinica aqui presentados incluyen agrupaciones para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos.

[0418] Agrupaciones comprenden realizar analisis paralelos de varias muestras en contra de objetivos proteinicos
conocidos. El desarrollo de varias plataformas de micro agrupaciones ha permitido significativamente y en forma
acelerada la determinacion de abundancia proteinica, ubicacién, e interacciones en una célula o tejido. Las micro
agrupaciones suministran una plataforma que permite la identificacion de la interaccion o funcién en contra de un
conjunto no caracterizado de proteinas, anticuerpos o péptidos.

[0419] Chips que se basan pueden agrupar a proteinas en una superficie pequefia y pueden medir directamente los
niveles de proteinas en tejidos utilizando imagenes que se basan en fluorescencia. Las proteinas pueden ser
agrupadas en fases soélidas planas o en sistemas capilares (agrupaciones micro fluidificas), y algunas proteinas
diferentes pueden ser aplicadas a estas agrupaciones. Las mas populares se basan actualmente en interacciones
anticuerpo - antigeno, las cuales también pueden detectar interacciones antigeno - proteina. El potencial de
agrupaciones de anticuerpos es actualmente limitado debido a la disponibilidad de anticuerpos que tienen una alta
especificidad (para eliminar reacciones cruzadas con proteinas no especificas dentro de la muestra) y una alta
afinidad con el objetivo de interés (para permitir una deteccion de pequefias cantidades dentro de una muestra). Otro
reto de la tecnologia de agrupaciones proteinicas es la habilidad para preservar proteinas en su forma y estado
biol6gicamente activo. Adicionalmente al uso de anticuerpos como sondas en agrupaciones, poligononucledtidos de
una sola cepa, cuya especificidad es optimizada por medio de elucién in vitro (aptameros), ofrecen una alternativa
viable. Aptameros permiten su adherencia covalente a proteinas afines por medio de una foto - reticulacion,
reduciendo, consecuentemente, el fondo. Manchas de proteinas no especificas son utilizadas para detectar las
proteinas adheridas. La publicacion internacional nimero WO 04/58946 titulada “Agrupaciones Proteinicas” (“Protein
Arrays”) describe la adherencia de polipéptidos de aminoacidos no naturales a soportes solidos.

[0420] Las agrupaciones incluyen, pero no se limitan a, agrupaciones de esferas, agrupaciones que se basan en
esferas, bioagrupaciones, agrupaciones bioelectrénicas, agrupaciones de cDNA, agrupaciones celulares,
agrupaciones de ADN, agrupaciones genéticas, agrupaciones de expresiones genéticas, agrupaciones celulares
congeladas, agrupaciones de genoma, agrupaciones de oligonucledtidos de alta densidad, agrupaciones de
hibridacion, agrupaciones micro ménsula, agrupaciones micro electrénicas, agrupaciones de hibridacién de ADN
multiplex, nano agrupaciones, agrupaciones de oligonucledtidos, agrupaciones de oligosacaridos, agrupaciones
planas, agrupaciones proteinicas, agrupaciones de soluciones, agrupaciones coloreadas, agrupaciones de tejidos,
agrupaciones exon, agrupaciones de filtros, micro agrupaciones, micro agrupaciones de moléculas pequefias,
agrupaciones de suspensiones, agrupaciones de temas, agrupaciones de Texas, y agrupaciones de transcripciones.

F. Sensores

[0421] Métodos para la deteccion proteinica aqui descritos, incluyendo sensores para detectar aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos. Los sensores pueden ser utilizados para la detecciéon in vivo e in vitro. Los sensores pueden ser
utilizados para detectar eventos tales como la adherencia de un polipéptido de aminoacidos naturales a su objetivo,
cambios de conformacion en un polipéptido de aminoacidos no naturales, y / o medir otras interacciones,
modificaciones o cambios a un polipéptido de aminoacidos no naturales o su entorno.

[0422] Los sensores pueden ser sensores quimicos, sensores 6pticos y biosensores. Los sensores quimicos son
dispositivos analiticos miniatura que entrega informaciéon en tiempo real y en linea acerca de la presencia de
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compuestos o iones especificos en muestras complejas. Los sensores 6pticos se basan en las propiedades Opticas
intrinsecas de analitos, o de propiedades 6pticas de colorantes indicadores biomoléculares marcadas adheridas a
los soportes soélidos. Los biosensores pueden ser biosensores de afinidad que se basan en las capacidades de las
enzimas para convertir “sustratos” en productos; o biosensores cataliticos.

[0423] Se puede medir la adherencia de un polipéptido de aminoacidos no naturales a su objetivo, incluyendo, pero
sin limitarse a, un anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo, o un polipéptido que se adhiere a un antigeno o sus
fragmentos. El polipéptido de aminoacidos no naturales es conjugado a una molécula tal como un nanotransmisor.
Mientras esta vinculado a su objetivo in vivo, el nanotransmisor emite una sefial que es leida ex vivo por un
instrumento de toma de imagenes médicas.

G. Métodos para ldentificar Proteinas de una Examinacién de una Biblioteca

[0424] Para identificar a la proteina o a las proteinas del polipéptido de aminoacidos no naturales, se pueden utilizar
muchos métodos. La separacién proteinica ayuda a separar una mezcla compleja para que proteinas individuales
sean procesadas mas facilmente con otras técnicas. Los métodos de identificacion proteinica incluyen, pero no se
limitan a, secuenciacion de bajo caudal a través de la degradacion Edman, técnicas de espectrometria de masa,
toma de huellas de masa de péptidos, secuenciacién de ensayos que se basan en anticuerpos y ensayos de
cuantificacion proteinicas tales como marcacién de gel de colorantes fluorescentes o métodos de modificacion
guimica (es decir, marcadores de afinidad con isétopos codificados — ICATS - isotope-coded affinity tags,
cromatografia diagonal fraccional combinada — COFRADIC - combined fractional diagonal chromatography) la
proteina purificada también puede ser utilizada / la determinacion de la estructura de cristal tridimensional, que
puede ser utilizada para modelar interacciones inter moleculares. Métodos comunes para determinar la estructura de
cristal tridimensional incluyen cristalografia de rayos X y espectroscopia NMR. A continuacion se detallan algunos
métodos para identificar a proteinas.

[0425] Secuenciacién Proteinica: La secuenciacion de la terminal N y la secuenciacién de la terminal C. La
secuenciacion de la terminal N ayuda en la identificacion de proteinas desconocidas; confirma la identidad y fidelidad
proteinicas recombinantes (marco de lectura, punto de inicio de traduccion, etcétera.); Ayuda a la interpretacion de la
informacién NMR y cristalografica; demuestra grados de identidad entre proteinas; o suministra datos para el disefio
de péptidos sintéticos para la generacion de anticuerpos, etcétera. La secuenciaciéon del terminal N utiliza una
quimica degradativa bien establecida de Edman, removiendo secuencialmente residuos de aminoacidos del terminal
N de la proteina e identificandolos por medio de HPLC en fases reversas. La sensibilidad es al nivel de cientos de
femtomoles y lecturas de secuencia largas (20 - 40 residuos) pueden ser obtenidas de algunas decenas de
picomoles de material de inicio. Proteinas puras (mayores al 90%) generan datos que son facilmente interpretables,
pero mezclas proteinicas suficientemente purificadas también pueden suministrar datos Utiles, sujeto a una
interpretacion de datos rigurosos. Proteinas modificadas (especialmente acetiladas) en su terminal N no pueden ser
secuenciadas directamente, puesto que la ausencia de un grupo amino primario liberado previene que se ejecute la
quimica de Edman. Sin embargo, una protedlisis limitada de la proteina bloqueada (por ejemplo, utilizando bromuro
de ciandgeno) podria permitir que se pueda generar una mezcla de aminoacidos en cada ciclo del instrumento, que
puede ser sujeto a un analisis de bases de datos para interpretar informacion secuencial significativa

[0426] La secuenciacién de la terminal C es reconocida como una modificacion post - traduccion importante, que
afecta criticamente a veces a la estructura y la actividad de una proteina. Varias situaciones de enfermedades han
sido asociadas con un procesamiento deshabitado de proteinas y la secuenciacion de la terminal C suministra una
herramienta adicional para la investigacion de la proteinica y mecanismos de procesamiento.

