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Moléculas y métodos con plantilla para el uso de ta  les moléculas
Descripcion
Area técnica del invento

[0001] Los sistemas bioldgicos permiten la sintesis dirigida por plantillas de los a-péptidos. Este invento habilita un
sistema que permite la sintesis dirigida por plantillas de otros tipos de polimeros, asi como de a-péptidos. Este
invento se refiere a moléculas de plantillas y moléculas modeladas vinculadas a una plantilla predeterminada. Las
moléculas de plantillas comprenden una secuencia de grupos funcionales que estan enlazados entre si. Cada grupo
funcional es enlazado inicialmente a un elemento capaz de complementar un elemento de codificacion
predeterminado de la plantilla. Después de la complementaciéon de un elemento codificador, o la complementacion
de una pluralidad de elementos codificadores, los grupos funcionales anexados son enlazados y las moléculas de
plantillas son formadas.

Antecedentes

[0002] El dogma central en la biologia describe el flujo de informaciéon como un proceso de una via desde el ADN al
ARN al polipéptido. Asimismo, el ADN es transcrito por una polimerasa de ARN a ARNm; y el ARNm es traducido
subsiguientemente a proteinas por los ribosomas y por los ARNts.

[0003] La relacion directa entre el ADN y la proteina, es decir, el hecho de que la secuencia de codones trillizos
definen la secuencia de los residuos de los a-aminoacidos en un polipéptido, ha permitido el desarrollo de
numerosos métodos bioldgicos moleculares, en los cuales el experimentador manipula el ADN (muta, recombina,
elimina, inserta, etc.), y luego lo usa en sistemas in vivo (por ejemplo, microbios) o sistemas in vitro (por ejemplo,
Zubay en sistemas de expresion in vitro) para transferir los cambios resultantes del nivel de ADN al nivel del
polipéptido de plantillas, es decir, mutar, recombinar, eliminar, insertar, etcétera al polipéptido.

[0004] Algunos sistemas han sido inventados que permiten un flujo de informacién desde el polipéptido al ADN.
Estos sistemas son la presentacion de fagos, la presentacion de ribosomas/polisomas, la presentacion de péptidos
en plasmidos, y otros sistemas. Estos sistemas introducen un vinculo fisico entre la plantilla (por ejemplo, el ADN) y
la molécula de la plantilla (el polipéptido). Como resultado de esto, es posible, a partir de una poblacion de
moléculas de plantilla enlazada a la plantilla que formoé la sintesis de la molécula, enriquecer primero una
caracteristica deseada de la molécula de la plantilla (por ejemplo, enlazar a la molécula de la plantilla a una columna
de afinidad), y entonces amplificar la poblacién enriquecida de moléculas de plantilla por medio de la amplificacién
de su plantilla (ADN o ARN), seguido de la interpretacion de las plantillas amplificadas. Estos métodos han sido
utilizados para identificar a polipéptidos con caracteristicas nuevas y/o mejoradas a partir de bibliotecas que varian
desde 1,000,000 a alrededor de 10" polipéptidos.

[0005] La caracteristica critica de los sistemas anteriores en la industria es la capacidad de amplificacion de la
molécula de la plantilla, a través de la amplificacién de su plantilla. Por lo tanto, después del paso de seleccion en el
cual las moléculas con la propiedad deseada son enriquecidas, la poblacion enriquecida podria ser amplificada y
tomada a través de un paso de seleccion, etc.- el proceso de seleccion y amplificacion podria ser repetido muchas
veces. En esta forma la “interferencia” del ensayo de seleccion es promediado a través de algunas rondas de
seleccién-y-amplificacién, y aln si el paso de seleccién individual sé6lo enriquece, por ejemplo, 10 veces, un
enriquecimiento tedrico de 10" puede ser alcanzado después de 12 rondas de seleccion-y-amplificacion. Si las
moléculas no tuviesen la capacidad de ser amplificadas, el mismo enriquecimiento tendria que ser alcanzado en un
solo paso de examinacion, lo que significa que el enriquecimiento en este paso Unico tendria que ser de 10", y el
ensayo todavia deberia tener la misma rigidez general (precisién). Esto es practicamente imposible con las
tecnologias actuales.

[0006] En el campo de la quimica, un método combinatorio diferente ha sido desarrollado. Este método involucra la
sintesis en paralelo de millones de compuestos relacionados, en una matriz (donde cada posicion definida es un
compuesto especifico), o en micro-esferas (donde una micro - esfera portaba muchas copias del mismo compuesto).
La poblaciéon de los compuestos fue entonces examinada para detectar caracteristicas deseadas. En una forma
importante, este tipo de biblioteca combinatoria no tiene forma de amplificarse, y por lo tanto requiere el uso de
métodos de examinacion muy exigentes, tal como se explicd anteriormente. Recientemente, la tendencia en, por
ejemplo, la quimica médica, ha sido, por lo tanto, el uso de bibliotecas menos diversas, pero que son caracterizadas
en una mejor forma.

[0007] Principios para marcar bibliotecas quimicas también han sido desarrollados. Por ejemplo, sistemas que
utilizaron oligos de ADN para marcar bibliotecas de moléculas han sido desarrollados tal como se expone en forma
de ejemplo en este documento mas adelante. La marcacion es utilizada como un medio de identificaciéon, pero no
puede ser utilizada para modelar la sintesis de la molécula marcada. Por lo tanto, a pesar de la marcacion, estos
sistemas todavia requieren un método de examinacion muy eficiente.
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[0008] Las referencias listadas a continuacion ilustran algunas de las fallas que se mencionaron anteriormente de
los métodos anteriores en la industria en el campo del invento.

[0009] EP 0 604 552 B1 describe un método para sintetizar diversas colecciones de oligomeros. El invento
comprende el uso de una marcacion de reconocimiento para identificar la secuencia de monémeros en un
oligbmero. Las marcaciones identificadoras facilitan la identificacion subsiguiente de las reacciones a través de las
cuales los miembros de una biblioteca de diferentes compuestos sintéticos han sido sintetizados en forma de un
componente a la vez.

[0010] EP 0 643 778 B1 se refiere a bibliotecas quimicas combinatorias codificadas. Cada coleccién de polipéptidos
es etiquetada por medio de una marcacion “genética’ anexa, construida por medio de sintesis quimica, para
suministrar una via “retro-genética” para especificar a cada polipéptido.

[0011] EP 0 773 227 Al se refiere a un método para preparar un nuevo medicamento farmacéutico o reactivo de
diagndstico, que incluye el paso de examinar, en relacién a un ligando o receptor, una biblioteca de diferentes
compuestos sintéticos que son obtenibles por medio de la sintesis en forma de un componente a la vez.

[0012] US 4,863,857 se refiere a un método para determinar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que es
complementario a por lo menos una porcién de un péptido o proteina original. En un aspecto, el método comprende:
(a) determinar una primera secuencia de nucledtidos de una primera codificacion de acidos nucleicos para la
biosintesis de por lo menos una porcion del péptido o de la proteina original; (b) determinar una 22 secuencia de
nucleétidos de un 2° 4cido nucleico del cual su base se empareja con la primera secuencia de nucleétidos del primer
acido nucleico, el primer y 2° acidos nucleicos se emparejan en direcciones anti-paralelas; y (c) determinar la
secuencia de aminodacidos del polipéptido complementario por la 22 secuencia de nucleétidos cuando se lee en el
mismo marco de lectura que la primera secuencia de nucleétidos.

[0013] US 5,162,218 se refiere a composiciones de polipéptidos que tienen un lugar especifico de enlace para un
ligando objetivo especifico y ademas tienen una funcionalidad activa en las proximidades del lugar del enlace. La
funcionalidad activa podria ser una molécula reportadora, en cuyo caso las composiciones de los polipéptidos son
Utiles para realizar ensayos en relacién al ligando objetivo. Ademds, se presentan métodos para preparar
polipéptidos que tienen funcionalidades activas en las proximidades de sus lugares de enlace, cuyo método
comprende el paso de combinar el polipéptido especifico para el ligando objetivo con una marcacién de afinidad que
tiene un grupo reactivo anexado a este. El grupo reactivo es adherido covalentemente a una cadena lateral del
aminoéacido en la proximidad del lugar de enlace y separada del sustrato. El sustrato es eluido subsiguientemente,
dejando una particula del grupo reactivo adherida en forma covalente al polipéptido. La funcionalidad activa puede
ser adherida entonces a la particula.

[0014] US 5,270,170 se refiere a una biblioteca de péptidos aleatorios construida al transformar a células anfitrionas
con una coleccién de vectores recombinantes que codifican a una proteina de fusién comprendida de una proteina
enlazadora de ADN y un péptido aleatorio y también codifican a un lugar de enlaces para la proteina enlazadora de
ADN. La proteina de fusién puede ser utilizada para examinar ligandos. El método de examinacién resulta en la
formacion de un complejo que comprende a la proteina de fusién enlazada con un receptor a través del ligando de
péptidos aleatorios y al vector recombinante de ADN a través de la proteina enlazadora de ADN.

[0015] US 5,539,082 se refiere a una nueva clase de compuestos, conocida como acidos nucleicos de péptidos
capaces de enlazar a ADNss y a hebras de ARN mas fuertemente que el ADN correspondiente. Los acidos
nucleicos de péptidos generalmente comprenden a ligandos tales como bases de ADN que ocurren naturalmente
adheridas a una estructura de péptido a través de un enlazador adecuado.

[0016] US 5,574,141 se refiere a materiales portadores funciona lisados para la sintesis simultanea y la marcacion
directa de oligonucleoétidos en calidad de cebadores para sintesis de acidos nucleicos enzimaticos que dependen de
plantillas. Los portadores poliméricos son cargados con bloques de construccion de acidos nucleicos que a su vez
contienen grupos de marcacion o sus precursores. El portador polimérico cargado de esta forma sirve como una
fase solida o liquida para el ensamblaje de oligonucleétidos que pueden ser utilizados como cebadores para una
sintesis enzimatica de acidos nucleicos que depende de plantillas tal como en un analisis de secuencias 0 en una
reaccion en cadena de polimerasas (PCR - polymerase chain reaction).

[0017] US 5,573,905 se refiere a una biblioteca quimica combinatoria codificada que comprende una pluralidad de
moléculas bifuncionales que tienen un polimero quimico y una secuencia identificadora de oligonucleétidos que
define la estructura del polimero quimico. También se describen a moléculas bifuncionales de la biblioteca, y a
métodos para el uso de la biblioteca para identificar estructuras quimicas dentro de la biblioteca que se enlazan a
moléculas biolégicamente activas en interacciones preseleccionadas de enlace.

[0018] US 5,597,697 se refiere a un ensayo de examinacion para inhibidores y activadores de polimerasas de acidos

nucleicos que dependen del ARN y del ADN. El invento suministra métodos para la identificacion y el descubrimiento
de agentes que son inhibidores y activadores de polimerasas de acidos nucleicos que dependen del ARN y del ADN.
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La caracteristica esencial del invento es la incorporacion de una secuencia del lugar de enlace de la polimerasa
funcional (PBS - polymerase binding site) a una molécula de acido nucleico que es escogida por su habilidad de
conferir una caracteristica discernible por medio de su actividad especifica secuencial de tal forma que la
incorporacion del PBS presenta a la molécula de acido nucleico a una plantilla funcional para una polimerasa de
acido nucleico dirigida por una plantilla de ARN o de ADN. En la presencia de la polimerasa, de moléculas
cebadoras adecuadas, y de cualquier molécula tipo accesorio necesaria, ocurre una extension catalitica de la hebra
de acidos nucleicos complementarios a la plantilla, resultando en una eliminacioén parcial o total de (0 un incremento
de) la actividad que confiere la caracteristica de la molécula reportadora-plantilla descrita debido a los efectos
antisentido de la hebra complementaria u otros efectos regulados por la polimerasa.

[0019] US 5,639,603 se refiere a un método para sintetizar y examinar la diversidad molecular promedio de un
método estocastico general para sintetizar compuestos. El método puede ser utilizado para generar colecciones
grandes de compuestos marcados que pueden ser examinados para fortificar y aislar compuestos con propiedades
utiles.

[0020] US 5,698,685 se refiere a una biblioteca combinatoria de morfolinos-sublimidades y un método para generar
compuestos capaces de interactuar especificamente con un ligando seleccionado macromolecular. EI método
involucra contactar al ligando con una biblioteca combinatoria de oligbmeros compuesta de subunidades de
morfolinos con una variedad de cadenas laterales de bases nitrogenadas y de bases no nitrogenadas. Las
moléculas de oligdmeros que se enlazan especificamente al receptor estan aisladas y sus secuencias de particulas
base es determinada. También se presenta una biblioteca combinatoria de oligdmeros Utiles en los métodos y en
composiciones poliméricas nuevas de morfolinos- subunidades.

[0021] US 5,708,153 se refiere a un método para la sintesis de colecciones diversas de compuestos marcados por
medio de un método estocastico general para sintetizar oligémeros aleatorios en las particulas. Un aspecto adicional
del invento se refiere al uso de marcaciones de identificacion en las particulas para facilitar el reconocimiento de la
secuencia monomérica en el oligdmero.

[0022] US 5,719,262 se refiere a una clase nueva de compuestos, conocida como acidos nucleicos de péptidos, que
se enlazan a hebras complementarias de ADN y de ARN en una forma mas fuerte que las hebras de ADN o de ARN
correspondientes, y exhiben una especificidad y una solubilidad de secuencia incrementada. Los acidos nucleicos de
péptidos comprenden a ligandos seleccionados de un grupo que consiste de bases nitrogenadas que ocurren
naturalmente y bases nitrogenadas que no ocurren naturalmente adheridas a una estructura de poliamida, y que
contienen cadenas laterales de alquilaminas.

[0023] US 5,721,099 se refiere a bibliotecas quimicas combinatorias codificadas con marcadores. La quimica
combinatoria codificada es suministrada, por la cual los esquemas sintéticos secuenciales son registrados utilizando
moléculas orgéanicas, las cuales definen las opciones de los reactivos, y las etapas, como las mismas o diferentes
porciones de informacion. Varios productos pueden ser producidos en la sintesis multi-etapa, tal como oligdmeros y
moléculas organicas no repetitivas sintéticas. Particularmente, pluralidades de identificadores pueden ser utilizadas
para suministrar un cédigo binario o mas alto, para definir una pluralidad de opciones con solamente unas pocas
marcaciones que puedan separarse. Las particulas pueden ser examinadas para detectar una caracteristica de
interés, particularmente afinidad de enlaces, donde los productos pueden ser separados de la particula o retenidos
en la particula. El historial de reacciones de las particulas que son positivas para la caracteristica puede
determinarse por medio de la liberacion de marcaciones y analisis para definir el historial de reacciones de la
particula.

[0024] US 5,723,598 se refiere a una biblioteca quimica combinatoria codificada conformada de una pluralidad de
moléculas bifuncionales que tienen un polimero quimico y una secuencia de oligonucledtidos identificadora que
define la estructura del polimero quimico. También se describe a las moléculas bifuncionales de la biblioteca, y los
métodos para utilizar la biblioteca para identificar estructuras quimicas dentro de la biblioteca que se enlazan a
moléculas biolégicamente activas en interacciones enlazadoras preseleccionadas.