[0427] Analisis de Proteomas: Con proteinas protedmicas se pueden identificar, principalmente con algoritmos de
busqueda informaticos que se asignan gracias a un conjunto de datos de masa / intensidad adquiridos tipicamente y
que son generados al realizar una lonizacidn por electrospray (ESI — electrospray ionization), desorcion / ionizacién
laser asistida por matriz (MALDI - matrix-assisted laser desorption/ionization), instrumentos de tiempo de fuga (TOF -
time-of-flight), o unas trampas iénicas cuadrupolares tridimensionales en la proteina de interés.

Otros métodos de deteccién

[0428] Métodos adicionales de deteccion involucran bipiridinas, coordinacion radica, nanotecnologia (oro), biotin-
estreptavidina / avidina, UV/Vis, sistemas de los pasos que involucran un evento de vinculaciéon y un evento de
acoplamiento debido a la proximidad de un aminoacido no natural al objetivo resultando en una emisién de
fluoréforo, moléculas fluorescentes / fluorogénicas que se basan en moléculas pequefias a un aminoacido no natural
presente en un polipéptido, lipocalinas (barril beta), proteinas que vinculan acidos grasos y fluoréforos oscuridad a
luz o luz a oscuridad.

XV. Toma de imagenes y diagndsticos
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[0429] Métodos para toma de imagenes y diagnésticos que utilizan aminoacidos no naturales, polipéptidos de
aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos se presentan en
este documento.

[0430] La toma de imagenes moleculares un campo multidisciplinario que involucra los esfuerzos de la biologia
molecular y celular para identificar al objetivo de toma de imagenes moleculares, radio quimica y quimica de bio
conjugacién para desarrollar sondas de imagenes adecuadas, farmacologia para optimizar las ondas para una
eficacia de direccién éptima y cinética favorable in vivo, y técnicas de captura de imagenes para monitorear de una
forma que no sea invasiva el destino de las ondas de imagenes moleculares in vivo. Aparte de sus aplicaciones
basicas de diagnostico, las imagenes moleculares también juegan un rol en la evaluacion de la eficacia de
tratamientos, descubrimientos de medicamentos y comprension de mecanismos moleculares en sistemas vivos.
Sondas de imagenes moleculares (anticuerpos monoclénicos, minicuerpos, proteinas, péptidos y péptido miméticos)
pueden ser utilizados para la visualizacién y cuantificacién de objetivos moleculares. La combinacion de técnicas de
imagenes anatdémicas (microMRI y microCT) y moleculares (imagenes microPET, microSPECT vy de fluorescencia
NIR) pueden permitir el obtener informacion molecular nacional, y monitorear la eficacia terapéutica molecular
especifica. Métodos para la toma de imagenes biol6gicas pueden ser utilizados para detectar organizacion espacial
(es decir, distribucién) y para cuantificar los constituyentes, estructuras, organulos y componentes administrados de
tejidos naturales tales como sondas de marcacion (por ejemplo, sondas fluorescentes) y medicamentos que utilizan
transmision de luz, reflexion, dispersion y estrategias de emision fluorescente, con altas resoluciones espaciales y
espectrales.

[0431] Ensayos de competicién in vivo de compuestos no marcados con sondas marcadas para reactivos con
caracteristicas y eficacias farmacoldgicas conocidas pueden ser utilizados en el proceso de evaluacién del
medicamento. La caracterizacibn no invasiva de direccibn del medicamento, ocupacién de receptores,
concentraciones requeridas para inhibicion de receptores o enzimaticas efectivas, etcétera, pueden acelerar la
evaluacion de los compuestos nuevos. Mientras nuevos candidatos de medicamentos proceden a través de estudios
farmaco - dindmicos y farmacos sintéticos, andlisis de tomas de imagenes pueden monitorear cuantitativamente y
repetitivamente la accesibilidad, duracion o retencion del objetivo en un lugar objetivo y su correlacion con la eficacia
del medicamento y holgura de tejidos irrelevantes.

[0432] En experimentos clinicos, ensayos de tomas de imagenes pueden facilitar la evaluaciéon de amino&cidos no
naturales, polipéptidos de amino&cidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos, para sus propiedades farmacoldgicas y su efectividad terapéutica en pacientes. Al combinar sondas de
tomas de imagenes con instrumentos de tomas de imagenes en varias modalidades que fusionan la informacion
estructural y funcional, los médicos pueden realizar mdultiples ensayos funcionales de tomas de imagenes
simultaneamente de co - andlisis anatdmicos. La informacion derivada de este péptidos estructurales y del monitoreo
no invasivo repetitivo de la distribucion y concentracién del medicamento puede ser correlacionado con los efectos
biologicos en los senderos de transduccion de sefializacion, actividades enzimaticas objetivas, niveles de disefios
activacion de receptores, proliferacion celular, actividad de proteasomas, etcétera, estos ensayos no invasivos
pueden permitir un monitoreo en tiempo real y la modificacién de intervenciones objetivas y estrategias terapéuticas.
Las tecnologias de tomas de imagenes moleculares pueden ser utilizadas para estudiar modelos de ratones en
estudios pre - clinicos. Por ejemplo, muchos medicamentos para el cancer y otras enfermedades ejercen sus efectos
terapéuticos al inducir una apoptosis. La habilidad para tomar imagenes repetitivamente de respuestas apoptéticas
en animales vivos puede facilitar la evaluacién pre - clinica de estos medicamentos. Para estudiar ratones
transgénicos, la identificacion del ratén fundador que puede expresar el transgén en el patron espacial y temporal
apropiado por medio de toma de imagenes no invasivas puede permitir la identificacion de fundadores sin una
reproduccion.

[0433] Las tomas de imagenes moleculares pueden suministrar la ubicacion, magnitud y duracién de expresién del
gen terapéutico para la optimizaciéon de los protocolos de terapia genética. Las tomas de imagenes Opticas pueden
acoplarse con la transferencia genética dirigida. Las toma de imagenes polares de genes de portadores también
pueden ser utilizados para monitorear la biodistribucion y eficacia de las terapias que se basan en células

Sondas de Tomas de Imagenes

[0434] Las sondas de tomas imagenes pueden ser moléculas marcadas con radiois6topos o luz de moléculas
emisoras de luz casi infrarroja (NIR - nearinfrared). La concentracion y / o propiedades espectrales de las sondas de
tomas de imagenes moleculares son alteradas y el proceso biolégico especifico que esta bajo investigacion. Dos
tipos de sondas que pueden ser utilizadas en estudios de tomas de imagenes funcionales son, en forma de ejemplo
solamente, sondas de vinculacion directa y sondas indirectas. Las sondas de vinculacion directa y las sondas
indirectas pueden ser polipéptidos de aminoacidos no naturales. Ejemplos de sondas de vinculacion directa incluyen,
pero no se limitan a, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polipéptidos de vinculacion de antigenos y sus
fragmento y ligandos receptores. Las sondas directas pueden ser utilizadas para detectar concentraciones de sus
objetivos, puesto que su vinculacion es estequiométrica. Por lo tanto, sondas directas son Utiles en la investigacion
de objetivos que son sobre expresados en condiciones patolégicas, por ejemplo, antes y después de una terapia.
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Sondas indirectas son utilizadas para monitorear las actividades de sus objetivos macro moleculares, incluyendo
actividades cataliticas. Ejemplos de tales sondas se describen por Herschman en Science (Ciencia) 2003 302:605-
608.

[0435] Las ondas pueden ser desarrolladas para monitorear moléculas objetivas endégenas y procesos bhiolégicos.
Aquellas sondas pueden ser polipéptidos de aminoacidos no naturales (modificados). Mediadores claves y / o
indicadores de procesos enddgenos pueden ser investigados utilizando sondas de toma de imagenes. Sustratos
para enzimas tales como quinasas o proteasas pueden ser marcados por medio de radio ndcleos o moléculas
fluorescentes para eventos tales como fosforilacion o divisién de proteasas que pueden ser marcados por medio de
ensayos de tomas de imagenes moleculares. Tales sondas fluorescentes que emiten luz fluorescente NIR después
de la division de proteasas pueden ser denominadas sondas de Tomas de imagenes opticas “activables”.

[0436] Sondas directas e indirectas pueden ser descubiertas por medio de examinacion de alto caudal de bibliotecas
guimicas. Sondas directas también pueden ser descubiertas al examinar bibliotecas grandes de anticuerpos y fagos
recombinantes. Aquellas bibliotecas pueden estar compuestas de polipéptidos de aminoacidos no naturales
(modificados).

[0437] Puntos cuénticos: Métodos para la toma de imagenes y diagnosticos utilizando aminoacidos no naturales,
polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus fragmentos
aqui presentados incluyen a nanocristales semiconductores fluorescentes (también conocidos como puntos
cuanticos o gdots - quantum dots). Los qdots pueden ser utilizados para el estudio de procesos intracelulares a un
nivel de una sola molécula, toma de imagenes celulares de alta resolucion, observacién a largo plazo in vivo del
tréfico celular, direccién a tumores y diagnosticos.

[0438] Los puntos cuanticos semiconductores coloidales son cristales sencillos de unos nanémetros de didmetro
cuyo tamafio y forma pueden ser controladas precisamente por la duracidn, temperatura y moléculas ligandos
utilizadas en su sintesis. Este proceso puede producir gdots que tienen una absorcion y emision que dependen de la
composicion y el tamafio. La absorcion de un foton con energia superior a la energia de la brecha de banda del
semiconductor puede resultar en la creacion de una pareja de electron - hueco (o exciton). La absorcion puede tener
una probabilidad incrementada a energias mas altas (es decir, longitudes de onda més cortas) y resultar en un
espectro de absorcion de banda ancha, en contraste a los fluor6foros estandar. Para nano cristales mas pequefios
que el denominado, radio de exciton Bohr (unos pocos nandémetros), los niveles de energia pueden ser
cuantificados, con valores relacionados directamente al tamafio del qdot (un efecto llamado confinacién cuéntica,
consecuentemente el nombre “puntos cuanticos”) la recombinacion radioactiva de un excitén (caracterizada por una
vida util larga, que supera los 10 ns) puede conllevar a la emisién de un fotdon en una banda de energia cinética
estrecha. La vida util de fluorescencia larga de los qdots puede habilitar el uso de la deteccion de tiempo limitado
para separar su sefial de aquellas con vidas Utiles mas cortas (tales como los fondos de auto fluorescencia que se
encuentran en las células).

[0439] Qdots individuales pueden ser observados y rastreados durante un periodo de tiempo extendido con, por
ejemplo, microscopios confocales, microscopios de reflexion interna total, 0 microscopios basicos de campo general
de epifluorescencia. La espectroscopia de correlaciéon de fluorescencia puede permitir la determinacion del brillo por
particula y también suministra una medida del tamafio promedio de los qdots. Los qdots también pueden ser
utilizados como sondas para un microscopio confocal de dos fotones puesto que se caracterizan por una absorcion
muy larga de la seccion transversal. Pueden ser utilizados simultaneamente con colorantes estandar. Los gdots
tienen un potencial como donantes personalizables de una pareja de transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET - fluorescence resonance energy transfer).

[0440] Para aplicaciones tales como la marcacion de qdots de una molécula objetivo tal como un polipéptido de
aminoacidos no naturales, una sola fraccion de reconocimiento puede ser injertada al qdot (por ejemplo,
oligonucledtidos de ADN o aptameros, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, polipéptidos vinculantes de
antigenos, etcétera) o, utilizados como ligandos de solubilizacion de gdots. Los ligandos de gdots que contienen un
grupo de aminas o carboxilo, por ejemplo, pueden ofrecer una posibilidad de reticular moléculas que contienen a un
grupo de tioles o a una fraccion de éster N-hidroxisuccinimilo por medio de reacciones de bioconjugacion estandar.
Otro método puede ser el uso de interacciones electrostaticas entre los gdots y moléculas cargadas de adaptadores,
0 entre qdots y proteinas modificadas para incorporar dominios cargados. Estos pasos de funcionarizacién pueden
ser repetidos para agregar o cambiar funcionalidades. Por ejemplo, qdots cubiertos con estreptavidina pueden ser
utilizados en combinacién con proteinas o anticuerpos biotinilados. Un método de tres capas tal como, utilizando (1)
un anticuerpo en contra de un objetivo especifico, (Il) un anticuerpo secundario biotinilado en contra del primer
anticuerpo, y (Ill) un gdot cubierto de estreptavidina puede permitir la marcacién de gdots de los aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos, tal como se describe en este documento.

[0441] Varios grupos de adherencia superficial potenciales pueden ser utilizados para “injertar” diferentes
funcionalidades a qdots individuales, resultando en sondas multipotentes. Por ejemplo, adicionalmente de a una
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fraccion de reconocimiento, los qdots pueden ser equipados con una capacidad de reticulacion de membranas o
internalizacién celular, y / o una funcién enzimatica. Los péptidos pueden ser personalizados con una seleccion
secuencial. Un intercambio surfactante de un solo paso puede generar las funciones necesarias: (I) proteger la
estructura del nudcleo / y del cobertor y mantener la foto fisica original del gdot, (II) solubilizar los qdots, (lll)
suministrar un interfaz biol6gico, y (iv) permitir la incorporacién de varias funciones. Las particulas resultantes
pueden tener propiedades, foto fisica y biocompatibilidad coloidales, y esta “caja de herramienta de péptidos” puede
ser personalizada para suministrar funcionalidades adicionales. Tales funcionalidades pueden ser mejoradas por
medio de una evolucién molecular.

[0442] Los experimentos de células vivas tales como, la marcacion de células en las, la marcacion de proteinas
vinculadas a membranas, y la marcacién de objetivos nucleares o citoplasmicos pueden ser utilizados para la
deteccién celular o de patdgenos, rastreo celular y estudios de linaje celular. Esto puede ser logrado sin ninguna
funcionarizacién por medio de una microinyeccion, electroporacion, o fagocitosis de qdots. Diferentes tipos de
funcionarizaciones pueden ser exploradas para dirigir a qdots a proteinas de la superficie celular. Algunos ejemplos
incluyen estreptavidina, anticuerpos primarios o secundarios, ligandos receptores tales como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF - epidermal growth factor) o serotonina, péptidos de reconocimiento y parejas de afinidad tales
como biotina - avidina después de la ingenieria de la proteina objetiva. Otra estrategia podria consistir de la
reticulacion de anticuerpos primarios a gdots. Algunas proteinas pueden ser reconocidas por los péptidos, de tal
forma que los péptidos pueden ser utilizados para funcionarizaciones de qdots. La micro inyeccion puede permitir la
entrega de qdots funcionalizados con la secuencia de péptidos de direccion apropiados a la mitocondria o al ntcleo
celular. La estabilidad a largo plazo y el brillo de los gdots los convierte en candidatos para direccion y toma de
imagenes en animales vivos.