[0025] US 5,770,358 se refiere a bibliotecas marcadas de oligdmeros sintéticos y a un método estocastico general
para sintetizar oligbmeros aleatorios. El método puede ser utilizado para sintetizar compuestos para examinarlos
para detectar propiedades deseadas. El uso de marcaciones de identificaciéon en los oligdbmeros facilita la
identificacion de oligdmeros con propiedades deseadas.

[0026] US 5,786,461 se refiere a acidos nucleicos de péptidos que tienen cadenas laterales de aminoacidos. Una
nueva clase de compuestos, conocida como los acidos nucleicos de péptidos, enlazan a hebras complementarias de
ADN y de ARN mas fuertemente que las hebras correspondientes de ADN o de ARN, y exhiben una especificidad y
una solubilidad secuencial incrementada. Los acidos nucleicos de péptidos comprenden al ligando seleccionados de
un grupo que consiste de bases nitrogenadas que ocurren naturalmente y bases nitrogenadas que no ocurren
naturalmente adheridas a una estructura de poliamidas, y contienen cadenas laterales de alquilaminas.

[0027] US 5,789,162 narra un método para sintetizar colecciones diversas de oligdmeros. Se presenta un método
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estocastico general para sintetizar oligdmeros aleatorios en particulas. Un aspecto adicional del invento narra el uso
de marcaciones de identificacion en las particulas para facilitar la identificacion de la secuencia de los monémeros
en el oligébmero.

[0028] US 5,840,485 se refiere bibliotecas de fase sélida codificadas y segregadas topdlégicamente. Las bibliotecas
de compuestos de prueba sintéticos son adheridas para separar soportes de sintesis de fases que también
contienen moléculas purificadoras que codifican la estructura del compuesto sintético de prueba. Las moléculas
pueden ser polimeros o varias moléculas no poliméricas. El compuesto sintético de prueba puede tener estructuras
esenciales con vinculaciones tales como de amidas, de ureas, de carbamatos (es decir, de uretanos), de ésteres, de
aminos, de sulfuros, de disulfuros, o de carbonos-carbonos, tal como de alcanos y de alquenos, o cualquiera de sus
combinaciones. El compuesto sintético de prueba también puede ser un portador molecular, u otra estructura capaz
de actuar en forma de un portador. El invento también narra métodos de sintesis de aquellas bibliotecas y el uso de
aquellas bibliotecas para identificar y caracterizar moléculas de interés de la biblioteca de los compuestos sintéticos
de prueba.

[0029] US 5,843,701 narra una evolucién sistematica de polipéptidos por medio de interpretaciones reversa y un
método para preparar ligandoos de polipéptidos de moléculas objetivo donde mezclas candidatas comprendidas de
complejos de ribosomas o de co-polimeros de ARNm:polipéptidos son divididos en relacién a su afinidad para con el
objetivo y amplificados para crear una nueva mezcla candidata enriquecida en complejos de ribosomas o co-
polimeros de ARNm:polipéptidos con una afinidad para con el objetivo.

[0030] US 5,846,839 relata un método de marcacion firme de una biblioteca sintética codificada. Se presentan
métodos de codificacion quimica para determinar la estructura de los compuestos formados in situ en soportes
sélidos por medio del uso de marcaciones especificas aminas que, después de la sintesis del compuesto, pueden
ser decodificadas para suministrar la estructura del compuesto encontrado en el soporte.

[0031] US 5,922,545 relata métodos y composiciones para identificar péptidos y anticuerpos de una sola cadena que
se enlazan a receptores predeterminados o epitopos. Aquellos péptidos y anticuerpos son identificados por medio de
métodos de examinacioén de la afinidad de polisomas que muestran péptidos nacientes.

[0032] US 5,958,703 relata métodos para la examinacion de bibliotecas de complejos para compuestos que tienen
una propiedad deseada tal como la capacidad de enlazarse a un receptor celular. Los complejos en aquellas
bibliotecas comprenden un compuesto bajo prueba, una marcacion que registra por Io menos un paso de la sintesis
del compuesto, y una atadura susceptible a modificaciones por una molécula reportadora. La modificacion de la
atadura es utilizada para sefializar que un complejo contiene a un compuesto que tiene una propiedad deseada. La
marcacion puede ser decodificada para revelar por lo menos un paso de la sintesis de aquel compuesto.

[0033] US 5,986,053 relata complejos de acidos nucleicos de péptidos de 2 hebras de acidos nucleicos de péptidos
y de una sola hebra de acidos nucleicos. Los acidos nucleicos de péptidos y los analogos de acidos nucleicos de
péptidos son utilizados para formar estructuras duplex, triples y de otros tipos con acidos nucleicos y para modificar
a acidos nucleicos. Los acidos nucleicos de péptidos y sus analogos también son utilizados para modular la
actividad proteinica a través de, por ejemplo, una suspension de transcripcién, una iniciacion de transcripcion, y una
divisién de lugar especifica de acidos nucleicos.

[0034] US 5,998,140 describe métodos y composiciones para formar complejos intracelulares entre ADNds y
oligbmeros de heterociclos, aminoacidos alifaticos, particularmente aminoacidos Omega, y un grupo polar extremo.
Por medio de una opcién apropiada de secuencias objetivo y la composicion de oligdmeros, complejos son
obtenidos con constantes bajas de disociacion.

[0035] US 6,060,596 describe una biblioteca quimica combinatoria codificada comprendida de una pluralidad de
moléculas bifuncionales que tienen a un polimero quimico y a una secuencia identificadora de oligonucle6tidos que
definen a la estructura del polimero quimico. También se describen a moléculas bifuncionales de la biblioteca, y a
métodos para el uso de la biblioteca para identificar estructuras quimicas dentro de la biblioteca que se enlazan a
moléculas biolégicamente activas en interacciones de enlace preseleccionadas.

[0036] US 6,080,826 describe a la polimerizacion de metatesis de clausura y de apertura de anillos dirigida por
plantillas de dienos funcionalizados. Se presentan a olefinas ciclicas funcionalizadas y métodos para elaborarlas.
Los métodos incluyen la metatesis de clausura anular dirigida por plantillas (‘RCM” - (ring-closing metathesis)) de
dienos funcionalizados acrilicos y la despolimerizacion dirigida por plantillas de polimeros funcionalizados que
poseen regularmente lugares separados de insaturacion. Aunque las especies de plantillas pueden ser cualquier
anion, cation, o compuesto dipolar, las especies cati6nicas, especialmente los metales alcalinos, son preferidos.
También se presentan a polimeros funcionalizados con lugares separados regularmente de insaturaciéon y métodos
para elaborarlos. Un método para la sintesis de estos polimeros es por medio de la polimerizacién de metatesis de
apertura a anular (“ROMP” - ring-opening metathesis polymerization) de olefinas ciclicas funcionalizadas.

[0037] US 6,127,154 describe los compuestos que poseen una estructura complementaria a una molécula deseada,
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tal como una biomolécula, en particular se presentan compuestos poliméricos u oligoméricos, que son utiles como
agentes de diagndstico y terapéuticos in vivo o in vitro. Ademas, se presentan varios métodos para la produccion de
aquellos compuestos.

[0038] US 6,140,493 describe un método para sintetizar colecciones diversas de oligémeros. Se presenta un método
estocastico general para sintetizar a oligomeros aleatorios y puede ser utilizado para sintetizar compuestos para
examinar y detectar propiedades deseadas. Marcaciones de identificacion en los oligémeros facilita la identificacion
de oligdmeros con las propiedades deseadas.

[0039] US 6,140,496 describe a bloques de construccién para preparar oligonucledtidos que portan bases
nitrogenadas que no son estandar que puede emparejarse con bases nitrogenadas complementarias que no son
estandar para cuadrar dentro de la geometria Watson-Crick. La pareja base resultante se une a un anillo
monaociclico de 6 miembros con un sistema anular de heterociclico biciclico fusionado compuesto de un anillo de 5
miembros fusionado con un anillo de 6 miembros, con la orientacion de los heterociclos entre si y con relacién a la
cadena estructural analoga a aquella encontrada en el ADN y en el ARN, pero con un patron de enlaces de
hidrégeno que mantienen a la pareja base junta y es diferente de aquella encontrada en las parejas base de AT y de
GC (una “pareja base no estandar”).

[0040] US 6,143,497 describe un método para sintetizar colecciones diversas de oligdbmeros aleatorios en particulas
por medio de un método estocastico general. Ademas, se presentan marcaciones de identificacion ubicadas en las
particulas y utilizadas para facilitar la identificacion de la secuencia de los monémeros en el oligbmero.

[0041] US 6,165,717 describe un método estocastico general para sintetizar oligdmeros aleatorios en particulas.
También se presentan marcaciones de identificacion ubicadas en las particulas para facilitar la identificacion de la
secuencia de los monémeros en el oligémero.

[0042] US 6,175,001 describe nucleodsidos y nucleétidos funcionalizados de pirimidina y ADNs que incorporan a los
mismos. Los nucledsidos modificados de pirimidina son derivados en el C5 para contener un grupo funcional que
mimetiza la propiedad de residuos de aminoacidos que ocurren naturalmente. También se suministran moléculas de
ADN que contienen a los nucle6tidos modificados.

[0043] US 6,194,550 Bl describe la evolucidon de polipéptidos sistematicos por medio de interpretaciones en
reversa, en particular un método para preparar ligandoos de polipéptidos de moléculas objetivas donde las mezclas
candidatas comprendidas de complejos de ribosomas o co-polimeros de ARNm:polipéptidos son divididas en
relacion a su afinidad para con el objetivo y amplificadas para crear una nueva mezcla candidata enriquecida con
complejos de ribosomas o co-polimeros de ARNm:polipéptidos con una afinidad en relacion al objetivo.

[0044] US 6,207,446 B1 se refiere a los métodos y a los reactivos para la seleccién de moléculas proteinicas que
utilizan a fusiones proteinicas de ARN.

[0045] US 6,214,553 B1 se refiere a métodos y reactivos para la seleccién de moléculas proteinicas que hacen uso
de fusiones proteinicas de ARN.

[0046] WO 91/05058 se refiere a un método para la sintesis libre de células y el aislamiento de genes y polipéptidos
nuevos. Una unidad de expresion es construida en la cual estan adheridas las secuencias semi-aleatorias de
nucleétidos. Las secuencias semi-aleatorias de nucledtidos son transcritas primero para producir el ARN, y luego se
interpretan bajo condiciones tales como las que fueron usadas para producir a los polisomas. Los polisomas que se
enlazan a una sustancia de interés son aislados entonces y por ende interrumpidos; y el ARNm relacionado es
recuperado. EI ARNm es utilizado para construir una cADN que es expresada para producir nuevos polipéptidos.

[0047] WO 92/02536 describe un método para preparar ligandoos de polipéptidos de moléculas objetivo donde la
mezcla candidata comprende a complejos de ribosomas de co-polimeros de ARNm:polipéptidos que son divididos
en relacion a su afinidad en relacién al objetivo y amplificados para crear una nueva mezcla candidata enriquecida
con complejos de ribosomas o co-polimeros de ARNm:polipéptidos con una afinidad en relacién al objetivo.

[0048] WO 93/03172 describe un método para preparar ligandoos de polipéptidos de moléculas objetivo donde las
mezclas candidatas son conformadas de complejos de ribosomas o co-polimeros de ARNm:polipéptidos que son
divididas en relacion a su afinidad para con el objetivo y amplificadas para crear una nueva mezcla candidata
enriquecida con complejos de ribosomas de co-polimeros de ARNm:polipéptidos con una afinidad en relacion al
objetivo.

[0049] WO 93/06121 describe un método estocastico general para sintetizar oligdbmeros aleatorios en particulas.
También se presentan marcaciones de identificacion ubicadas en las particulas para facilitar la identificacion de la
secuencia de los monémeros en el oligémero.

[0050] WO 00/47775 describe un método para generar fusiones proteinicas de ARN que involucran un paso
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posterior interpretacién de altos niveles salinos.

[0051] WO 00/32823 describe métodos para marcar covalentemente a proteinas con sus secuencias codificadores
de ADN.

[0052] Kurz et al. ChemBioChem. vol. 2, 2001, 666-672, describe un método para la sintesis de fusiones proteinicas
covalentes de ADNc para aplicaciones de muestras proteinicas.

[0053] Gartner et al. J. Am. Chem. Soc. Vol. 123, 2001, 6961-6963, describe sintesis de ADN por medio de
plantillas.

[0054] WO 02/074929 describe una sintesis de ADN por medio de plantillas.

[0055] WO 00/61775 describe un método para la sintesis de sustancias biolégicamente activas de estructuras
determinadas directamente en las células de los organismos vivos.

[0056] WO 00/23458 describe bibliotecas quimicas combinatorias por medio de plantillas conformadas de una
pluralidad de moléculas bifuncionales que tienen un compuesto quimico y una marcacién de acidos nucleicos que
define la estructura del compuesto quimico y dirige su sintesis.

[0057] Walder et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 76, 1979, 51-55, describe un método para la sintesis de péptidos y
que es propuesta en base a un esquema dirigido por plantillas.

[0058] EP 0 962 527 A1l describe moléculas que homologan a genotipos y a fenotipos.
[0059] WO 98/31700 describe métodos para la seleccidon de moléculas proteinicas.

[0060] DE 196 46 372 describe a compuestos que comprenden una unidad estructural A (genotipo) y una unidad
estructural adicional B (fenotipo), en la cual el genotipo y el fenotipo estan vinculadas permanentemente entre si.

[0061] Liu et al. Meth. Enzymol. Vol. 318, 2000, 268-293, describe un método para la sintesis de fusiones
proteinicas de ARN.

[0062] Nazarenko et al. Nucl. Acids (Acidos) Res. Vol. 25, 1997, 2516-2521, describe a un formato de tubo cerrado
para la amplificacion y deteccion de ADN que se basa en la transferencia de energia.

[0063] Visscher y Schwartz. J. Mol. Evol. Vol. 28, 1988, 3-6, describe una sintesis dirigida por plantillas de analogos
de oligonucledtidos aciclicos.

[0064] Keiler et al. Science. Vol. 271, 1996, 990-993, describen un sistema de marcacién de péptidos con
degradacion de proteinas sintetizadas a partir de ARN mensajeros dafiados.

[0065] Salas et al. J. Am. Biol. Soc. Vol. 243, 1012-1015, describe a polideoxinucleotidos biosintéticos en forma de
plantillas directas para la sintesis de polipéptidos.

[0066] Bruick et al. Curr. Biol. Vol. 3, 1996, 49-56, describen la ligacion dirigida por medio de plantillas de péptidos a
oligonucledtidos.

[0067] WO 98/56904 describe la formacidon de complejos enzimaticos combinatorios in vivo para su uso en la
deteccién de agentes de medicamentos candidatos para detectar su bioactividad.

[0068] Giebel et al. Biochem. Vol. 34, 1995, 15430-15435, describe la examinaciéon de bibliotecas de fagos de
péptidos ciclicos y la identificaciéon de ligandos.

[0069] Ladner et al. Trends Biotechnol. Vol. 13, 1995, 426-430, describe entidades enlazadoras en la forma de
péptidos restringidos.

[0070] Koivunen et al. Bio/Technol. Vol. 13, 1995, 265-270, describe bibliotecas de fagos que muestran péptidos
ciclicos con diferentes tamafios anulares.