[0443] En sintesis, nuevas composiciones pueden contener qdots, propiedades tales como (I) sensibilidad a los
campos eléctricos 0 magnéticos; (II) emisién de fluorescencia més estrecha y vidas atiles més largas (utilizando
gdots dopados con lantanidos); (lll) tamafios y extensiones mas pequefas al espectro NIR, tal como se demostré
por aleaciones binarias; (iv) funcionalizaciones de fin especifico de los gqdots de nanobarras; (v) supresion de la
relacion y mejora de la produccidon cuantica; y (vi) conmutadores incorporados de encendido y apagado o
biotransductores foto eléctricos.

[0444] Qdots activados por la luz biotraductora podrian transferir su carga a enzimas adheridas que funcionan como
aceptadores de electrones o de agujeros, que permiten su control por medio de una activacién luminosa.
Reciprocamente, los qdots podrian encenderse por enzimas donantes de electrones o agujeros por medio de
quimicos luminiscencia. La cobertura de péptidos de materiales nano puede ser una herramienta para impartir
funciones novedosas al interfaz organico - inorganico. La ingenieria simultdnea de la brecha de banda del
semiconductor (por medio de disefio racional) con el potencial redox del péptido (por medio de evolucidon molecular)
podria utilizarse para optimizar las composiciones de qdots y las secuencias de los péptidos para vincular las
propiedades deseadas 6pticas, electronicas, magnéticas y quimicas. En resumen, formas diferentes, especificidades
finales y composiciones pueden conllevar a arquitecturas bio - organicas mas complejas que podrian ser
aprovechadas como un interfaz optoelectrénico para la maquinaria celular.

[0445] Los qdots pueden ser utilizados como reactivos de contraste para tomas funcionales de imagenes con una
combinacion de MRI, PET, tomografias computadas y toma de imagenes de fluorescencia IR (posterior al dirigir la
toma de imagenes a través del epidermis o por medio de un microscopio de fibra confocal que se basa en catéteres).
Una biopsia 6ptica in vivo podria confirmar la patologia y la terapia podria ser realizada selectivamente, localmente y
temporalmente al depositar energia (rayos X monocrométicos para la absorcion del revestimiento k o radiacion laser
IR) a los qdots objetivos. Alternamente, podria ser posible el injertar enzimas terapéuticas a la superficie de los qdots
y activarlos mediante una luz, o producir radicales libres (tales como oxigeno singlete) por medio de una rotacion
Optica de los qdots.

Instrumentacion para tomar imagenes

[0446] Varios instrumentos pueden ser utilizados para la toma de imagenes y diagndsticos de aminoacidos no
naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales, polipéptidos de aminoacidos no naturales modificados y sus
fragmentos, tal como se lo describe en este documento.

[0447] EI monitorear las sondas podria consistir de (1) un sistema de medicién y (2) un software de andlisis. El
sistema de medicién podria incluir todos los materiales 6pticos, electrénicos y la forma en la cual la muestra es
iluminada (por ejemplo, la seleccion de la fuente luminosa), la forma de medicion (por ejemplo, fluorescencia o
transmisién) asi como la calibracién méas adecuada para extraer los resultados deseados de la medicion. El software
de andlisis podria incluir todos los algoritmos de software y matematicos necesarios para analizar y mostrar
resultados importantes en una forma significativa. La medida puede ser ejecutada usando virtualmente cualquier
sistema &ptico adherido al sistema, por ejemplo, un microscopio normal o invertido, un microscopio de fluorescencia,
lentes macro, un endoscopio y una camara de fondo de ojo. Ademas, cualquier método experimental estandar puede
ser utilizado, incluyendo la transmisién de luz (area brillante y area oscura), auto fluorescencia y fluorescencia de las
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sondas administradas, etcétera. Las medidas de fluorescencia puede ser hechas con cualquier cubo de filtro
estandar (que consiste de filtro de barrera, un filtro de excitacion y un espejo dicroico), o cualquier cubo de filtro
personalizado para aplicaciones sociales, siempre y cuando el espectro de emisién esté dentro del rango espectral
de la sensibilidad del sistema.

[0448] Las bioimagenes espectrales también pueden ser utilizadas en conjunto con cualquier método de filtracion
espacial estandar tales como campo oscuro y contraste de fases, y aun con microscopios de luz polarizada. Las
sondas marcadas con radiontclidos pueden ser detectadas por medio de PET o SPECT (tomografia de emision de
un solo fotdbn - single-photon emission tomography), sondas que emiten luz (emisiones fluorecentes,
bioluminiscentes o NIR) pueden ser detectadas por medio de imagenes Opticas, y emisiones de ondas de radio
pueden ser detectadas por medio de MRI. Dispositivos de animales pequefios pueden ser utilizados para toma de
imagenes que se basan en radioniclidos (por ejemplo, toma de imagenes de fluorescencia microPET, microSPECT y
NIR) pueden ayudar a obtener informacién molecular y funcional, y monitorear la eficacia terapéutica molecular
especifica.

[0449] Ensayos de genes de portadores no invasivos pueden ser utilizados para estudios de toma de imagenes
moleculares de animales vivos. Sondas marcadas por radionlclidos pueden ser utilizadas para monitorear, en
ratones vivos, la expresion de genes reportadores utilizando la sonda FESP de vinculacién directa, o la quinasa 1-
timidina del tipo de virus de herpes simplex (HSV1-TK). HSV1-TK puede ser monitoreado con analogos de timidina
marcados con positrones. En la misma forma que FDG, la sonda de sustrato indirecta para hexoquinasa, los
sustratos marcados con positrones para HSV1-TK pueden ser retenidos en las células como un resultado de la
fosforilacion que depende de enzimas. Para ensayos de toma de imagenes épticas, la luz producida por las enzimas
a partir de sustratos puede ser monitoreada con cdmaras sensibles CCD. Nuevos genes reportadores que codifican
las proteinas de fusion que pueden ser capturadas en imagenes con sondas fluorescentes, bioluminiscentes o de
radionuclidos pueden permitir el estudio de un animal individual con un nimero de sondas diferentes de tomas de
imagenes e instrumentos apropiados para distintas aplicaciones.

[0450] La instrumentacion MicroPET puede suministrar una mejor discriminacion anatémica de ensayos funcionales.
Por ejemplo, sefialando las ubicaciones de tumores dentro de los érganos, determinando la ubicacion de migracién
celular mas precisamente, etcétera. La demografia mediada por fluorescencia puede mejorar la resolucién y la
cuantificacion de los procedimientos de toma de imagenes Opticas. Tecnologias de toma de imagenes espectrales
pueden discriminar emisiones de varias sondas fluorescentes, permitiendo un andlisis simultaneo de sondas épticas
distintas y reduciendo dramaticamente la autofluorescencia de fondo.

Deteccion de Aminoacidos No Naturales de Polipéptidos y Bibliotecas

[0451] La identificacion de aminoacidos que van a ser sustituidos para modular actividades o propiedades del
polipéptido puede realizarse por medio de mutagénesis dirigida a lugares especificos. Los aminoacidos en los
polipéptidos y las bibliotecas de polipéptidos de este invento que modulan funciones pueden identificarse o
modularse al sustituir un aminoacido codificado no naturalmente en lugar de un aminoacido natural en cualquiera de
las posiciones del polipéptido. Aminoéacidos codificados naturalmente pueden ser sustituidos en la posicion
seleccionada de un polipéptido por medio de métodos conocidos en la industria, tales como la mutagénesis dirigida a
sitios especificos o la mutagénesis que escanea alanina (refiérase, por ejemplo, a Cunningham et al. 1989). El
procedimiento de mutagénesis de deteccion de alanina introduce mutaciones sencillas de alanina en un lugar
seleccionado o en todo los residuos en la molécula. En vez de sustituir el aminoacido codificado naturalmente, un
aminoacido codificado no naturalmente es sustituido por un aminoacido codificado naturalmente en la cadena del
polipéptido. El las moléculas de polipéptidos mutantes resultantes que contienen un aminoacido codificado no
naturalmente son probadas en lo que se refiere a su actividad bioldgica utilizando ensayos aprobados para la
medicién de la funcion del polipéptido o proteina especificos. Podria ser de interés especial las sustituciones de
aminoacidos cargados codificados no naturalmente o amino&cidos neutrales codificados no naturalmente para los
aminoacidos neutrales y / o cargados codificados naturalmente. Estas sustituciones podrian producir proteinas con
caracteristicas mejoradas o moduladas altamente deseables, tales como vinculacion de receptores modulados,
actividad enzimatica modulada, vinculacion de antigenos modulada, o aglutinamiento o solubilidad modulada.

EJEMPLOS
[0452] Los siguientes ejemplos son ofrecidos para ilustrar, pero no para limitar el invento declarado.

Ejemplo 1

[0453] Este ejemplo describe conjugaciones que pueden ser formadas con polipéptidos de aminoacidos no
naturales. Las moléculas pueden estar enlazadas directamente a uno o mas aminoacidos no naturales en un
polipéptido o pueden estar adheridas por medio de un enlazador, polimero, polimero soluble en agua o0 una molécula
biolégicamente activa.
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[454] La FIG. 9 presenta ejemplos no limitantes de moléculas que estan adheridas especificamente a lugares de
polipéptidos por medio de una reaccién que forma un enlace de oximas entre el carbonilos de un aminoacido no
natural incorporado a un polipéptido y la hidroxilamina de la molécula. Las moléculas incluyen, pero no se limitan a
fluoréfolos, biotina y queladores que pueden adherirse a los polipéptidos de aminoacidos no naturales.

Ejemplo 2

[0455] Las resinas u otros materiales conocidos para aquellas personas en la industria pueden ser utilizados para
aislar a los polipéptidos la figura 10 muestra un ejemplo de un método de purificacién para un oligopéptido de
aminoacidos no naturales que utiliza resina que reacciona con el aminoacido no natural. Un enlace covalente es
formado entre un marcador de afinidad quimicamente especifico en la resina y un aminoacido no natural presente en
la proteina. Aquellos enlaces son estables bajo un amplio rango de condiciones de pH y de purificacion. El paso de
separacion puede ser realizado en modalidades alternas, incluyendo, pero sin limitarse a una modalidad de bafio,
permitiendo purificaciones a larga escala. La resina y los marcadores de afinidad son estables fisicamente y
guimicamente, y por lo tanto, pueden ser utilizados para reducir el costo de las purificaciones clinicas cuando se
suba la escala.

[0456] La separacion puede ser realizada en conjunto con conjugaciones de los polipéptidos a las moléculas
incluyendo pero sin imitarse a, PEG. Este método de “una olla” simplifica aun mas el proceso de conjugacion y
reduce el costo de produccién de proteinas, incluyendo, pero sin limitarse a, proteinas terapéuticas (figura 11). Otras
moléculas que pueden ser conjugadas incluyen, pero no se limitan a, fluoréforos.

[0457] Resinas u otros materiales para purificacion pueden ser seleccionados y funcionalizados de acuerdo al
aminoé&cido no natural presente en el polipéptido. La figura 2 se muestra un ejemplo de la seleccion de resina 'y de la
funcionalizacion.

[0458] Las resinas u otros materiales para purificacion pueden ser funcionalizados en forma diferente dependiendo
del aminoé&cido no natural en el polipéptido. Por ejemplo, la figura 3 muestra un ejemplo de la purificacion de afinidad
del polipéptido de aminoéacidos no naturales usando la resina de la hidroxilamina. La figura 14 muestra un ejemplo
de purificacion de un polipéptido de aminoacidos no naturales utilizando una resina de aldehidos. Ejemplos no
limitantes de resinas de hidroxilaminas y de aldehidos también se muestran.

[0459] En alguna instancia, uno o méas pasos del proceso de purificacion modifican a uno 0 mas aminoécidos no
naturales presentes en el polipéptido a uno o0 mas aminoacidos no naturales.

[0460] La figura 15 muestra un ejemplo de purificacién de proteinas naturales de precursor de aminoacidos no
naturales. El aminoacido no natural es convertido a tirosina después de la liberacion de la resina utilizada en el
proceso de purificacion. La figura 16 muestra ejemplos no limitantes de aminoacidos no naturales.

Ejemplo 3
Mutagénesis de deteccién de aminoacidos no naturales

[0461] Este ejemplo detalla la clonacion y expresion de un polipéptido de la hGH incluyendo un aminoécido
codificado no natural en E. coli. Este ejemplo también describe un método para evaluar la actividad biolégica de
polipéptidos hGh.

[0462] Los métodos para clonar la hGh y sus fragmentos se detallan en las patentes de Estados Unidos nameros
4,601,980; 4,604,359; 4,634,677; 4,658,021, 4,898,830; 5,424,199; y 5,795,745. La cDNA que codifica a toda la hGh
o la forma madura de la hGH que no tiene la secuencia de sefal de la terminal N se muestran en las identificaciones
secuenciales numero: 21 y la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 22 respectivamente. Para la secuencia
completa de todo el largo de aminoacidos de GH que ocurren naturalmente. Asi, la secuencia de aminoacidos GH
maduros que ocurren naturalmente y mutaciones que ocurren naturalmente, refiérase a la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 1, IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2 y la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 3.

[0463] Un sistema introducido de traduccion que comprende un ARNt ortogonal (O-tRNA - orthogonal tRNA) y una
sintetasa de tARN de aminoacilos ortogonales (O-RS) es utilizado para expresar la hGh que contiene un aminoacido
codificado de forma no natural a su vez, el sistema de traduccién inserta el aminoacido codificado no naturalmente
de en la hGH, en respuesta al coddn selector codificado.
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Tabla 1: secuencias O-RS y O-tRNA

SEC ID NO: 4 M. jannaschil mtRNA T ARNt

SECIDNO:5 | HLADOO3; un ARNt de supresor ambar optimizado ARNt

SECIDNO:6 | 4| 325A; un ARNt supresor de desplazamiento del marco AGGA optimizado RS

SEC ID NO: 7 Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacién de p-azido-L-fenilalanina p-Az- RS
PheRS(6)

SEC ID NO: 8 Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de p-benzoil-L-fenilalanina-p RS
BpaRS (1)

SEC ID NO: 9 glr:l;(;tgsa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de propargil-fenilalanina Propargil- RS

SEC ID NO: 10 glt:l;(;tgsa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de propargil-fenilalanina Propargil- RS

SEC ID NO: 11 glt:lét;tgsa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de propargil-fenilalanina Propargil- RS

SEC ID NO: 12 gwet(;tg?f)de ARNt de aminoacil para la incorporacion de p-azido-fenilalanina p-Az- RS

SEC ID NO: 13 Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de p-azido-fenilalanina p-Az- RS
PheRS(3)

SEC ID NO: 14 Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de p-azido-fenilalanina p-Az- RS
PheRS(4)

SEC ID NO: 15 Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de p-azido-fenilalanina p-Az- RS
PheRS(2)

SEC ID NO: 16 | Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de pacetil-fenilalanina (LW1) RS

SEC ID NO: 17 | Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de pacetil-fenilalanina (LW5) RS

SEC ID NO: 18 | Sintetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de pacetil-fenilalanina (LW6) RS

SEC ID NO: 19 g)lntetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de pacetil-fenilalanina (AzPheRS- RS

SEC ID NO: 20 g)lntetasa de ARNt de aminoacil para la incorporacion de pacetil-fenilalanina (AzPheRS- RS

[0464] La transformacion de E. coli con plasmidos que contienen el gen hGH modificado y la pareja sintetasa / ARNt
de ARNt de aminoacil ortogonal (especifico para el aminoacido codificado no naturalmente deseado) permite la
incorporacion en un lugar especifico del aminoacido codificado no naturalmente en el polipéptido hGH. El E. coli
transformado, cultivado a 37 °C en un medio que contiene 0.01 - 100 mM del aminoéacido codificado no naturalmente
especifico, expresa al hGH modificado con una alta fidelidad y eficacia. El hGH marcado con His que contiene un
aminoécido codificado no naturalmente es producido por las células anfitrionas de E.Coli como cuerpos o agregados
de ilusion. Los agregados solubilizados y purificados en lo que se refiere a afinidad bajo condiciones
desnaturalizadas en 6M de HCI de guanidina. El repliegue es realizado por medio de didlisis a 4 °C durante la noche
en 50 mM de TRIS-HCI, pH 8.0, 4 microM de CuSOg, y 2% (masa / volumen) de Sarkosyl. El material es dializado
contra de 2mM de TRIS-HCI, pH 8.0, 100mM de NaCl, 2mM CaCl,, seguido la remocion del marcador Hls. Refiérase
a Boissel et al., (1993) 268:15983-93. Métodos de purificacion de hGH son bien conocidos en la industria y son
confirmados por SDS-PAGE, analisis de Western Blot o espectrometria de masa con trampa i6nica de electrospray -
ionizacion.