[0071] Referencias adicionales que tiene relevancia para este invento incluyen a Bain et al. Nature (Naturaleza), vol.
356, 1992, 537-539; Barbas et al. Chem. Int. Ed. vol. 37, 1998. 2872-2875; Benner Reviews (Revisiones de Benner);
Blanco et al. Analytical Biochemistry (Bioquimica Analitica) vol. 163, 1987, 537-545; Brenner et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. Vol. 89, 1992, 5381-5383; Bresler et al. Biochimica et Biophysica (Bioquimica y Biofisica) Acta vol. 155, 1968,
465-475; Dewey et al. J. Am. Chem. Soc. Vol. 117, 1995, 8474-8475; Dietz et al. Photochemistry and photobiology
(Fotoquimica y fotobiologia) vol. 49, 1989, 121-129; Gryaznov et al. J. Am. Chem. Soc. vol. 115, 1993, 3808-3809;

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

Gryaznov et al. Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos Nucleicos) vol. 21, 1993, 1403-1408; Elmar Gocke
Mutation Research (Investigacién de Mutaciones) vol. 248, 1991, 135-143; Haeuptle et al. Nucleic Acids Research
(Investigacion de Acidos Nucleicos), 14, 1986, 1427-1448; Hamburger et al. Biochimica et Biophysica (Bioquimica y
Biofisica) Acta, 213, 1970, 115-123; Hamza A. El-Dorry Biochimica et Biophysica (Bioquimica y Biofisica) Acta vol.
867, 1986, 252-255; Herrera-Estrella et al. The EMBO Journal (La Revista EMBO), 7, 1988, 4055-4062; Heywood et
al. Biochemistry (Bioquimica) vol. 57, 1967, 1002-1009; Heywood et al. J. Biol. Chem. Vol. 7, 1968, 3289-3296;
Hooper et al. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. Vol. 10, 1991, 223-231; Houdebine et al. Eur. J. Biochem., 63, 1976,
9-14; Johnson et al. Biochemistry (Bioquimica) vol. 25, 1986, 5518-5525; Kinoshita et al. Nucleic Acids Symposium
Series (Series de Simposios de Acidos Nucleicos) vol. 34, 1995, 201-202; Leon et al. Biochemistry (Bioquimica) vol.
26, 1987, 7113-7121; Maclean et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América vol. 94, 1997, 2805-2810;
Mattheakis et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América vol. 91, 1994, 9022-9026; Menninger et al.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy (Agentes Antimicrobianos y Quimioterapia), 21, 1982, 811-818; Menninger.
Biochimica et Biophysica (Bioquimica y Biofisica) Acta, 240, 1971, 237-243; Mirzabekov Methods in Enzymology
(Métodos de Enzimologia) vol. 170, 1989, 386-408; Nikolaev et al. Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos
Nucleicos) vol. 16, 1988, 519-535; Noren et al. Science (Ciencia) vol. 24, 1989, 182-188; Pashev et al. TIBS vol. 16,
1991, 323-326; Pargellis et al. The Journal of Biological Chemistry (La Revista de Quimica Biolégica), 263, 1988,
7678-7685; Pansegrau et al. The journal of biological chemistry (La Revista de Quimica Bioldgica) vol.265, 1990,
10637-10644; Peeters et al. FEBS Lett. vol. 36, 1973, 217-221; Roberts et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
de América vol. 94,1997, 12297-12302; Schmidt et al. Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos Nucleicos)
vol. 25, 1997, 4797-4802; Schutz et al. Nucleic Acids Research, (Investigacion de Acidos Nucleicos) 4, 1977, 71-84;
Solomon et al. Proc. Natl. Acad. Sci Estados Unidos de América vol. 82,1985,6470-6474; Sugino et al. Nucleic Acids
Research (Investigacion de Acidos Nucleicos), 8, 1980, 3865-3874; Tarasow et al. Nucleic Acids Sciences (Ciencias
de Acidos Nucleicos) vol. 48, 1998, 29-37; Wiegand et al. Chemistry and Biology (Quimica y Biologia) vol. 4, 1997,
675-683; y Wower et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América., 86, 1989, 5232-5236.

Resumen del invento

[0072] Este invento resuelve en una forma general los problemas mencionados anteriormente y las fallas previas en
la industria. El invento describe un sistema para modelar moléculas en general, tales como polimeros, y la plantilla
permite la sintesis modelada de los polimeros, permitiendo, en secciones importantes, la amplificacién del polimero.
El sistema, por lo tanto, tiene las mismas caracteristicas generales que el sistema natural (flujo de informacion desde
la plantilla a la molécula modelada), asi como las caracteristicas de los sistemas mediados por ribosomas
recientemente inventados (por ejemplo, la presentacién de fagos), especificamente el enlace fisico entre la plantilla y
la molécula modelada. Sin embargo, este invento no involucra a ribosomas o a ARNts, y, por lo tanto, habilita la
modelacion de una amplia gama de polimeros diferentes, incluyendo a polimeros que no pueden ser sintetizados en
un sistema natural que se basa en la interpretacion mediada por ribosomas de los acidos nucleicos.

[0073] El proceso de modelaje del invento tiene ventajas significativas en lo que se refiere al conocimiento de la
industria. Puesto que la amplificacién de las moléculas recuperadas (es decir, sus plantillas) puede realizarse por un
proceso en paralelo en el cual todas las plantillas recuperadas estan presentes en el mismo compartimiento (por
ejemplo, un tubo reactivo o un pozo de placas de micro titulacién), y donde las moléculas son amplificadas
proporcionalmente, ningun invento humano tal como la secuenciacion de moléculas individuales es necesario. Esta
es una ventaja enorme puesto que una recuperacion tipica después de la primera ronda selectiva involucra a, por
ejemplo, 10*° moléculas diferentes, cuando el material inicial es una biblioteca de, por ejemplo, 10" moléculas.
Cuando se trabaja con aquellos ndmeros altos de moléculas, es practicamente imposible el “amplificar” 10"
moléculas al copiar las moléculas una a la vez, es decir, “amplificar” las moléculas en un proceso en serie.

[0074] Este invento describe generalmente las moléculas modeladas y los complejos que comprenden a aquellas
moléculas enlazadas a la plantilla que ha dirigido la sintesis de la molécula modelada. En un aspecto, las moléculas
modeladas y los complejos son capaces de obtenerse de acuerdo a los métodos de este invento.

[0075] Este invento también presenta métodos para la sintesis de aquellas moléculas modeladas y/o complejos,
métodos para la direccion de aquellas moléculas y/o complejos para una especie objetiva. Las moléculas modeladas
son preferiblemente sintetizadas a partir de bloques de construccion que comprenden una entidad funcional que
tiene un grupo funcional y un grupo reactivo capaz de enlazarse covalentemente a grupos funcionales y formar una
molécula modelada. La entidad funcional de un bloque de construccién es separada de un elemento complementario
por medio de un enlazador divisible, o un enlazador selectivamente divisible. El elemento complementario es capaz
de complementar un elemento codificador predeterminado de la plantilla, asegurando, entonces, una relacién de uno
a uno entre el elemento codificador-o un elemento complementario-y una entidad funcional, o un grupo funcional.

[0076] También se presentan métodos para identificar la secuencia de grupos funcionales de una molécula
modelada, asi como métodos para la terapia y el diagndstico que aprovechan a moléculas modeladas de acuerdo al
invento.

[0077] Los métodos del invento no involucran a la interpretacion mediada por ribosomas de acidos ribonucleicos.
Ademas, cuando las moléculas modeladas son péptidos que comprenden a ya sea i) exclusivamente a-aminoacidos,
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0 ii) aminoacidos que ocurren sustancialmente exclusivamente naturalmente, tal como por lo menos el 80%, por
ejemplo, el 90%, tal como el 95%, los aminoacidos que ocurre naturalmente. La plantilla no comprende o consiste
esencialmente de un acido ribonucleico.

[0078] Una plantilla denota una secuencia de elementos de codificacion, donde cada elemento de codificacion esta
enlazado a un elemento de codificacién cercano. Una plantilla complementaria denota una secuencia de elementos
complementarios, donde cada elemento complementario esta enlazado a un elemento complementario cercano.

[0079] Después de la complementacion de un elemento codificador por un elemento complementario, o la
complementacion de una pluralidad de elementos codificadores por una pluralidad de elementos complementarios,
cada elemento complementario definira un grupo funcional anexo capaz de enlazarse-sin formar parte de la plantilla
complementaria en si-a un grupo funcional cercano definido por un elemento complementario cercano. Asimismo, en
una seccion importante, el grupo funcional no participa en la complementacion de un elemento codificador mientras
no exista una reaccion o hibridacién directa entre el elemento codificador y el grupo funcional. El término “reaccion”
significa cualquier contacto reactivo que resulta en la formacién de una interaccién-covalente o no covalente-entre el
grupo funcional y el elemento codificador. En otra seccion, el grupo funcional de una molécula modelada forma parte
de la plantilla complementaria.

[0080] Puesto que cada elemento complementario es capaz de reconocer un elemento codificador predeterminado
de una plantilla, y puesto que cada elemento codificador a su vez define un grupo funcional predeterminado, la
secuencia de los elementos de codificacion de la plantila modelaran la sintesis de la molécula modelada
conformada de una secuencia predeterminada de grupos funcionales enlazados covalentemente.

[0081] De acuerdo a secciones importantes de este invento, es posible:

i) enlazar una molécula modelada que comprende una pluralidad de grupos funcionales a la plantilla que modela la
sintesis de la molécula modelada,

i) enlazar grupos funcionales cercanos simultaneamente con la complementacion de los elementos codificadores
cercanos por medio de elementos complementarios que definen a dichos grupos funcionales,

iii) enlazar a grupos funcionales cercanos después de la complementacion de los elementos codificadores cercanos
por medio de elementos complementarios que definen a dichos grupos funcionales,

iv) enlazar a grupos funcionales cercanos simultdneamente con la formacién de una plantilla complementaria,

v) enlazar a grupos funcionales cercanos después de la formacion de una plantilla complementaria,

vi) dividir uno 0 mas enlaces entre elementos complementarios de una plantilla complementaria sin dividir enlaces
entre grupos funcionales de una molécula modelada, y viceversa, y

vii) dividir por lo menos a un enlazador separando al a por lo menos una entidad funcional del por lo menos un
elemento complementario de un bloque de construccién sin dividir la plantilla complementaria,

viii) dividir al por lo menos un enlazador separando a la por lo menos una entidad funcional del por lo menos un
elemento complementario de un bloque de construccion sin separar el enlace entre los grupos funcionales de la
molécula modelada, y

ix) dividir al por lo menos un enlazador separando a la por lo menos una entidad funcional de por lo menos un
elemento complementario de un bloque de construccion sin dividir a la plantilla complementaria y sin dividir al enlace
entre los grupos funcionales de la molécula modelada.

[0082] Siempre y cuando el complemento de los elementos codificadores cercanos se logre, los grupos funcionales
cercanos de la molécula modelada son capaces de enlazarse sin importar si una plantilla complementaria es
formada. Ademas, es posible enlazar a grupos funcionales cercanos y subsiguientemente dividir al enlazador
divisible separando la entidad funcional del elemento complementario definiendo a dicha entidad funcional sin dividir
el enlace entre los grupos funcionales cercanos de una molécula modelada. Los enlazadores divisibles son
separables bajo condiciones donde un enlazador selectivamente divisible no es separable. Asimismo, es imposible
el dividir enlazadores separables que enlazan a elementos complementarios y a grupos funcionales en una molécula
modelada sin al mismo tiempo dividir selectivamente a enlazadores separables que enlazan-en la misma molécula
modelada-a un subconjunto de elementos complementarios y grupos funcionales. Es, por lo tanto, posible obtener
un complejo comprendido de una molécula modelada y la plantilla que ha dirigido a la sintesis regulada por la
plantilla de la molécula modelada, donde la plantilla y la molécula modelada estan enlazadas por uno o mas,
preferiblemente un, enlazador divisible selectivamente.

[0083] La generacion de moléculas modeladas puede dirigirse por la plantilla sin ninguna necesidad de
secuenciaciones o cualquier otra forma de caracterizaciones. Esto no es posible utilizando las “marcaciones”
generadas previamente en la industria producidas por sintesis paso a paso. Asimismo, los complejos del invento que
comprenden una molécula modelada enlazada a una plantilla facilitan una seleccién rapida y una amplificaciéon
deseable de moléculas modeladas.

[0084] En un primer aspecto, este invento suministra un método para la sintesis de moléculas modeladas que
comprende a una pluralidad de grupos funcionales, donde dicho método comprende los pasos de:

i) suministrar por lo menos una plantilla que comprende a una secuencia de n elementos codificadores,
donde cada elemento codificador comprende a por lo menos un grupo de reconocimiento capaz de reconocer un
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elemento complementario predeterminado, y

donde n es un nimero entero de mas de uno,

i) suministrar una pluralidad de bloques de construccion, donde cada bloque de construccion esta conformado por:
a) por lo menos un elemento complementario que comprende a por lo menos un grupo de reconocimiento
capaz de reconocer a un elemento codificador predeterminado,

b) por lo menos una entidad funcional comprendida de por lo menos un grupo funcional y por lo menos un
grupo reactivo, y

c) Por lo menos un enlazador que separa a la por lo menos una entidad funcional del por lo menos un
elemento complementario,

iii) contactar a cada uno de dichos elementos codificadores con un elemento complementario capaz de reconocer a
dichos elementos codificadores,

iv) opcionalmente, obtener un elemento complementario, y

v) obtener una molécula modelada que comprende a grupos funcionales enlazados covalentemente por medio de
enlaces, por medio de una reaccién que comprende a grupos reactivos, a un grupo funcional de por lo menos una
entidad funcional a un grupo funcional de otra entidad funcional,

donde la molécula modelada es capaz de ser enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o la
plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, y

donde la sintesis de la molécula modelada no involucra la interpretacion regulada por ribosomas de un &acido
nucleico.

[0085] En otro aspecto, este invento describe una molécula modelada, una pluralidad de la misma o de diferentes
moléculas modeladas, donde preferiblemente cada una de las moléculas modeladas es obtenible por medio de un
método de sintesis de moléculas modeladas de acuerdo a este invento.

[0086] En la magnitud en que la molécula modelada y la plantilla son entidades separadas capaces de ser
enlazadas por un solo enlazador, el invento también describe complejos que comprenden una molécula modelada
enlazada a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula modelada. La plantilla que es capaz de modelar la
sintesis de la molécula modelada comprende a una secuencia de elementos codificadores 0 a una secuencia de
elementos complementarios, en cuyo caso la plantilla es una plantilla complementaria. Asimismo, es posible dividir
enlaces entre grupos funcionales de una molécula modelada sin dividir una plantilla complementaria o una plantilla
que modeld la sintesis de la molécula modelada.

[0087] En otro aspecto se suministra un método para la sintesis de un complejo que comprende una molécula
modelada enlazada a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la molécula modelada y el
complejo comprenden a la molécula modelada enlazada a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula
modelada son obtenibles por el método de su sintesis de acuerdo al invento.

[0088] En aspectos adicionales del invento se suministra una composicion comprendida de una pluralidad de
moléculas modeladas, donde cada una o por lo menos algunas de las moléculas modeladas estan enlazadas a la
plantilla que model6 la sintesis de la molécula modelada, en cuyo caso se suministra una prioridad de complejos
donde cada uno comprende una molécula modelada enlazada a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula
modelada. Las composiciones también podrian comprender una molécula modelada y -desvinculada a esta- la
plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

[0089] La capacidad de amplificacion de las moléculas modeladas de una biblioteca suministra una biblioteca con
una caracteristica Unica. Esta caracteristica Unica comprende, por ejemplo, que un nimero enorme de moléculas
modeladas puede ser examinado al tomar la biblioteca a través de procesos repetitivos de seleccidén-y-amplificacion,
en un proceso paralelo donde la biblioteca de moléculas es tratada como una unidad, y donde no es necesario
caracterizar a moléculas individuales (o inclusive la poblacion de moléculas) entre rondas de seleccién-y-
amplificacion.