[0465] Las proteinas hGH mutantes marcadas con Hls fueron purificadas usando la resina queladora de niquel
ProBond (Invitrogen, Carlsbad, CA) por medio de los procedimientos estandar de purificacion de proteinas marcadas
con Hls suministrados por el fabricante, seguido por una columna de intercambio de aniones previo a la carga en el
gel. Para evaluar ain mas la actividad biolégica de los polipéptidos hGH modificados, se utilizé un ensayo que mide
a un marcador a partir de ese momento del proceso de la interaccién de hGH con su receptor. La interacciéon de hGH
con su receptor producido enddégenamente conlleva a la fosforilacion de la tirosina de un transductor y activador de
sefalizacion del miembro de la familia de transcripcion, STATS5, en la linea celular de linfocitos IM-9 humano. Dos
formas de STAT5, STAT5A y STATSB fueron identificados de una biblioteca de ADNc de IM-9. Refiérase, por
ejemplo, a Silva et al., Mol. Endocrinol. (1996) 10(5):508-518. El receptor de hormonas de crecimiento humanas en
células IM-9 es selectivo para hormonas de crecimiento humanas puesto que ni las hormonas de crecimiento de
ratas ni la prolactina humana resultaron en una fosforilacion de STAT5 detectable. En una forma importante, el
dominio celular de GHR (L43R) extra de rata y el hGH que contiene G120R completan efectivamente en contra de
una fosforilacion de pSTATS5 estimulada por hGH.
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[0466] Las células IM-9 fueron estimuladas con polipéptidos hGH de este invento. Los linfocitos IM-9 humanos
fueron comprados de ATCC (Manassas, VA) y cultivados en RPMI 1640 suplementados con piruvato de sodio,
penicilina, estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, San Diego) y 10% de suero de ternero fetal inactivado por calor
(Hyclone, Logan, UT). Las células IM-9 fueron privadas durante la noche en un medio de ensayo (RPMI libre de
fenol rojo, 10mM de Hepes, 1% de FBS tratado con carbén / dextrano inactivado por el calor, piruvato de sodio,
penicilina y estreptomicina) antes de la estimulacién con un rango de dosis de 12 puntos de polipéptidos hGH
durante 10 minutos a 37 °C. Las células estimuladas fueron fijadas con un 1% de formaldehido antes de su
permeabilizacion con un 90% lo de metanol helado durante de una hora en hielo. El nivel de fosforilacién STATS5 fue
detectado por medio de una marcacion intracelular con un anticuerpo fosfo — STAT5 secundario (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA) a la temperatura del cuarto durante 30 minutos seguido por un anticuerpo secundario
conjugado con PE. La adquisicion de las muestras fue realizada en la agrupacion FACS con los datos adquiridos
analizados en el software Flowjo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Los valores ECso fueron derivados de las curvas de
respuesta de las dosis con una intensidad fluorescente de media (MFI - mean fluorescent intensity) en contra de la
concentracién proteinica utilizando SigmaPlot.

[0467] La tabla 2 a continuacion resume los datos IM-9 generados con polipéptidos hGH mutantes. Varios
polipéptidos hGH con una sustitucion de aminoacidos no naturales en diferentes posiciones fueron probados con
células IM-9 humanas tal como fue descrito. Las sustituciones demostradas fueron hechas con fenilalanina de p-
acetilo en las posiciones indicadas. El mismo ensayo fue utilizado para evaluar la actividad biolégica de los
polipéptidos hGH que contenian un aminoacido no natural que es PEGilado. De los datos demostrados en la tabla,
es aparente que existen diferencias en la actividad de vinculacion de receptores dependiendo de la posicion en la
cual el aminoécido codificado no naturalmente fue sustituido en vez de un aminoécido codificado naturalmente.

TABLA 2

GH ECso (Nm) GH ECso (Nm)
WHOWT |0.4+0.1(n=8) |G120R >200,000
N-6His WT |0.6+0.3(n=3) |G120pAF  |>200,000

rat GHWT | >200,000 G131pAF  |0.8+0.5 (n=3)
Y35pAF 0.7+0.2 (n=4) | P133pAF 1.0

E88pAF 0.9 RI34pAF  |0.9 +0.3 (n=4)
Q91pAF 2.0+06 (n=2) |T135pAF 0.9

F92pAF 0.8+0.4 (n=9) |G136pAF |1.4

RO4pAF 0.7 F139pAF 3.3

S95pAF 16.7 £1.0 (n=2) | K140pAF 2.7 +0.9 (n=2)
N99pAF 8.5 Y143pAF | 0.8 +0.3 (n=3)
Y103pAF 130000 K145pAF | 0.6 0.2 (n=3)
Y111pAF 1.0 A155pAF 1.3

Ejemplo 4

[0468] Este ejemplo detalla la clonacion y expresion de un polipéptido hIFN modificado en E. coli.

[0469] Este ejemplo demuestra como un polipéptido hIFN incluyendo un aminoacido codificado no naturalmente
puede estar expresado en E. coli. Refiérase a Nagata et. al., Nature (naturaleza), vol. 284, 316-320 (1980) y la
patente de Estados Unidos numero 4,364,863. EI ADNc que codifica a la longitud completa del hIFN y la forma
madura del hIFN que no tiene la secuencia de sefial de la terminal N se muestra en la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 23 y la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 24, respectivamente. La hIFN de
longitud completa y madura que codifica al ADNc es insertada en los vectores de expresion pBAD HISc, pET20b, y
pET19b seguido por la optimizacion de la secuencia para clonacion y expresion sin alterar la secuencia de los
aminoacidos.

[0470] Un sistema de traduccion introducido que comprende un tRNA ortogonal (O-tRNA - orthogonal tRNA) y una
sintetasa de tRNA de aminoacil ortogonal (O-RS - orthogonal aminoacyl tRNA synthetase) son utilizados para
expresar un aminoacido codificado no naturalmente que contiene un hGH. La O-RS, preferencialmente, aminoacila
al O-tRNA con un aminodcido codificado no naturalmente. A su vez, el sistema de produccion inserta el aminoacido
codificado no naturalmente en el hGH, en respuesta a un codén selector codificado.
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[0471] Las secuencias O-RS y O-tRNA adecuadas para su uso con la expresion de interferén incluyen aquellas
mostradas en el ejemplo 3. La transformaciéon de E. coli complacidos que contienen el gen hIFN modificado y la
pareja sintetasa de tRNA / tRNA aminoacil ortogonal (especifico para el aminoacido codificado no naturalmente)
permite la incorporacion en un lugar especifico del aminoacido codificado no naturalmente en el polipéptido hIFN. El
E. coli transformado, cultivado a 37 °C en un medio que contenia entre 0.01 — 100 mM del aminoéacido codificado no
naturalmente, expresa al hIFN modificado con alta fidelidad y eficiencia. EI hIFN marcado con His que contiene un
aminoacido codificado no naturalmente es producido por las células anfitrionas de E. coli y sus afinidades son
purificada. Los métodos para la purificacién de hIFN son bien conocidos en la industria y son confirmados por SDS-
PAGE, analisis Western Blot 0 espectrometria de masa con trampa iénica de electrospray - ionizacién y similares.