[0090]3 Es posible, de acuerdo a varias secciones preferidas del invento, el examinar por ejemplo, mas de alrededor
de 10° moléculas modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de 10%, por ejemplo mas de o alrededor de 10°
moléculas modeladas d|ferentes tal como mas de o alrededor de 10° moleculas modeladas diferentes, EPor ejemplo
mas de o alrededor de 10’ moléculas modeladas dlferentes tal como méas de o alrededor de 10" moléculas
modeladas d|ferentes por ejemplo mas de o alrededor de 10° moléculas modeladas d|ferentes tal como mas que o
alrededor de 10" moléculas modeladas d|ferentes por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas
dlferentes tal como mas que o alrededor de 10" moléculas modeladas dlferentes por ejemplo mas que o alrededor
de 10" moléculas modeladas dlferentes tal como mas de o alrededor de 10 moléculas modeladas diferentes, por
ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas dlferentes tal como mas de o alrededor de 10
moléculas modeladas dlferentes por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, tal como
mas de o alrededor de 10'® moléculas modeladas diferentes.
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[0091] Puesto que una persona puede realizar rondas repetitivas de seleccion en paralelo y procesos de
amplificaciéon en paralelo, es posible enriquecer Unicamente, por ejemplo, 100 veces en cada ronda, y todavia
obtener un enriguecimiento muy eficiente, de, por ejemplo, 10™ veces sobre un nimero de rondas de seleccion y
amplificacion (tedricamente un enriquecimiento de 10™ veces es obtenido después de 7 rondas que enriquecen
cada 1 x 100 veces). Para obtener un enriquecimiento similar al de 10™ veces utilizando una biblioteca gue no tiene
la capacidad de amplificarse, eso requeriria condiciones de examinaciéon que permitan un enriquecimiento de 10™
veces en una “ronda’-y esto no es posible desde un punto de vista practico utilizando tecnologias de examinacion de
Ultima tecnologia. Las moléculas modeladas y/o las plantillas pueden enlazarse ademas a un soporte soélido o
semisdlido.

[0092] Incluso en aspectos adicionales los métodos del invento-individualmente o en combinacién-describen un
método para la examinacion de una composicién de complejos o moléculas modeladas que tienen potencialmente
una actividad predeterminada,

un método para ejecutar ensayos de la actividad predeterminada que es asociada potencialmente con los complejos
o las moléculas modeladas,

un método para seleccionar complejos 0 moléculas que tienen una actividad predeterminada,

un método para amplificar la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada que tiene, o que tiene
potencialmente, una actividad predeterminada y

un método para amplificar la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada que tiene, o que tiene
potencialmente, una actividad predeterminada, donde dicho método comprende el paso adicional de obtener la
molécula modelada en un monto minimo correspondiente a un incremento de 2 veces.

[0093] En otro aspecto adicional se suministra un método para alterar la secuencia de una molécula modelada,
incluyendo la generaciéon de una molécula modelada que comprende una secuencia nueva o alterada de grupos
funcionales, donde el método comprende el paso de mutar la plantilla que model6 la sintesis de la molécula
modelada original. El método comprende preferiblemente los pasos de:

i) suministrar una primera plantilla capaz de modelar a la primera molécula modelada, o una pluralidad de aquellas
plantillas capaces de modelar una pluralidad de primeras moléculas modeladas,

if) modificar la secuencia de la primera plantilla, o la pluralidad o primeras plantillas, y generar una 22 plantilla, o una
pluralidad de segundas plantillas.

Donde dicha 22 o segundas plantillas son capaces de modelar la sintesis de una 22 molécula modelada, o una
pluralidad de segundas moléculas modeladas,

donde dicha o dichas segundas moléculas modeladas comprenden una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente que no es idéntica a la secuencia de los grupos funcionales de la primera o de las primeras
moléculas modeladas, y opcionalmente

iii) modelar por medios de dicha o dichas segundas plantillas a una 22 molécula modelada, o una pluralidad de
aquella 22 molécula modelada.

[0094] El método que se menciona anteriormente aprovecha que una sintesis modelada (figura 1) en una seccion
involucra un intermediador modificable de una sola hebra en la forma de una plantilla. En el caso en que esta
plantilla comprende a una hebra de nucleétidos que comprende a deoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, la mayoria
de métodos bioldgicos moleculares puede aplicarse para modificar la plantilla, y, por lo tanto, modificar el polimero
modelado.

[0095] La lista que se menciona mas adelante de métodos biolégicos moleculares que pueden aplicarse a los
polimeros modelados de este invento, es, por lo tanto, incompleto, pero simplemente sirve para ilustrar que casi
cualquier método biolégico molecular relevante puede ser aplicado a los polimeros modelados como un resultado de
este invento.

[0096] En casos en los que los nucledtidos que no tienen bases naturales son parte de la plantilla, algunas de las
metodologias biolégicas moleculares podrian no ser aplicables. Esto dependera principalmente de la especificidad
de los sustratos de las enzimas involucradas (por ejemplo, la polimerasa de ADN de Taq en una reaccion PCR; la
restriccion enzimatica en protocolos USE, etcétera). Ademas, métodos que involucran un paso in vivo (por ejemplo,
la transformacién de E. coli para la amplificacion del ADN de un plasmido) podria tener sélo una factibilidad limitada
para aquellos nucledtidos. Algunos nucleétidos que no tienen bases naturales, son, sin embargo, conocidos por
estar incorporados a nucleétidos por medio de algunas polimerasas de tipo silvestre y mutantes, y, por lo tanto, el
uso de nucleétidos con bases que no son naturales no limita seriamente el nimero de métodos bioldgicos
moleculares in vitro que pueden aplicarse a moléculas modeladas.

Tabla 1. Biologia molecular aplicable a los polimer  0s modelados de este invento

. Amplificacion, recombinacion y mutagénesis in vivo e in vitro.

. Mutagénesis de Kunkel dirigida por el sitio, utilizando uno o varios (por ejemplo, 50) 6ligos mutagénicos
diferentes a concentraciones por debajo de la saturacion, es decir, generando una biblioteca combinatoria.

. USE (Eliminacién dirigida por Sitios Unicos - Unique Site-directed Elimination), usando uno o varias (por

ejemplo, 50 ¢éligos mutagénicos diferentes) concentraciones por debajo de la saturacién, es decir, generando una
biblioteca combinatoria.
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. PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasas - Polymerase Chain Reaction).
. LCR (Reaccién en Cadena de Ligasas - Ligase Chain Reaction).
. Mezcla aleatoria de PCR, incluyendo mezclas aleatorias de familias (mezclando secuencias aleatoriamente

que contienen bloques con una homologia particular), y mezclas aleatorias dirigidas en las que los 6ligos son
agregados a la reaccién para dirigir el proceso de mezcla aleatoria en una direccién especifica.

. Otros tipos de mezclas aleatorias, por ejemplo, recombinaciones homélogas en levadura; protocolos de
mezclas aleatorias tal como se han desarrollado en las compaifiias Phylos, Energy Biosystems, Diversa y por
Frances Arnold.

. Mutagénesis de cintas

. Otros métodos que se basan en polimerasas o PCR, por ejemplo, extensiéon de superposicion, sintesis
genética, y PCR propenso a errores.

. Mutagénesis inducida por medio de quimica o de UV.

. Sintesis de plantillas de tipo silvestre o de variaciones y la interpretacion a polimeros modelados (tipo

silvestre en este sentido significa la secuencia de la plantilla que modelada la sintesis del polimero conocido (“tipo
silvestre”); la variacién en este sentido significa una secuencia de plantilla parcialmente aleatoria 0 agregada que
modelada la sintesis de una variacién del polimero conocido).

. Divisién especifica por medio de enzimas de restriccion.

. Ligacion por medio de ligasas de ADN o de ARN; “division genética”.

. Selecciones de afinidad (utilizando el complejo polimérico plantilla-modelado).

. Secuenciaciones

. Formaciones de polimeros en “chips de ADN", al usar la plantilla como una marcacién que enlaza a un

grupo de ADN.

[0097] En vez de aislar a la hebra plantilla (no derivadas), podria ser deseable aplicar los métodos biologicos
moleculares a la doble hélice de la plantilla que complementa a la plantilla o a la plantilla complementaria del
derivado. La plantilla derivada podria, en este momento, contener entidades funcionales no polimerizadas; entidades
funcionales polimerizadas; o un vestigio que fue dejado atras proveniente de la division del enlazador que conectd a
la entidad funcional y al elemento complementario. Muchas polimerasas y otras enzimas son conocidas por aceptar
plantillas de ADN o de ARN con un alto nivel de derivacién. Por lo tanto, muchos métodos in vitro que involucran a
polimerasas y otras enzimas tienen altas probabilidades de ser alcanzables utilizando la plantilla complementaria
(derivada) como un punto inicial dependera principalmente de la especificidad del sustrato o de la plantilla de las
enzimas involucradas si es que es posible utilizar a la plantilla complementaria derivada como un punto de inicio
para el método bioldgico molecular en cuestién. Una persona con conocimiento en la industria sera capaz de evaluar
la posibilidad de varios métodos practicos en este sentido.

[0098] Este invento también se refiere a bloques de construccidn utilizados para la sintesis de moléculas modeladas
y a complejos que contienen a aquellos bloques de construccion. En otro aspecto, se suministra el uso de un bloque
de construccion para la sintesis de una molécula modelada de acuerdo al invento. En una seccion importante de
este aspecto, la molécula modelada es comprendida o consiste esencialmente de una entidad molecular capaz de
enlazar a otra entidad molecular en la forma de una entidad molecular objetivo o un compafiero de enlace.

[0099] La molécula modelada es preferiblemente un medicamento capaz de ser administrado en un monto
farmacéuticamente efectivo en una composicion farmacéutica a un individuo y de tratar una condicién clinica en
dicho individuo que necesita a aquel tratamiento.

[0100] En otros aspectos del invento se suministra una composicion pesticida, una composicion insecticida, una
composicion bactericida, y una composicion fungicida, asi como métodos para preparar aquellas composiciones y
sus usos, donde cada una de las composiciones comprende una molécula modelada de acuerdo al invento en un
monto efectivo para lograr el efecto deseado.

[0101] En aspectos adicionales se suministra un método para identificar un agente farmacéutico, o un agente de
diagnostico, donde dicho método comprende el paso de examinar una pluralidad de objetivos farmacos con por lo
menos una molécula modelada predeterminada, e identificar un agente farmacéutico o un agente de diagnéstico en
la forma de moléculas modeladas candidatas capaces de interactuar con dichos objetivos farmacos.

[0102] En otro aspecto, se suministra un método para identificar a un objetivo incluyendo un objetivo farmaco, donde
dicho método comprende el paso de examinar una pluralidad de ligandos o de particulas receptoras con por lo
menos una molécula modelada predeterminada e identificar objetivos farmacos en la forma de ligandos o particulas
receptoras capaces de interactuar con dichas moléculas modeladas.

[0103] Este invento también describe cualquier molécula modelada aislada o purificada que tiene una afinidad en
relacién a un objetivo predeterminado, incluyendo un objetivo farmaco, asi como objetivos, incluyendo objetivos
farmacos en la forma de ligandos, particulas receptoras, enzimas, superficies celulares, superficies solidas o
semisolidas, asi como cualquier otra entidad fisica 0 molecular o superficie que tenga una afinidad en relacion a una
molécula modelada predeterminada.
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[0104] En aspectos adicionales del invento se suministra un método para el tratamiento de un individuo que tenga la
necesidad de este tratamiento, donde dicho método comprende el paso de administrar al individuo un monto
farmacéuticamente efectivo de una molécula identificada por un método de este invento y que tenga una afinidad
para con un objetivo predeterminado, incluyendo un objetivo farmaco.

[0105] En otro aspecto de este invento se suministra un método para el tratamiento de un individuo que tenga la
necesidad de este, donde dicho método comprende el paso de administrar al individuo un monto farmacéuticamente
efectivo de un ligando aislado o purificado o una particula receptora que tenga una afinidad para con una molécula
modelada predeterminada de acuerdo al invento. El ligando aislado o purificado o la particula receptora es
identificada preferiblemente por cualquiera de los métodos mencionados anteriormente de identificacion del invento.

[0106] Este invento puede ser realizado de acuerdo con algunas secciones. En una primera seccién el paso de
contactar al elemento complementario con el elemento codificador involucra una o mas polimerasas o transcriptasas.
Por lo tanto, de acuerdo con esta seccion los bloques de construccién son un derivado de nucleétidos. En un
aspecto de esta primera seccion, los bloques de construccion son mononucleétidos, sin embargo, los bloques de
construccién podrian ser di- u oligonucleétidos. Aunque los mononucleétidos son el sustrato natural para las
polimerasas y transcriptasas, los oligonucle6tidos son incorporables de acuerdo con el método de WO 01/16366. El
derivado del mono- u oligonucleétido sirve como el elemento complementario. Uno 0 mas enlazadores estan
adheridos a un extremo en el derivado del mono- u oligonucledtido y en el otro extremo a una entidad funcional.
Especialmente, en el caso en el cual el elemento complementario es un derivado mono nucleétidos, se prefiere que
el enlazador esté adherido para que la entidad funcional se proyecte en la ranura principal de una hélice de doble
hebra para permitir a entidades funcionales adyacentes formar un enlace entre si.

[0107] En una 22 seccion del invento, bloques de construccién que comprenden un mono- u oligonucle6tido como un
elemento complementario son vinculadas quimicamente entre si. Algunos métodos para la vinculacion quimica son
conocidos en la industria, tales como el método de 5'-fosfoimidazolida (Visscher, J.; Schwartz, A. W. Journal of
Molecular Evolution (Revista de Evolucion Molecular) 1988, 28, 3-6. Y Zhao, Y.; Thorson, J. S. J. Org. Chem. 1998,
63, 7568-7572) o el método de 3'-fosfotioato (Alvarez et al. J. Org. Chem. (1999), 64, 6319-28 Pirrung et al. J. Org.
Chem. (1998), 63, 241-46).

[0108] En una 32 seccidn del invento, bloques de construccion que comprenden a un oligonucleétido como elemento
complementario se ligan utilizando enzimas ligasas.

[0109] En una 42 seccion del invento, los bloques de construccion comprenden un oligonucleétido que sirve como
elemento complementario, donde dicho oligonucledtido tiene una longitud suficiente para adherirse a la plantilla sin
la necesidad de ligarse a un cebador o a otro elemento complementario.

[0110] Los blogues de construccion son adaptados en general al método utilizado para contactar al elemento
complementario con la plantilla y para la produccion de la molécula modelada. Como un ejemplo, el enlazador podria
ser relativamente corto cuando un derivado de mono nucleétidos es utilizado mientras que el enlazador necesita ser
considerablemente mas largo cuando un oligonucleétido es utilizado como bloque de construccion.