Ensayos de vinculacion

[0472] El receptor de hIFN fue preparado tal como se describi6 en las patentes de Estados Unidos nimeros
6,566,132; 5,889,151; 5,861,258; 5,731,169; 5,578,707. Para un polipéptido no PEGilado que contiene un
aminoé&cido no natural, la afinidad de la hormona para su receptor fue medida usando una técnica con un biosensor
(Pharmacia) BIAcore™, que es conocida en la industria. Los ensayos del biosensor BlAcore fueron utilizados para
medir las caracteristicas de vinculacion de las moléculas hIFN que incluian un aminoacido codificado no
naturalmente sustituido en las posiciones mostradas en la Tabla 3, junto con la informacion de vinculacién debe ser
por punto a partir de la informacién que se muestra en la tabla, es aparente que existen diferencias en la actividad de
vinculacion del receptor dependiendo en la posicién en la cual el aminoacido codificado no naturalmente fue
sustituido en vez de un aminoacido codificado naturalmente.

Tabla 3

Variantes IFNa2A Kd (nM) | Variantes IFNa2A Kd (nM)
Sigma IFNaA 11 | 6His-Q61 pAF 21
6His-IFNa2A 6 | 6His-N65pAF

C1SIFNa2A 11 | 6His-E78pAF

C1S E107pAF 9 | 6His-Y89pAF

6His-F36S 1300 | 6His-E96pAF 12
6His-F38L 18 | 6His-1100pAF 10
6His-F38S 42 | 6His-G102pAF 27
6His-L9pAF 14 | 6His-V103pAF 14
6His-R12pAF 8 | 6His-T106pAF

6His-R13pAF 14 | 6His-E107pAF

6His-M 16pAF 18 | 6His-P109pAF 17
6His-124pAF 5 | 6His-L110pAF 13
6His-F27pAF 8 | 6His-E113pAF 19
6His-K31pAF 52 | 6His-L117pAF 8
6His-H34pAF 4 | 6His-R120pAF 4
6His-G37pAF 12 | 6HisY122S 300
6His-P39pAF 17 | 6His-R125pAF 19
6His-E41pAF 16 | 6His-K134pAF 10
6His-N45pAF 7 | 6His-R149pAF 75
6His-Q48pAF 17 | 6His-E159pAF 35
6His-K49pAF 10

Ejemplo 5

[0473] Las conjugaciones y complejos entre proteinas y oligonucledtidos tienen amplias aplicaciones en diagnosis y
terapias, tales como inmunoPCR, terapias genéticas y la entrega dirigida mas recientemente de RNAI. La
conjugaciéon en lugares especificos hace posible la produccién de moléculas disefiadas especificamente y
estructuras nano que tienen funciones novedosas. Actualmente, las conjugaciones en lugares especificos se han
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logrado principalmente a través de quimica maleimida, en la cual una cisteina de superficie proteinica disefiada
reacciona selectivamente con una malmedida para formar un tioéter. El desarrollo de la incorporacién en lugares
especificos de aminoacidos no naturales en polipéptidos ha hecho posible un grupo grande de quimicas para la
conjugacion de moléculas en proteinas. Mas de 30 aminoacidos codificados no naturalmente han sido incorporados
en lugares especificos de proteinas. En el ejemplo, utilizando el aminoacido no natural descrito mas adelante como
instrumento, poligono nucleétidos fueron conjugados a proteinas en lugares especificos. Ademas, usando un ADN
de una sola cepa como plantilla, las proteinas conjugadas fueron ensambladas en una dimensién en una forma
definida.

[0474] La proteina utilizada en este experimento fue una mutacién Y35 de la hormona de crecimiento humana, en la
cual la tirosina 35 fue reemplazada por el aminoacido codificado no naturalmente 9.2 (esquema 1) los ADNs de una
sola cepa fueron almacenados como soluciones de 25 mM en agua a -80 °C. La secuencia de ssDNA FTam27 es 5'-
CAG CCA GCG TGC ACG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 21). La 5 of FTam27 fue modificada con
una hidrazida. La secuencia para las plantillas son FTam28-d1: 5-CGT GCA CGC TGG CTG CGT GCA CGC TGG
CTG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 21); FTam-d2: 5-CGT GCA CGC TGG CTG T CGT GCA CGC
TGG CTG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 22); FTam28-d3: 5-CGT GCA CGC TGG CTG TT CGT
GCA CGC TGG CTG: FTam28-t1 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 23); 5-CGT GCA CGC TGG CTG
CGT GCA CGC TGG CTG CGT GCA CGC TGG CTG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 24); FTam28-t2:
5-CGT GCA CGC TGG CTG T CGT GCA CGC TGG T CTG CGT GCA CGC TGG CTG (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 25); FTam28-t3: 5-CGT GCA CGC TGG CTG TT CGT GCA CGC TGG TT CTG CGT
GCA CGC TGG CTG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 26).

Conjugacion de ADN de cepa de una proteina:

[0475] La proteina (1 mg) fue cambiada de amortiguador a un amortiguador de reaccién (150 mM de NaCl, 20 mM
de NaOAc, 400 mM de Arg, 5 mM de EDTA, pH 4.0) utilizando columnas de filtracion de gel PD 10. La solucion
proteinica fue concentrada a 90 pl utilizando 10 kD de MWCO CENTROCON (Vivascience). 5 pl de solucién de agua
de 25 mM de ssDNA FTam27, que tienen una modificacion de 5 de hidrazida, fue dispersada en 40 pl de
amortiguador de reaccion. La solucion ssDNA fue agregada lentamente a la solucién proteinica. Una precipitacion
aparecio6 inicialmente, pero se disolvié. 20 horas después de la incubacién a 28 °C, 5mM de cianoboronhidrido de
sodio fue agregado. La mezcla de reaccion fue incubada durante de 20 horas mas y sujeta a andlisis y purificacion.

Purificacion de la conjugacion:

[0476] 1 ml de columna de HIC de fenilo fue utilizada para la purificacion de FPLC de la conjugacion. El
amortiguador A: 2 M de NaCl, 10 mM de Tris.HCI, pH 7.0; amortiguador B: 10 mM de Tris.HCI, pH 7.0. El gradiente
utilizado en la purificacion fue: 10 volimenes de columnas (CV) 0% B, 5 CV a 50% B, mantener a 50% B por 5 CV,
entonces 30 CV al 100% B. La conjugacién purificada fue concentrada, y se le cambié al amortiguador a un
amortiguador de almacenamiento (200 mM de NaCl, 50 mM de Tris.HCI, 1 mM de EDTA, pH 8.0) y fue sujeta a un
analisis PAGE usando de 4 - 12% lo de gel SDS, a 200 V en un amortiguador MES.

Hibridacion:

[0477] 5 pl de conjugacion proteina-ssDNA fue agregada al ssDNA complementario en un amortiguador de
almacenamiento (200 mM de NaCl, 50 mM de Tris.HCI, 1 mM de EDTA, pH 8.0). Las mezclas fueron suplementadas
con amortiguador de almacenamiento para dar un volumen final de 20 pl y fueron calentadas a 42 °C durante 30
segundos, luego se enfriaron a la temperatura del cuarto. Los productos finales fueron analizados por medio de
electroforesis de gel de TRI - glicina natural 125 V, a 4 °C durante tres a cinco horas.
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HzN NW\/ ss
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+

hGH
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Esquema 1. Esquema de conjugacién de la mutacion hGH (Y35 / aminoacido no natural 9.2) con un ADN de una
sola cepa modificado en el extremo 5’ con hidrazida.