Descripcion breve de las figuras

[0111] Los siguientes simbolos son utilizados en las siguientes figuras para indicar caracteristicas generales del
sistema: en las figuras 1, 7C, 8C, 11, 11 ex.1, 12, 13, 14,14 ex. 1 - 2,15, 15ex. 1 - 7,17, 17 ex. 1, 17,17 ex. 1 - 2,
19, 19 ex. 1 - 3,
20, 21, y 22A, una linea larga horizontal simboliza una plantilla, una plantilla complementaria o el complejo de la
plantilla con la plantilla complementaria. Para propésitos de claridad, en algunas de las figuras solamente, el paso de
polimerizacién, sin el paso de activacion, ha sido incluido. Rx denota a grupos funcionales.

Figura 1. Presentacion quimica de moléculas modelada s - El principio

[0112] EI protocolo para la presentacién quimica de moléculas modeladas puede dividirse en 6 etapas, i) la
incorporacion, ii) la polimerizacion, iii) la activacion, iv) la seleccion/examinacion, v) la amplificacién, y vi) la
caracterizacion. La incorporacion involucra la incorporacion de bloques de construccion en la plantilla
complementaria, cuya secuencia es determinada por la plantilla. La incorporacién podria ser regulada por enzimas
tales como polimerasas o ligasas. La plantilla comprende lugares de enlaces de cebadores en uno o ambos
extremos (permitiendo la amplificacién de la plantilla). La porcién remanente de la plantilla podria ser una secuencia
aleatoria, parcialmente aleatoria o predeterminada. Los elementos complementarios comprenden preferiblemente a
una entidad funcional, un elemento complementario y un enlazador que conecta la entidad funcional y al elemento
complementario. Ejemplos detallados de elementos complementarios seleccionados, sus incorporaciones,
polimerizaciones y activaciones se muestran en este documento (figura 7 y figura 8).
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[0113] La polimerizacion involucra reacciones entre los bloques de construccion incorporados, formando, por lo
tanto, a enlaces covalentes entre las entidades funcionales, junto con los enlaces funcionales que ya existen entre
los elementos complementarios. La activacion involucra la division de algunos, todos excepto uno, o a todos los
enlazadores que conectan la secuencia de entidades funcionales a la plantilla o0 que complementan a la plantilla que
modelo a la molécula modelada que es conformada de entidades funcionales. La activacion también podria
involucrar separar la plantilla y la plantilla complementaria sin separar a los enlazadores que conectan a las
entidades funcionales y a la plantilla complementaria.

La seleccion o examinacién involucra enriquecer a la poblacion de parejas plantilla-molécula modelada para una
propiedad deseada.

[0114] La amplificacién involucra el producir mas de las parejas plantilla-molécula modelada, por medio de la
amplificacion de la plantilla o de la plantilla complementaria, y producir mas de las parejas plantilla-molécula
modelada, para rondas adicionales de seleccién/examinacion, o para la secuenciacion de otra caracterizacion.

Clonar y secuenciar involucra la clonaciéon de plantillas aisladas o plantillas complementarias, seguidas por una
caracterizacion. En algunos casos, podria ser deseable secuenciar la poblacién de plantillas aisladas o plantillas
complementarias, por lo que la clonacion de secuencias individuales no es requerida.

Figura 2A y 2B. Un conjunto expandido de parejas ba  se.

[0115] La figura presenta un conjunto de parejas base naturales y no naturales que obedecen las reglas de enlace
de hidrégeno de Watson-Crick. Las parejas base son presentadas en US 6,037,120, y son incorporadas a este
documento por referencia.

Figura 3. Un bloque monomeérico de construccion.

[0116] Un blogue de construccion comprende o consiste esencialmente de una entidad funcional, conectada a
través de un enlazador selectivamente divisible a un elemento complementario. Cada elemento complementario
tiene 2 grupos reactivos (tipo 1), que podrian reaccionar con otros 2 elementos complementarios. El elemento
complementario contiene un grupo de reconocimiento que interactda con un elemento codificador complementario
(el elemento codificador no se muestra). La entidad funcional en este ejemplo comprende o consiste esencialmente
de 2 grupos reactivos (tipo ii), que podrian reaccionar con grupos reactivos de otras entidades funcionales, y un
grupo funcional, también llamado una funcionalidad. Los grupos reactivos de tipo 2, y la particula molecular que los
conecta, se volveran (parte de) la estructura en el polimero codificado resultante.

Figura 4. Un bloque monomeérico de construccion con s6lo un grupo reactivo tipo Il.

[0117] Un blogue de construccion comprende o consiste esencialmente de una entidad funcional, conectada a
través de un enlazador selectivamente divisible a un elemento complementario. Cada elemento complementario
tiene 2 grupos reactivos (tipo 1), que podria reaccionar con otros elementos complementarios. El elemento
complementario contiene un grupo de reconocimiento que interactda con un elemento codificador complementario
(elemento codificador que no se muestra). La entidad funcional en este ejemplo comprende o consiste
esencialmente de un grupo reactivo tipo Il, que podria reaccionar con grupos reactivos de otras entidades
funcionales, y un grupo funcional, también llamado funcionalidad. El grupo reactivo tipo Il se volvera (parte de) la
estructura en el polimero codificado resultante.

Figura 5. Bloques de construccion y los polimeros r esultantes de la incorporacion dirigida por plantil las de
los blogques de construccidn y sus polimerizaciones y activaciones.

[0118] La figura 3 presenta una descripcién detallada de las caracteristicas de bloques de construccién individuales.
3 elementos complementarios diferentes son mostrados, cada uno enlazado a una entidad funcional especifica. La
mitad derecha de la figura incluye la plantilla que dirige la incorporacion de los bloques de construccién por medio de
un emparejamiento de bases complementarias.

A). Los grupos reactivos tipo | del elemento complementario reaccionan, por lo cual una parte del grupo reactivo se
pierde (por ejemplo, PPi en la incorporacion de trifosfatos de nucledsidos). En el ejemplo mostrado, la polimerizacion
de los grupos reactivos tipo Il también resulta en la pérdida de parte de los grupos reactivos. La estructura del
polimero resultante comprende o consiste esencialmente de parte de los grupos reactivos originales tipo Il y de la
entidad molecular que conecta a los grupos reactivos. Parte del enlazador permanece adherido a la entidad
funcional.

B). Los grupos reactivos tipo | reaccionan tal como en (A). Los grupos reactivos tipo Il no reaccionan directamente,
pero en vez de eso se agrega una “molécula de conexion”. En el momento de la reaccion con su molécula de
conexién, parte del grupo reactivo se pierde. El enlazador divisible utilizado en este ejemplo se denomina “enlazador
sin rastros” y por lo tanto la entidad funcional es liberada sin rastros de la molécula enlazadora.
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C). La incorporacion de este caso no involucra el acoplamiento de elementos complementarios individuales, es decir,
no conlleva a la reaccion de los grupos reactivos tipo . Los grupos reactivos tipo Il reaccionan con moléculas de
conexion tal como en (B).

D). La entidad funcional contiene solamente un grupo reactivo tipo Il. El grupo reactivo tipo Il reacciona con una
molécula de conexion.

Figura 6. Un nucleétido derivado en calidad de unb  loque de construccion.

[0119] El bloque de construccién de nucledtidos comprende o consiste esencialmente del elemento complementario
(el nucledtido) y una entidad funcional (en este caso un acido dicarboxilico) conectado por medio de un enlazador
selectivamente divisible (en este caso un disulfuro). Los grupos reactivos tipo | del nucleétido son el trifosfato y el
grupo hidroxilo, tal como fue indicado. El grupo de reconocimiento del nucleétido es la base. La entidad funcional
comprende o consiste esencialmente de un grupo funcional (un hidroxilo), 2 grupos reactivos tipo Il (acidos
carboxilicos), y una estructura esencial (anillo aromatico) que conecta a los 2 grupos reactivos. Finalmente, el
enlazador (disulfuro) es divisible por medio de, por ejemplo, DTT.

Un di-nucle6tido derivado en calidad de bloque de ¢ onstruccién

[0120] El elemento complementario es un di-nucleétido de dA-dU que comprende el grupo de reconocimiento, en
este caso las bases de adenina y de uracilo. Es conectado a la entidad funcional (aqui un aminoacido) por medio de
un enlace de propargiléster divisible. En la division basica, el enlazador libera al grupo funcional, un acido
carboxilico. Los grupos reactivos de tipo | del di-nucle6tido son el grupo hidroxilo y la foforo(2-metil)imidazolida. Los
grupos reactivos de tipo Il son el grupo amino y el acido carboxilico del aminoéacido tal como es indicado.

Un oligonucleétido derivado en calidad de bloque de construccion

[0121] EI elemento complementario es las 20 ultimas bases del oligonucleétido mostrado. Es enlazado a la entidad
funcional, un aminoacido Beta N-Boc, por medio de un oligonucleétido comprendido de 40 bases (B es una biotina
interna incorporada que usa a la fosforamidita que es disponible comercialmente (10-1953-95 de Glen research)
incluyendo a un deoxirribonucleétido de citosina que ha sido modificado en el grupo 5'-fosfato con un separador
mercapto-hexano conectado a una particula N-hidroxisuccinimida. El grupo reactivo de tipo Il es el acido carboxilico
enlazado al atomo de oxigeno de la particula N-hidroxisuccinimida. Es susceptible a ataques nucleofilicos de, por
ejemplo, una amina.

Figura 7. Marcacion de la C- terminal de un  B-dipéptido - incorporacién, polimerizacion y activa cion.

A) las estructuras del cebador y de 2 bloques monoméricos de construccion. La molécula iniciadora es
adherida a la posicion del dU de la terminal 3' del cebador. El iniciador es una amina protegida por Fmoc. El
derivado de dUTP porta un grupo hidroxilo foto - protegido. El grupo hidroxilo es acoplado a la estructura anular N-
tiocarboxianhidrida (NTA). El derivado de dATP es modificado en la posicion 7. La amina foto-protegida es acoplada
ala NTA.

B) El cebador (el cual es recosido a la plantilla, no se muestra en la figura) es extendido desde su extremo 3’
por medio de la incorporacion de dUTP y dATP por una polimerasa. Luego el iniciador es activado por una
piperidina, que libera a la amina primaria. La amina primaria ataca a la NTA cercana, que abre la estructura anular
NTA, libera al CSO, y como resultado, produce una amina primaria. Esta amina primaria ahora ataca a la siguiente
unidad NTA en la formacién. Como resultado, se forma un polimero, adherido a través de sus grupos funcionales
(OH y NHy) a la hebra de ADN. Finalmente, los enlazadores que conectan a la hebra de ADN con las unidades NTA,
son divididas. El polimero resultante en este caso es un B-péptido, que porta a los grupos funcionales OH y NHy,
codificado por el dUdA de la secuencia ADN. En el ejemplo mostrado, la secuencia 5’-dUdA-3’ codifica al B-péptido
en la terminal C en direccion hacia la terminal N. El B-péptido es adherido al ADN codificador a través del extremo de
la terminal C.

C) La representacion esquematica de la incorporacion, de la polimerizacién y de la activacion. El polimero
codificado se adquiere a la molécula codificadora (ADN) a través de la molécula iniciadora.

Figura 8. Marcacion de la terminal N de un  B-dipéptido - incorporacién, polimerizacion y activa cion.

A) Las estructuras del cebador, 2 bloques monomeéricos de construccion, y un 6ligo. La molécula iniciadora es
adherida a la posicion 5 de la U de la terminal 3' del cebador. El cebador es complementario a la parte corriente
arriba de la plantilla. El iniciador es una amina protegida por Fmoc. El derivado de UTP porta un grupo hidroxilo
fotoprotegido. El grupo hidroxilo es adherido a la estructura anular N-tiocarboxianhidrida (NTS). El derivado de ATP
es modificado en la posicion 7. Una amina fotoprotegida es adherida a la NTA. El éligo es complementario a la
secuencia corriente abajo de la plantilla. El dligo porta un tioéster adherido a la U en el extremo 5' del dligo. La
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estabilidad del tioéster en agua puede modificarse tal como sea deseado por medio de cambios en la estructura del
componente del tioéster (en el ejemplo, el componente tiol es un tiofenol).

B) El cebador (el cual es recosido a la plantilla, no se muestra la figura) es extendido desde su extremo 3’ a
través de la incorporacion de la UTP y de la ATP por una polimerasa. Entonces el iniciador es activado por medio de
una piridina, que libera a la amina primaria. La amina primaria ataca a la NTA cercana, que abre la estructura anular
NTA, libera al CSO, y como resultado, produce una amina primaria. Esta amina primaria ahora ataca a la siguiente
unidad NTA en la formaciéon. Como resultado se forma un polimero, adherido a través de sus grupos funcionales
(OH y NH>) a la hebra de ARN. Finalmente, los enlazadores que conectan a la hebra de ARN con las unidades NTA
son divididas. El polimero resultante es un B-péptido, que porta a los grupos funcionales-OH y -NH, codificados por
la UA de la secuencia del acido ribonucleico. La secuencia 5-UA-3’ codifica al B-dipéptido en la terminal N hacia la
direccion de la terminal C, asi como la forma en que la naturaleza codifica a los a-péptidos. El B-péptido es adherido
al ARN codificador a través de su extremo de la terminal N.

C) Representacion esquematica de la incorporacion, polimerizacién y activacion. En el momento de la division
de un subconjunto de enlazadores, el polimero codificado se adhiere al oligonucledétido corriente abajo.

Figura 9. Derivados de nucleétidos que son conocido s por estar incorporados a hebras de ARN y de ADN
por medio de polimerasa de ADN o de ARN.

Parte Superior: nucleétido, las 4 bases en el lugar de adherencia de la particula molecular (R).

Centro: nucle6tidos con apéndices que son aceptados como sustratos por las polimerasas.

Parte inferior: nucleétidos con apéndices (R) que podrian ser utilizados con este invento. EI compuesto (a) seria
utilizado en, por ejemplo, experimentos de relleno (refiérase a la figura 15). EI compuesto (b) seria utilizado por
ejemplo en reacciones de polimerizacion de compresion (refiérase a la figura 14 y 14, ejemplo 1). El compuesto (c)
seria utilizado, por ejemplo, en reacciones de polimerizacion de apertura anular (refiérase a la figura 18 y 18,
ejemplo 1).

Figura 10. Enlazadoras divisibles y grupos protector es.

Las enlazadoras divisibles y los grupos de proteccion, agentes que podrian ser utilizados por su division y por sus
productos de division.

Figura 11. Polimerizacién por medio de reacciones en  tre grupos reactivos cercanos tipo Il.

Para cuestiones de claridad, solo la reaccion de polimerizaciéon (y no la de activacion) se muestra en la figura. X
representa a los grupos reactivos de tipo Il de la entidad funcional. En este caso, los 2 grupos reactivos tipo Il son
idénticos. La polimerizacién (reaccién de X con X para formar a XX) pasa espontaneamente cuando el bloque de
construccion ha sido incorporado, o es inducido por un cambio de condiciones (por ejemplo, pH), o por la adicion de
un factor inductor (exposicidon quimica o de ultravioleta, por ejemplo).

Figura 11 ex. 1. Por liberacion que se basaenlacu marina.

Una reaccion inducida por la luz de las unidades cumarinas, seguida por la activaciéon (division del enlazador),
resulta en una estructura polimérica de estructuras anulares aromaticas y alifaticos. Se muestran ejemplos de
grupos funcionales (fosfatos, acidos carboxilicos y anilinas).

Figura 12. Polimerasa entre grupos reactivos cercano s no idénticos de tipo I

En este ejemplo, X podria reaccionar con Y, pero no otro X. Asimismo, Y no reacciona con Y. La polimerizacion
puede pasar durante la incorporacion de bloques de construccion (tal como se muestra en la figura), o después de la
incorporacion de algunos bloques de construccion.

Figura 13. Formacioén de aglutinamientos en la ausen  cia de la polimerizacién direccional.

Cuando los monédmeros incorporados no estan fijados en relacién a la rotacion sobre el enlace que vincula a las
entidades funcionales en relacion a los elementos complementarios, una formaciéon de aglutinamiento podria
resultar, tal como se muestra la figura.

Esto representa un problema significativo para polimeros mas largos. El problema podria ser resuelto al (i) fijar los
mondmeros incorporados en una orientacion preferida que no permite que X y Y (los grupos reactivos de tipo Il)
intercambien posiciones en la formacién (por ejemplo, al acoplar a la entidad funcional y al elemento complementario
por medio de un doble enlace o de los enlaces, por ejemplo, acoplando a la entidad funcional a la base y al ribosoma
de un nucleétido, o a las 2 bases de un dinucledtido), (ii) utilizar una polimerizacion direccional (“‘compresion”,
refiérase, por ejemplo, a la figura 17), o (iii) establecer condiciones que aseguren que los mondémeros reaccionen
durante o justo después de la incorporacion en la plantilla complementaria, es decir, cada monémero reacciona con
el monémero previamente incorporado antes de que el siguiente mondémero sea incorporado (refiérase, por ejemplo,
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a la figura 14, con el ejemplo).
Figura 14. Compresién-polimerizacion y activacion s imultanea.

Resultados de polimerizaciones en la activacion del polimero. La geometria de la reacciéon entre X y Y que esta en
este ejemplo es la misma para todos los monémeros que participan en la polimerizacién.

Figura 14, ejemplo 1. Incorporacioén, polimerizacién y activacién simultaneas-formacién de péptidos.

A). Se incorporan derivados de nucleétidos, a los cuales los tioésteres de aminoacidos han sido anexados. Durante
o después de la incorporacion de un derivado de nucleétidos, la amina ataca al carbonilo del nucleétido cercano
(previamente incorporado). Esto resulta en la formacion de un enlace de amidas, que se extiende a la unidad de
péptido uno. Cuando el siguiente monémero es incorporado, éste podria atacar al carbonilo de tioéster, resultando
en la separacion del dipéptido del nucleétido, para formar un tripéptido. El proceso continlla mas alla corriente abajo
con la plantila complementaria, hasta que la incorporacion de derivados de nucledtidos se detenga.
Importantemente, la geometria del ataque nucleofilico permanece sin cambios. Puesto que la concentracion local de
aminas nucleofilicas es mucho mayor en la plantilla que en el aislamiento, la reacciones en la solucién no se espera
que afecten significativamente la formacion del polimero codificado correcto. Ademas, la reactividad de la amina con
el éster podria ajustarse de varias formas. Los parametros que afectaran a la reactividad incluyen a: (i) el pH y la
temperatura, (i) la longitud, el punto de adherencia al nucleétido, y las caracteristicas (carga, rigidez, hidrofébicidad,
estructura) del enlazador que conecta al éster y al nucleétido, (iii) la naturaleza del éster (tio-, fosfo-, o hidroxi-éster);
(iv) la naturaleza del sustituyente en el sulfuro (refiérase a (B) a continuacién). Adicionalmente, la eficiencia de la
formacion polimérica correcta también es afectada por la tasa de incorporacion y la tasa de reaccion una vez
incorporada. La tasa de incorporacion es determinada por kcat y Km. Los valores kcat y Km podrian ser afinados al
cambiar las condiciones (pH, la concentracién de nucleoétidos, sales, plantillas y enzimas), por medio de la eleccién
de la enzima, o al cambiar las caracteristicas de la enzima por medio de ingenieria proteinica. Ademas, la naturaleza
y el tamafio de los derivados de nucleétidos podrian influenciar su tasa de incorporacion.

Este esquema general que involucra la incorporacion, la polimerizacién y la activacion durante o justo después de la
incorporacion del bloque de construccion, puede aplicarse a la mayoria de reacciones de polimerizaciones
nucleofilicas, incluyendo la formacién de varios tipos de péptidos, amidas y polimeros similares a amidas (por
ejemplo, a-, B-,y-, y Q- péptidos mono-, di-, tri- y tetra-sustituidos, poliésteres, policarbonatos, policarbonatos,
poliureas), utilizando estructuras similares.

B) 4 diferentes tioésteres con diferentes sustituyentes y por lo tanto diferente reactividad hacia los nucledfilos.

Figura 14, ejemplo 2. Incorporacion, polimerizacion y activacion simultaneas-formaciéon de una
poliamina.

Esta figura muestra una “reacciéon de polimerizacion de circulo rodante” donde la cadena que contiene al centro
nucleofilico ataca al electréfilo adherido a la parte del ADN, utilizando esta parte de ADN como el grupo que
abandona.

Figura 15. Por liberacion de “relleno” (monémeros XX s imétricos).

La polimerizacion de relleno por medio de reaccion entre los grupos reactivos tipo Il (“X” en la figura) y las moléculas
de conexion (Y-Y) en la figura).

Para propésitos de claridad, solamente la reaccién de polimerizacion (no la activaciéon) se muestra en la figura. La
linea gruesa representa acidos nucleicos de doble o de una sola hebra o analogos de acidos nucleicos. X representa
los grupos reavtivos tipo Il de la entidad funcional. En este caso, los 2 grupos reactivos tipo Il son idénticos. (Y-Y) es
agregado a la mezcla antes, durante o después de la incorporacion de los bloques monoméricos de construccion.
Asimismo, la reaccion significativa entre X y Y puede tomar lugar durante o después de la incorporacién de los
mondmeros.

Figura 15, ex. 1, formacion de poli-iminas por medi o de polimerizaciones de relleno.

Se agrega dialdehido en exceso a diaminas incorporadas. Como resultado, se forma una poli-imina. En el ejemplo,
el polimero porta a la siguiente secuencia de grupos funcionales: ciclopentadienilo, hidroxilo y acido carboxilico.

Figura 15, ejemplo 2. Formacion de poliamidas

Después de la incorporacién de nucle6tidos a los cuales se han anexado di-aminas, EDC (1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) y acido carboxilico se agregan en exceso a las aminas primarias en el
oligonucledtido utilizando condiciones estandar de acoplamiento. Alternamente, un di-(N-hidroxi-succinimida éster)
podria agregarse en exceso, con un pH de 7-10. Como resultado, 2 enlaces de amidas se forman entre los 2
apéndices de nucledtidos cercanos. Después de esta polimerizacion, los apéndices son separados de la estructura
del oligonucleétido (activacion), dejando un enlazador intacto, y los grupos funcionales protegidos son desprotegidos
para exponer a los grupos funcionales. El resultado final es una poliamida marcada con ADN.
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Una ruta alterna a las poliamidas seria el incorporar nucleétidos a los cuales se han anexado acidos di-carboxilicos,
y entonces agregar di-aminas y EDC, para formar enlaces de amidas entre nucleétidos individuales del
oligonucledtido. Alternamente, los derivados de oligonucleétidos podrian contener ésteres de N-hidroxi-succinimidilo
(NHS), que reaccionarian con las aminas agregadas sin la necesidad de agregar EDC. Inicialmente, este 2° método
fue considerado como problematico en casos en los cuales la incorporacion es mediada por una polimerasa, tal
como reaccionarian probablemente los ésteres de NHS con aminas en la polimerasa, inhibiendo potencialmente la
actividad de las polimerasas. Sin embargo, experimentos practicos han demostrado que es posible incorporar
nucledtidos derivados de NHS.

(A). La estructura del polimero resultante comprende o consiste esencialmente de anillos aromaticos enlazados por
amidas. Los sustituyentes de este ejemplo son una amina primaria protegida, un grupo permitido ramificado, una
amina terciaria y un pirimidilo. La amina primaria es protegida para evitar su reaccion con el acido dicarboxilico.
Grupos protectores apropiados serian por ejemplo Boc-, Fmoc, benciloxicarbonilo (Z, cbz), trifluoracetilo, ftaloilo, u
otros grupos protectores de aminos descritos, por ejemplo, en (T. W. Green y Peter G. M. Wuts (1991), Protective
Groups in Organic Synthesis (Grupos Protectores en Sintesis Organica)).

(B). La estructura comprende o consiste esencialmente de anillos aromaticos, conectados por enlaces de amidas.
Los sustituyentes son indanilo, difenilfosfinilo, carboxamidoetilo y guanidilpropilo, representando los ultimos 2 la
cadena lateral de la asparagina, y la cadena lateral de la arginina, respectivamente. La funcion del guanidilo es
protegida, puesto que es mas activa que las aminas estandar. Un grupo protector apropiado seria el Mtr (4-metoxi-
2,3,6-trimetilbencenesulfonilo), Mts (mesitileno-2-sulfonilo) o Pbf (2,2,4,6,7-pentametildihidro-bencifurano-5-
sulfonilo).

Figura 15, ejemplo 3. Formacion de poliureas.
Los derivados de los nucleétidos incorporados reaccionan con fosgeno o un equivalente de fosgeno como CDI para
formar una poliurea.

Los enlazadores son separados y el hidroxilo protegido es desprotegido.
Grupos apropiados que abandonan (Lv - leaving groups) son cloruro, imidazol, nitrotriazol, u otros grupos buenos
gue abandonen utilizados cominmente en la sintesis organica.

Figura 15, ejemplo 4. Formacioén quiral y aquiral de la estructura de la poliurea.

En este ejemplo, el grupo funcional Rx es utilizado como un enlazador separable, que genera al grupo funcional
deseado en la activacién. En (A) y (B), se forma una poliurea. En (A), el grupo funcional es adherido a la estructura
por medio de un carbén quiral. El hidrégeno en este carbon es sacado para enfatizar esto. Antes de la
polimerizacién, existe una rotacion libre alrededor del enlace que conecta al carb6on quiral y al grupo funcional.
Cuando los grupos reactivos de tipo Il (las aminas) reaccionan con el equivalente al fosgen (por ejemplo, un
carbonildiimidazol) para formar el polimero, los bloques de construcciéon podrian ser insertados en cualquiera de 2
orientaciones (tal como se indica por la posicién del hidrégeno, a la izquierda o a la derecha) como un resultado,
cada residuo del polimero tiene 2 formas quirales posibles. Por lo tanto, una molécula codificadora especifica
codificara a un polimero con una secuencia especifica de residuos, pero un polimero codificado de 5 o de 15
residuos tendra 25 = 32 0 215 = 32,768 estereoisémeros, respectivamente. En ciertos casos, podria ser ventajoso el
incorporar aquella diversidad estructural adicional en una biblioteca (por ejemplo, cuando el polimero es
relativamente corto). En otros casos, tal diversidad adicional no es deseable, puesto que la eficiencia de la
examinacion podria comprometerse, o podria volverse demasiado dificil de descifrar la estructura de un polimero
gue ha sido aislado en un proceso de examinacion, junto con otros estereoisomeros codificados por la misma
molécula codificadora (por ejemplo, cuando el polimero es demasiado largo). En (B) el carbono quiral de (A) ha sido
reemplazado con un nitrégeno. Como resultado, la estructura polimérica resultante es aquiral, y la molécula
codificadora codifica una estructura especifica.

Figura 15, ejemplo 5. Formacion de polifosforodiést  eres.

Los derivados incorporados de nucle6tidos reaccionan con el fosfodiéster activado para formar el polifosfodiéster.
Luego los enlazadores son separados, resultando en un polifosfodiéster, adherido a través de un enlazador a la
molécula codificadora. Un ejemplo de grupos apropiados que abandonan (Lv - leaving groups) es el imidazol.

Figura 15, ejemplo 6. Formaciéon de polifosfodiéster es con un grupo reactivo tipo Il en cada bloque
monomérico de construccion.

Cada nucleétido incorporado contiene un fosfodiéster activado. En el momento de la adicion de un compuesto
dihidroxilado tal como la 1,3-dihidroxipiridina, se forma un polifosfodiéster funcionalizado. Finalmente, los grupos
funcionales Rx son liberados de la plantila de complementacion por medio de la separacion de grupos de
proteccién/enlazadores separables que los conectaron al oligonucledétido.

Figura 15, ejemplo 7. Periciclico, polimerizacion de “relleno”.

Después de la incorporaciéon de los derivados de los oligonucledtidos, se agrega en exceso 1,4-benzoquinona,
resultando en la formacién de un compuesto poli ciclico. Finalmente, la estructura polimérica es activada al separar a
los enlazadores que conectan al polimero a los nucle6tidos, excepto por un enlazador (no separable) que queda
intacto.
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Figura 16. “Relleno” codificado.

Un relleno por medio de codificaciones se realiza por el método descrito. La particula de relleno codificada es el Y-
Rx-Y del 2° bloque de construccion. Utilizando este método es posible enlazar 2 entidades funcionales X-Rx-X por
medio de una entidad funcional predeterminada Y-Rx-Y. En algunas secciones, esto podria ser ventajoso porque la
entidad funcional de relleno codificada Y-Rx-Y no tiene que ser la misma a lo largo de la molécula, tal como es el
caso para el método mostrado en la figura 15.

Figura 17. Polimerizacion de “relleno” (monémeros XS a simétricos).
Una polimerizacion de relleno por medio de reacciones entre los grupos reactivos tipo 2 (“X” y “S” en la figura) y
moléculas de conexion (T-Y) en la figura).

Para propésitos de claridad, solamente la reaccidon de polimerizaciéon (no la de activacién) se muestra. La linea
gruesa representa acidos nucleicos o analogos de acidos nucleicos de doble o de una sola hebra. X y S representan
los grupos reactivos tipo Il de la entidad funcional. En este caso, los 2 grupos reactivos tipo Il no son idénticos. (T-Y)
es agregado a la mezcla antes, durante o después de la incorporacion de bloques monoméricos de construccion.
Asimismo, una reaccién significativa entre X y Y, y entre S y T podria tomar lugar durante o después de la
incorporacion de los monémeros.

Figura 17, ejemplo 1. Polimerizacion de relleno por medio de una ligaciéon modificada de Staudinger y una
reaccion de cetona-hidracina.

Los grupos reactivos (tipo 1) X y S de los bloques de construccion son azidas e hidrazidas. La molécula agregada
que llena los vacios entre los bloques de construccidn portan una cetona y una particula fosfina. Las reacciones
entre una cetona y una hidracida, y entre una azida y una fosfina, son muy quimicamente selectivas. Por lo tanto, la
mayoria de grupos funcionales Rx pueden ser utilizados sin la necesidad de proteccién durante las reacciones de
polimerizacién. Ejemplos de particulas moleculares R, R1, X y Y podrian encontrarse en (Mahal et al. (1997),
Science (Ciencia) 276, pp. 1125-1128; Saxon et al. (2000), Organic Letters (Cartas Organicas) 2, pp. 2141-2143).

Figura 18. Polimerizacion por “compresion”.

La molécula iniciadora (cominmente ubicada en uno de los extremos del polimero naciente) es activada, por
ejemplo, por medio de desproteccion o por medio de un cambio en el pH. El iniciador entonces reacciona con el
grupo reactivo X del monémeros cercano. Esto activa al grupo reactivo Y para atacar al X cercano. La polimerizacién
viaja en voces al otro extremo de la molécula en una forma de “compresién”, hasta que todos los mondémeros
deseados hayan sido conectados. La activacion del iniciador (y los grupos reactivos Y) podrian ser atacados por
este en el grupo reactivo cercano, o la activacién de este para que sea atacado por el grupo reactivo cercano.