[0478] El aminoacido codificado no naturalmente 9.2, que tiene una fraccion de 1,3 dicetona, fue incorporada a la
hormona de crecimiento humano (hGH - human growth hormone) en la posicién 35, y utilizada como un control para
la conjugacién con un ADN de una sola cepa de 15 mer, FTam27, modificado en el 5° con un grupo funcional de
hidrazidas (esquema 1). La conjugacion resulté en una hidrazona inicialmente, que se redujo ain mas con
cianoborohidrido para darle un enlace covalente irreversible. Con un exceso de cinco veces el ssDNA, un 70% de
produccién fue obtenido (Figura 17). La conjugacién fue purificada a alrededor de un 90% de pureza utilizando
columnas HIC y se expuso a hibridacion.

[0479] La conjugacion fue disefiada para hibridar con ssDNAs que tienen dos (d) o tres (t) repeticiones de
secuencias complementarias tandem (FTam28) con cero (1), una (2) y dos (3) bases T entre si como espaciadores
(Figura 18). Para determinar la concentracion relativa de conjugaciéon hGH - ADN, 5 ul de la conjugacién hGH -
ssDNA se mezcldé con una concentracion de series de FTam28-d3, ADN de una sola cepa que tiene dos secuencias
gue se repiten complementarias a FTam27 y dos bases T como espaciadores entre ellas. El resultado fue analizado
con un 14% de electroforesis de gel de glicina natural, 125 V durante tres horas a 4 grados C (Figura 19). La
hibridacion mas completa fue con 5 pl de hGH - ssDNA mezclado con 4 pl de 10 uM de FTam28-d3 que dio una
concentracién de conjugacion de alrededor de 16 microM. De acuerdo al gel, el monémero hibrido de hGH-ssDNA y
hGH-ssDNA con FTam28-d3, fueron mas mdviles que la hGH en si, presumiblemente debido al gran niumero de
cargas negativas en el esqueleto del ADN.

[0480] Este fendmeno también fue demostrado en un experimento de control (Figura 20). Cuando la hGH fue
mezclada con 1 microlitros de 100 microM de FTam28-d3. No se observé ninguna hibridacion (carril cuatro). Por otro
lado, cuando un micro litro de 100 microM de FTam28-d3 mezclado con una conjugacion de hGH-ssDN, el dimero
de la hGH es formado por medio de hibridacion. No existe una interaccion no especifica entre la hGH y el ADN. La
finalizacion de la hGH conjugada fue el resultado de hibridacion especifica del ADN. Cuando un exceso grande de
FTam28-d3 fue agregado, se formaron méas mondémeros hibridos y menos dimeros hibridos. Hubo un monto
sustancial de dimeros hibridos presentes cuando 80 picomoles de conjugacion hGH - ssDNA fue mezclada con 10
equivalentes de FTam28-d3 (carril tres). Esto indicé que el dimero hibrido era més estable que cuando se hibridaba
el dimero termodindmicamente.

[0481] Para demostrar el montaje de proteina - ssSDNA en una forma bien definida (Figura 21), se ensamblaron seis
estructuras de una dimension de hGH usando ADN de una sola cepa como plantillas. Estas estructuras variadas por
diferentes valencias y espaciadores entre cada molécula de hGH, la conjugacion de hGH - ssDNA fue mezclada con
un equivalente a cada una de las plantillas de ADN. Las mezclas fueron incubadas a 50 °C durante cinco minutos,
se enfriaron a la temperatura del cuarto y se analizaron en un gel de glicina natural. Estas estructuras 1-D fueron
ensambladas con alta eficiencia. Desde el carril uno al carril tres muestran los resultados de la formacién de dimeros
con espaciadores de 0.1 y 2, respectivamente, bases T entre las repeticiones secuenciales de ADN. Desde el carril
cuatro al carril seis muestran resultados de ensamblaje de formacion de trimeros con espaciadores de 0.1y 2 bases
T como espaciadores.

[0482] Utilizando aminoécidos codificados no naturalmente como una herramienta de control quimico, ADN de una
sola cepa fue conjugado a un lugar especifico de la superficie de la proteina. Esta conjugacion de ADN de una sola
cepa - proteina fue utilizada para ensamblar estructuras proteinicas 1-D en una forma altamente eficiente utilizando
ADN como una plantilla. La conjugacion de oligonucleétidos en un lugar especifico también puede utilizarse para
ensamblar estructuras 3-D bien definidas creando estructuras nano novedosas con funciones novedosas. Ademas,
la tecnologia de conjugacion proteina - oligonucledtido puede aplicarse para crear bibliotecas “listas para usarse” de
medicamentos proteinicos. En este caso, el oligonucledtido podria ser utilizado como un vinculado y un “marcador
de nombre” para codificar la molécula y / o proteina pequefa individual. La conjugacién proteina - oligonucleotido
puede ser utilizada en inmunoPCR para aplicaciones de diagnoéstico. Esta tecnologia también puede ser utilizada
para crear conjugaciones de ARN o APN proteinicas que pueden ser utilizadas en terapias RNAI dirigidas.
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Reivindicaciones

1. Una composicion que comprende a un polipéptido vinculado covalentemente a una molécula de acido
nucleico en una o mas posiciones especificas de aminoacidos de aquel polipéptido, donde aquella molécula de acido
nucleico estad vinculada covalentemente a una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido codificado no
naturalmente del polipéptido mencionado.

2. Una composicién de acuerdo a la reivindicacién 1, donde el acido nucleico es ADN.

3. Una composicion de acuerdo a la reivindicacion 2, donde el ADN es un ADN de una sola cepa (ssDNA -
single stranded DNA).

4. Una composicion de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3, donde el polipéptido es un
anticuerpo.
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A = funcionalidad de amino acidos
B = funcionalidad de reagentes

C = funcionalidad formada

ﬁ, = polipeptido o polimero

Funcionalidad de Amino Acidos

Funcionalidad de Reagentes

Funcionalidad Formada

Carbonil Hidroxilamina " Oxima
Hidroxilamina Carbonil Oxima
Oxima Carbonil Intercambio de Oxima
Dicarbonil Hidroxilamina Oxima
Hidroxilamina Dicarbonil Oxima
Oxima Dicarbonil Intercambio de Oxima
FIG. 2
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Formacion de Componentes de Aminoacidos No Naturales que Contienen Oximas por
medio de una Reacciéon de Componentes de Aminodcidos No Naturales que Contienen
Carbonilos con Reactivos que Contienen Hidroxilaminas
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Formaciéon de Componentes de Aminoacidos No Naturales que contienen Oximas por medio de
una Reaccién de Componentes de Aminodcidos No Naturales que Contienen Hidroxilaminas
con Reactivos que Contienen Carbonilos
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Formacién de Polipéptidos de Aminodcidos No Naturales que Contienen Oximas por
medio de Reacciones de Intercambio de Oximas de Componentes de Aminodcidos No
Naturales que Contienen Oximas con Reactivos que Contienen Carbonilos
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FIG. 5
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Formacion de Componente es de Aminoacidos No Naturales que Contienen Oximas
por medio de Reacciones de Componentes de Aminoacidos No Naturales y Contienen
Dicarbonilos con Reactivos y Contienen Hidroxilaminas
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Formacién de Componentes de Aminodcidos No Naturales que Contienen Oximas por
medio de Reacciones de Componentes de Aminodcidos No Naturales que Contienen
Hidroxilaminas con Reactivos que Contienen Dicarbonilos
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Formacion de Componentes de Aminoacidos No Naturales que Contienen Oximas por medio
de Reacciones de Intercambio de Oximas de Componentes de Aminoacidos No Naturales que
Contienen Oximas con Reactivos que Contienen Carbonilos o Dicarbonilos
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Seleccion de resina: O Funcionalizacién de resina:
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- Procedimiento de Purificacion: Sintesis de resina hidroxilamina:
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Procedimiento de purificacion: Sintesis de resina de aldehidos:
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