Figura 18, ejemplo 1. Polimerizacion radical.

La molécula iniciadora, un yodo, es activada por la adicion de un iniciador radical, por ejemplo, persulfato de amonio,
AIBN (azobis-isobutironitrilo) u otros iniciadores de reacciones radicales en cadena. El radical ataca al monémero
cercano, para formar un nuevo radical y un enlace entre los primeros 2 monémeros. Eventualmente, todo el polimero
es formado, y el polimero podria ser activado, lo que crea simultaneamente a los grupos funcionales Rx.

Figura 18, ejemplo 2. Polimerizacién catiénica.

Un cation es creado por medio de la exposicion de la formacion a un acido de Lewis fuerte. El doble enlace del
monomero cercano reacciona con este cation, haciendo posible que la carga positiva migre al monémero cercano.
Eventualmente, todo el polimero es formado, y finalmente es activado.

Figura 19. Polimerizacion por compresién por medio d e una apertura anular.

El iniciador reacciona con el grupo reactivo X en la estructura anular, la cual abre el anillo, haciendo que el grupo
reactivo Y en la misma entidad funcional se active para una reaccion con el grupo reactivo X en una entidad
funcional cercana.

Figura 19, ejemplo 1. Polimerizacién por compresién de N-tiocarboxianhidridos, para formar  B-péptidos
Después de la incorporacién de los bloques de construccion, el iniciador es desprotegido. La amina primaria ataca
entonces al carbonilo de la unidad N-tiocarboxianhidrida (NTA) cercana. Como resultado, se libera CSO, y una
amina primaria es generada. Esta amina ahora reaccionara con la siguiente unidad NTA en la formacion, y
eventualmente todas las unidades NTA habran reaccionado, para formar un b-péptido. Finalmente, el oligémero es
activado.

Varios cambios a esta configuracién pueden concebirse. Por ejemplo, en vez de tiocarboxianhidridos, uno podria
utilizar carboboxianhidridos. El iniciador podria ser protegido con una base- o un grupo fotolabil. Si un grupo de
proteccion base-labil es escogido, la estabilidad del carboxianhidrido debe ser considerada. A un pH mas alto podria
ser ventajoso utilizar carboxianhidridos en vez de tiocarboxianhidridos. Finalmente, el iniciador podria estar
desprotegido y, por ejemplo, podria estar acoplado al cebador. En este caso, la concentracion del iniciador en la
solucién sera muy pequefia (comdnmente nanomolar a micromolar), por lo que Unicamente un monto significativo
del iniciador reaccionara con los carboxianhidridos. Después de, o durante, la incorporacion de los bloques de
construccién la concentracion local del iniciador y del carboxianhidrido sera mucho mas alta, conllevando a una
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polimerizacion eficiente.

Otros tipos de péptidos y polimeros similares a péptidos (por ejemplo, a-, B-, y-, ¥y Q- péptidos, poliésteres,
policarbonatos, policarbamatos, poliureas mono-, di-, tri-, y tetra-sustituidos) pueden elaborarse, utilizando
estructuras ciclicas similares. Por ejemplo, los a-péptidos pueden elaborarse por medio de polimerizaciones de
anillos de carboxianhidridos de 5 miembros.

Figura 19, ejemplo 2. Polimerizacién por “compresion " de unidades 2,2-difeniltiacinanonas para formar B-
péptidos

El nucledfilo desprotegido, una amina primaria, ataca al carbonilo del tioéster cercano, formando, por lo tanto, un
enlace de amida. El tiol liberado se organiza, para formar una tiocetona. Como resultado una amina primaria libre es
generada, la cual ataca al carbonilo de un tioester cercano, etcétera. Eventualmente, un B-péptido sustituido por a es
formado, y enlazado por medio de su extremo terminal C. La reactividad de la amina primaria con el éster podria
modificarse, por ejemplo, por la eleccion del éster (un tioéster o un éster regular), del pH durante la reaccion de
polimerizacion y la eleccién de sustituyentes en el anillo o los anillos aromaticos. La reactividad relativa de la amina
secundaria contenida en la particula ciclica, y la amina primaria liberada en el momento de la apertura anular,
podrian ajustarse por el lote en el carbono entre la amina secundaria y el tioéster. Por ejemplo, reemplazando los 2
anillos arométicos con un anillo aromético reducido en el lote alrededor de la amina secundaria, haciéndolo mas
nucleofilico, por lo que la capacidad nuclecfilica de la amina primaria que se forma en la apertura del anillo no es
afectada por el lote en esta posicion. Otros péptidos y polimeros similares a amidas pueden formarse por medio de
este principio. Por ejemplo, los y-péptidos pueden formarse por medio de la polimerizacion de anillos de
tiacinanonas de 7 miembros.

Figura 19, ejemplo 3. Formacién de poliéteres por m  edio de polimerizaciones de apertura anular.

El iniciador es desprotegido por medio de, por ejemplo, una base o un acido. El anién formado ataca entonces al
epoxido del monémero cercano, para formar un enlace de éter. Como resultado, un anién es formado en la unidad
cercana. Este ataca al siguiente monémero en la formacion, y eventualmente, se forma el poliéter de longitud
completa. Dependiendo de las condiciones, el ataque sera en el carbono mas o menos obstaculizado del epéxido
(bajo condiciones acidas o basicas, respectivamente).

En el paso final, el poliéter codificado es activado. En este caso, el polimero es liberado completamente desde la
molécula codificadora. La examinacién para detectar caracteristicas relevantes (por ejemplo, efecto en una
formacion que se basa en células o actividades enzimaticas) podria realizarse en pozos o micelas de micro
titulaciéon, donde cada compartimiento contiene una molécula de plantilla especifica y el poliéter modelado, en
muchas copias. De esta forma, la plantilla y la molécula modelada son asociadas fisicamente (por los limites de los
compartimientos), y por lo tanto los poliéteres que codifican a las plantillas con caracteristicas interesantes podrian
ser recaudados de aquellos compartimientos, agrupados, amplificados e ‘“interpretados” a mas copias de poliéteres
los cuales pueden ser expuestos entonces a una nueva ronda de examinacion.

Figura 20. Polimerizacion por compresion y activacio n por reorganizacion.

El iniciador es activado para que sea atacado por Y. La reaccion del iniciador y de Y resulta en la liberacién del
iniciador del elemento complementario. En el momento de la reaccidon con el iniciador, una reorganizacién de la
molécula del bloque de construccién ocurre, resultando en la activacion de X para su reaccion con Y. Después de
varias reacciones y reorganizaciones, se forma un polimero.

Figura 21. Polimerizacion por compresion y activacio n por apertura anular.

La reaccion del iniciador con X en la estructura anular abre el anillo, resultando en la activacién de Y. Y ahora puede
reaccionar con X en una entidad funcional cercana. Como resultado de la apertura anular, las entidades funcionales
son liberadas desde los elementos complementarios.

Figura 22. Formacion direccional de polimeros utili zando unidades funcionales fijas.

(A) La entidad funcional de un bloque de construccién podria adherirse al elemento complementario a través de 2
enlazadores. Esto podria fijar a la entidad funcional en una orientacion especifica en relacion a la plantilla
complementaria. Como resultado, la rotacion entorno al enlazador que conecta a la entidad funcional y al elemento
complementario (tal, se mostr6 en la figura 3C) no es posible, y la formacién de un aglutinamiento es, por lo tanto,
poco posible.

(B) 2 enlazadores conectan las 2 bases de un derivado de un dinucleétido con la unidad funcional, que, en este
caso, es un dipéptido. La incorporacion de aquellos derivados de dinucleétidos a una estructura helicoidal doble
posicionada a la amina (X en (A) descrito anteriormente) en proximidad al éster (Y en (A) descrita anteriormente).
Este éster podria ser activado, por ejemplo, como un éster de N-hidroxisuccinimida. Después de la reaccién de la
amina y del éster, se forma un polipéptido. Este polipéptido sera un polimero direccional, con una direccionalidad de
N a C. En este caso, la reaccion de polimerizacion separara al éster de la base a la cual esta enlazado. Por lo tanto,
la activacion del polimero formado solamente requiere una separacion del enlazador que conecta la base en el
extremo 3’ del dinucledtido con el extremo terminal amino de la entidad funcional.

La fijacion dotacional de la entidad funcional en relacion al elemento complementario podria lograrse de otras
maneras. Por ejemplo, la entidad funcional podria acoplarse al elemento complementario a través de un doble
enlace, o podria adherirse a través de 2 enlaces a la base y a la particula ribosa de un nucleétido, respectivamente,
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0 podria acoplarse a posiciones diferentes en la ribosa o en la base. Finalmente, también es posible enlazarse a la
particula de fosfato, especialmente de dinucledtidos.

La figura 23 muestra 4 ejemplos de FEs bifuncionales adheridos por medio de un solo enlazador al nucleétido padre
(izquierda) o con un enlazador adicional utilizando un 2° punto de adherencia (derecha). La 22 adherencia puede
ubicarse en cualquier lugar en un nucledtido cercano (A), en la particula de aztcar del nucleétido padre (B, enlazado
a través de la funcionalidad del éster o C, con una funcionalidad libre del éster, y D, también con libre funcionalidad
del éster), podria ser otra posicion base del nucleétido padre (no se muestra), o el FE podria enlazarse a la
estructura de fosfato (no se muestra).

La figura 24 muestra una hélice doble de ADN (la hebra superior 5-GCTTTTTTAG-3') que tiene un enlazador-FE
1A adherido en formas diferentes. Las estructuras de ADN se muestran como flechas, los azlcares y las bases
como anillos. Atomos enlazadores de FE se muestran en representacion de barras y coloreados por atomo. A.
ejemplo de una conformacién que tiene FEs adheridos en forma individual. B. El producto mas probable de A. C.
ejemplo de una configuracion de FE adherido individualmente que conlleva al aglutinamiento y por lo tanto a un
producto incompleto, D. E. Conformacion de energia minima que tiene FEs adheridos doblemente y el Gnico
producto posible, F. G. Representacién de barras del producto liberado de G. H. Representacion de barras del
producto liberado de B. |. Representacion de barras del producto liberado de D.

La figura 25 muestra una hélice doble de ADN (la hebra superior 5’-GCTTTTAG-3’) que tiene un enlazador-FE 1 B
adherido en diferentes formas. Las estructuras de ADN se muestran como flechas, los azlcares y las bases como
anillos. Los atomos enlazadores de FE se muestran en representacion de barras y se colorean por atomo. A.
conformaciones de energia minima que tienen FEs adheridos individualmente. B. Producto mas probable de A. C.
ejemplo de una configuracién de FE adherido individualmente que conlleva a aglutinamiento si y por lo tanto a un
producto incompleto, D. E. Conformacion de energia minima que tiene FEs adheridos doblemente y el Gnico
producto posible, F. G. Representacion de barras del producto liberado de B y F. H. Representacion de barras del
producto liberado de D.

La figura 26. Modelaciéon de moléculas - principio y variaciones.

En las figuras 26-27, 29-31, 33-35, 37-49 y 53, la plantilla, la plantilla complementaria, la plantilla y la plantilla
complementaria juntas, o un elemento complementario son indicados por una linea horizontal (en negrillas). En las
figuras 26-28, 35-37, y 39, un circulo es utilizado para indicar una entidad funcional.

A. Blogues monoméricos de construccion utilizados en esta figura. Un punto negro indica un enlazador
separable.
B. Principio general

Paso 1 - Incorporacion. Los bloques monoméricos de construccién son incorporados especificamente a una plantilla
complementaria, por medio de la interaccion especifica entre los elementos codificadores (de la plantilla) y los
elementos complementarios (de los bloques monoméricos de construccion).

Paso 2 - Reaccidon. Una reaccion es inducida por la cual las entidades funcionales (FE - functional entities) de los
bloques monoméricos de construccion individuales se acoplan, por la reaccién de grupos reactivos tipo Il.

Paso 3 - Activacién. Algunos o todos los enlazadores que conectan a las unidades FE con elementos
complementarios son separados, liberando, por lo tanto, parcialmente o completamente, a la molécula modelada.
Paso 4 (no se muestra en la figura) - Examinacion, amplificacion y modificacion. Los complejos plantilla-molécula
modelada podrian ser expuestos a un proceso de examinacion que enriquece la agrupacion de los complejos con
las caracteristicas deseadas. Entonces, las plantillas de la agrupacion enriquecida podrian ser amplificadas y
modificadas por medio de, por ejemplo, PCR mutagénico y las moléculas modeladas regeneradas al realizar los
pasos uno-3.

C. Modelacion de plantillas lineales, ramificadas y circulares. Plantillas lineales, ramificadas y circulares
podrian generar moléculas lineales, ramificadas y circulares. En el ejemplo mostrado, la plantilla ramificada podria
ser generada por la incorporacién de un nucleétido modificado (por ejemplo, que contenga a un tiol) en un
oligonucledtido, seguido por la reaccion con un oligonucleétido que contenga un componente reactivo tiol (por
ejemplo, una unidad maleimida en un extremo). La plantilla circular podria, de esa misma forma, ser un
oligonucledtido, que porte grupos reactivos en el extremo que podrian reaccionar para cerrar covalentemente el
circulo (por ejemplo, tioles en ambos extremos del oligonucleétido podrian formar un enlace de disulfuro). En el
momento de la separacién de todos excepto uno de los enlazadores que conectan a los FEs y elementos
complementarios, una molécula modelada circular es formada y adherida a la plantilla en un punto.

D. Modelacion de moléculas lineales, ramificadas, circulares y lineales mixtas por medio de una plantilla lineal.

(a) Una molécula lineal modelada con la misma secuencia de los FEs tal como fueron obtenidas después de la
incorporacion, pero antes de la reaccion, de los bloques monoméricos de construccién. (b) una molécula lineal
modelada con una secuencia mixta, es decir, la secuencia de los FEs en la molécula modelada no corresponde a la
secuencia obtenida después de la incorporacion, pero antes de la reaccién de los FEs. (¢) una molécula modelada
circular obtenida por la reaccion en parejas de los siguientes FEs entre si: FE1/FE2, FE2/FE3, FE3/FE5, FE5/FE4,
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FE4/FE1. (d) una molécula ramificada obtenida por medio de reacciones de parejas de las siguientes entidades
funcionales entre si: FE1/FE2, FE2/FE3, FE2/FE4, y FE4/FES5. (e) una molécula ramificada obtenida por medio de
reacciones en parejas de las siguientes entidades funcionales entre si: FE1/FE2, FE2/FE4, FE2/FES5, FE2/FE3.

(b)

Figura 27. Namero no igual de grupos reactivos (X) y (Y). El nimero de grupos reactivos (X) puede ser mas alto
que, o igual a, 0 mas bajo que el nimero de grupos reactivos (Y). Cuando el nimero de (X) y (Y) son diferentes, hay
resultados mixtos. En la figura, el portador (la particula molecular a la cual los grupos funcionales de los bloques
monomeéricos de construccion) es adherido directamente a la plantilla. El portador también podria ser parte de un
bloque de construccién monomérico (es decir, la entidad funcional del bloque monomérico de construccion
comprende una particula portadora, incluyendo a los grupos reactivos tipo Il (Y).

(A). El nimero de grupos reactivos codificados X por plantilla es igual al nimero de grupos reactivos (Y) en el punto
de anclaje (también llamado el portador).

(B). Nimero de grupos reactivos codificados X por plantilla es menor que el nimero de posiciones sustituyentes
codificables Y en el portador. Esto conlleva a resultados mixtos en referencia a los grupos reactivos (Y) en el
portador (punto de anclaje) que reaccionaran con un (X) en los bloques monoméricos de construccién.

C. El nUmero de grupos reactivos codificados X por plantilla es mayor que el nimero de grupos reactivos en el
portador. Esto conlleva a resultados mixtos en referencia a cuales de los grupos reactivos (Y) en el portador (punto
de anclaje) reaccionaran con un grupo reactivo (X) en los bloques monoméricos de construccion.

Figura 28. Bloques monomeéricos de construccion.
(A) Un bloque monomérico de construccién con un grupo reactivo tipo Il (X), que se conecta al grupo funcional (RX)
con el elemento complementario. Este tipo de bloques monoméricos de construccién podria ser utilizado para la
reaccion simultanea y para el protocolo de activacion (figura 14).
(B). Un blogue monomérico de construccién con 2 grupos reactivos tipo Il (X y Y), que conectan al elemento
complementario y al grupo funcional (RX).
(C) Un blogue monomérico de construccion con un grupo reactivo tipo Il (X). El grupo reactivo (X) no enlaza al grupo
funcional (RX) y el elemento complementario, por lo cual, un enlazador (L) es necesario para el paso de activacion
(para liberar a la entidad funcional del elemento complementario).
(D) Un bloque monomérico de construccidon con 4 grupos reactivos tipo Il (Y). Los 4 grupos reactivos y el grupo
funcional RX podria servir como un portador, en el cual sustituyentes (codificados por los mondémeros
complementarios de la misma plantilla) estan acoplados a través de una reaccion de los grupos reactivos (X) en
estos bloques monoméricos de construccion con los grupos reactivos (Y) en este bloque monomérico de
construccién. En este ejemplo, ningln enlazador separable es indicado. Por lo tanto, después de las reacciones de
modelacion, la molécula modelada podria estar adherida a la plantilla por medio del enlazador de este bloque
monomérico de construccion.

Figura 29. Modelacion que involucra reacciones y ac tivaciones simultaneas.
Modelar utilizando 4 bloques monoméricos de construccion cada uno con un grupo reactivo tipo Il. (X), y un punto de
anclaje que tenga 4 grupos reactivos (Y). La reaccién de X y Y involucra la activaciéon simultanea (separacion) que
libera a X del elemento complementario.
(A) Los grupos reactivos tipo Il (X) son de clase similar.

(B) Los grupos reactivos tipo Il (X1, X2, X3, X4) son de diferentes tipos, es decir, las reacciones en parejas
entre reacciones X1/Y1, X2/Y2, X3/Y3, y X4/Y4 son ortogonales o parcialmente ortogonales. Por ejemplo, X1
reacciona preferiblemente con Y1, no Y2, Y3 o Y4. El punto de anclaje podria ser adherido directamente a la
plantilla, o a la plantilla complementaria. En caso de que el punto de anclaje este adherido a un elemento
complementario, en general se lo considera un bloque monomérico de construccion.

Figura 30. Tipos de reaccion que permiten reaccione sy reactivaciones simultaneas.

Diferentes clases de reacciones son demostradas que regulan la translocacion de un grupo funcional de un bloque
monomeérico de construccién a otro, 0 a un punto de anclaje. Las reacciones han sido agrupadas entre diferentes
clases: sustituciones nucleofilicas, reacciones de adiciéon - eliminacion, y reacciones catalizadas de transicion
metalica. Estas reacciones son compatibles con reacciones y activaciones simultaneas (tal como se describe en
términos generales en la figura 14).

(A) Reaccion de nucledfilos y carbonilos. Como resultado de la sustitucion nucleofilica, el grupo funcional R es
translocado al bloque monomeérico de construccion que inicialmente porta el nucledfilo.

(B) Ataque nucleofilico por la amina en el tioéster conlleva a la formacion de un enlace de amidas, translocando, en
efecto, al grupo funcional R del tioéster a otro bloque monomérico de construccion.

(C) La reaccién entre la hidracina y el B-cetoéster conlleva a la formacion de pirazolona, translocando, en efecto, a
los grupos funcionales R y R’ al otro bloqgue monomérico de construccion.

(D) La reaccion de hidrixilaminas con B-cetoésteres conlleva a la formacién de isoxazolonas, translocando, por lo
tanto, a los grupos R y R’ del otro bloque monomérico de construccion.

(E) La reaccion de la tiourea con el 3-cetoéster conlleva a la formacién de pirimidinas, translocando, por lo tanto, a
los grupos R y R’ del otro bloque monomeérico de construccion.

(F) La reaccioén de la urea con el malonato conlleva a la formacién de la pirimidina, translocando, por lo tanto, al
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grupo R al otro bloque monomeérico de construccion.

(G) Dependiendo de si Z = O 0 Z = NH, una reaccidon Heck seguida por una sustitucion nucleofilica conlleva a la
formacién de una cumarina o quinolinona, translocando, por lo tanto, a los grupos R y R’ al otro bloque monomérico
de construccion.

(H) La reaccidn de la hidracina y las ftalimidas conlleva a la formacién de la ftalhidracida, translocando, por lo tanto,
a los grupos R y R’ al otro bloque monomeérico de construccion.

(I) La reaccién de ésteres aminoacidos conlleva a la formacion de dicetopiperacinas, translocando, por lo tanto, al
grupo R al otro bloque monomeérico de construccion.

(J) La reaccion de la urea con ésteres sustituidos con a conllevan a la formacién de hidantoina, y la translocacion los
grupos de R y R’ al otro bloque monomérico de construccion.

(K) La alquilaciéon puede lograrse por la reaccion de varios neutrofilos, sulfonatos. Esto transloca a los grupos
funcionales R y R’ al otro bloque monomeérico de construccion.

(L) La reaccion de un alqueno di-activado contiene un electron que se retira y un grupo que abandona, haciendo que
el alqueno sera translocado al nucledfilo.

(M) La reaccion del disulfuro con mercaptano conlleva la formacion de un disulfuro, translocando, por lo tanto, al
grupo R’ al otro bloque monomeérico de construccion.

(N) La reaccion de ésteres de aminoacidos y de cetonas amino conllevan a la formacién de benzodiacepinonas,
translocando, por lo tanto, al grupo R al otro bloque monomérico de construccion.

(O) La reaccion de fosfonatos con aldehidos o cetonas conlleva a la formacion de alquenos sustituidos,
translocando, por lo tanto, al grupo R’ al otro bloque monomeérico de construccion.

(P) La reaccién de boronatos con arilos o heteroarilos resulta en la transferencia de un grupo arilo al otro bloque
monomérico de construccion (para formar un biarilo).

(Q) La reaccion de arilsulfonatos con boronatos conlleva a la transferencia del grupo arilo.

(R) La reaccion de boronatos con fenilos (o alquinos) resulta en la transferencia de un grupo arilo al otro bloque
monomeérico de construccion para formar un vinilareno (o un alquinilareno).

(S) La reaccién entre boronatos alifaticos y arilhaluros, por las cuales el grupo alquilo es translocado para generar un
alquilareno.

(T) La alquilacién alfa catalizada por transiciones metalicas a través de la reaccion entre el enoléter y un arilhaluro,
translocando de esa forma, a la parte alifatica.

(U) Condensaciones entre, por ejemplo, enaminas o enoléteres con aldehidos conllevan a la formacién de carbonilos
alfa-hidroxi o carbonilos alfa no saturados beta. La reaccion transloca a la parte nucleofilica.

(V) La alquilacién de alquilhaluros por medio de, por ejemplo, enaminas o0 enoléteres. La reaccion transloca a la
parte nucleofilica.

(W) Las ciclo-adiciones [2 + 4], translocan a la parte de dieno.

(X) Las ciclo-adiciones [2 + 4], translocan a la parte de eno.

(Y) Las ciclo-adiciones [3 + 2] entre azidas y alquenos, que conllevan a triazoles por medio de la translocacion de la
parte de eno.

(2) Las ciclo-adiciones [3 + 2] entre nitriloxidos y alquenos, conllevan a isoxazoles por la translocacion de la parte de
eno.

Figura 31. Modelacion que involucra a reacciones y activaciones que no son simultaneas: La reaccién de los
grupos reactivos (tipo Il), seguido de una separaci 6n de los enlazadores que conectan a las entidades
funcionales con elementos complementarios.

Modelacion utilizando 4 bloques monomérico de construcciéon cada uno con un grupo reactivo tipo Il (X), y un punto
de anclaje que porta a 4 grupos reactivos (Y). La reaccion de X y Y no involucra una activacion simultanea
(separacion), por lo cual la reacciéon de X y Y es seguida por la separacién del enlazador L, que libera al grupo
funcional RX del elemento complementario.

(A) Los grupos reactivos tipo 1l (X) son de tipo similar, es decir, podrian reaccionar con el mismo tipo de grupos
reactivos (Y). (B) los grupos reactivos tipo Il (X1, X2, X3, X4) son de tipos diferentes, es decir, la reacciones entre
X1/Y1, X2/Y2, X3/Y3 y X4/Y4 son ortogonales o parcialmente ortogonales. Por ejemplo, X1 reacciona
preferiblemente con Y1, no con Y2, Y3 o0 Y4. El punto de anclaje podria estar adherido directamente a la plantilla, o a
la plantilla complementaria. En el caso de que el punto de anclaje este adherido al elemento complementario, en
general, se los considera un bloque monomeérico de construccion.

Figura 32. Parejas de grupos reactivos (X) y (Y), y e | enlace resultante (XY). Se muestra una coleccion de
grupos reactivos que podrian ser utilizados para sintesis modeladas, junto con los enlaces formados en sus
reacciones. Después de la reaccidn, se podria requerir una activacién (separacion) (refiérase a la figura 31).

Figura 33. Lugares de anclaje para la molécula mode lada.

La molécula modelada podria estar adherida a la plantilla que la codifica (A) a través de un enlazador que es
conectado directamente a la plantilla cerca del extremo de la plantilla, o (B) a través de un enlazador que esta
conectado directamente con la plantilla, en una posicién mas central en la plantilla, o (C) en forma de un bloque
monomérico de construccion que porta al punto de anclaje (un grupo reactivo que se vuelve el vinculo con la
molécula modelada).

Figura 34. Mezcla.
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Cuando las entidades funcionales reaccionan después de la incorporacién de los bloques monoméricos de
construccién, la posicion o secuencia de los grupos funcionales en la molécula modelada podria no siempre ser
determinada Gnicamente por la secuencia modelada.

(1) Los grupos funcionales R1, R2, R3 y R4 podrian tomar cualquiera de 4 posiciones en la molécula portadora (es
decir, el grupo reactivo X de un bloqgue monomérico de construccién podria reaccionar con cualquiera de los grupos
reactivos Y en el punto de anclaje).

(2) La secuencia de un brazo de esta molécula ramificada podria ser, por ejemplo, R5-R3-R2 (tal como se muestra)
0 R5-R2-R3 (no se muestra), o R5-R4-R3 (no se muestra) o cualquier otro numero de secuencias posibles. Ademas,
la identidad del grupo funcional acoplado a, por ejemplo, la parte izquierda de la molécula, podria estar en cualquiera
de R1, R2, R3 0 R4.

(3) Tal como en (2), varias posibles secuencias de grupos funcionales son posibles, adicionalmente a la secuencia
mostrada de R1-R2-R5-R4-R3.

(4) Aqui una molécula modelada no mixta se muestra, en la cual la secuencia de entidades funcionales cuando
estas son incorporadas corresponde a la secuencia de la molécula modelada (R1-R2-R3-R4-R5). Cuando se
desease, las mezclas podrian evitarse parcialmente o completamente por medio de una codificacién direccional o el
uso de, por ejemplo, cajas de compresion en los enlazadores (refiérase a las figuras 40, 44-47).

(5) tal como en (2) y (3), varias posibles secuencias y posiciones de las entidades funcionales son posibles.

Figura 35. Bloques monoméricos de construccién-ejem plos de disefios enlazadores. Diferentes disefios de
bloques monomeéricos de construccién se muestran, y son utilizados en varios esquemas de modelacién.

El elemento complementario podria estar representado por un oligonucleétido, al cual esta adherido un enlazador
que porta a la entidad funcional. El enlazador podria ocupar una posicion interna en relacion al elemento
complementario o alternamente podria ocupar una posicién terminal. Ambos, el elemento complementario y el
enlazador podrian estar hechos de un oligonucleétido (ADN, ARN, LNA, PNA, otros oligémeros capaces de
hibridarse al enlazador de un bloque monomérico de construccion y sus mezclas). La parte horizontal representa al
elemento complementario, y la parte vertical representa al enlazador.

La porcion del enlazador marcada “a” podria estar presente o ausente. La region “a” representa una region
interactiva de la cual una seccién importante es una secuencia de nucleétidos. La region “a” podria ser recocida para
una secuencia de nucleétidos “a” complementaria de una sola hebra para hacer que el enlazador sea mas rigido.
Alternamente la region “a” podria ser utilizada para su interaccién con otros bloques monoméricos de construccion
(es decir, la caja de compresion, refiérase a la figura 42), por lo cual, las entidades funcionales de aquellos 2 bloques
monomeéricos de construccioén seran puestos en una proximidad cercana, lo cual incrementara la probabilidad de
reaccion entre estas 2 entidades funcionales. Otros usos de aquellas regiones incluyen la interaccion entre
diferentes bloques monomeéricos de construccion por la cual una codificacion direccional podria lograrse. “Nu” es un
nucledfilo que podria reaccionar con un electréfilo “E”. Disefios diferentes de bloques monoméricos de construccion
se muestran, y se usan en varios esquemas de modelacion.

(A) El elemento complementario podria ser un oligonucleétido, al cual un enlazador que porta a la entidad funcional
esta adherido especificamente a la parte central del oligonucleétido. La porcion del enlazador marcada como “a”
podria representar una secuencia de nucleétidos a la cual un nucleétido de una sola hebra podria estar recosido
para hacer que el enlazador sea mas rigido.

(B) Ambos, el elemento complementario y el enlazador podrian estar hechos de un oligonucleétido. La parte
horizontal aqui representa al elemento complementario, y la parte vertical representa al enlazador. El enlazador
podria contener una secuencia “a” que funciona como una caja de compresion (refiérase a la figura 42).

(C) El bloqgue monomérico de construccién de (C) es un iniciador o un punto de anclaje que puede ser utilizado para
iniciar el proceso de codificacion.

Figura 36. Preparacion de entidades funcionales a bl  oques monoméricos de construccion que se basan en
oligonucleétidos.

Se muestran reacciones y reactivos que podrian ser utilizados para el acoplamiento de entidades funcionales a
oligonucleétidos modificados (modificados con tioles, acidos carboxilicos, haluros o aminas), sin una reaccién
significativa con la parte no modificada del oligonucleétido o alternamente, reacciones conectoras para la vinculacién
de enlazadores a elementos complementarios. Comercialmente, los mono nucleétidos estan disponibles para la
produccioén de oligonucledtidos de inicio con las modificaciones mencionadas.

Figura 37. Blogues monomeéricos de construccion que se basan en oligonucledtidos. Ejemplos de disefio y
sintesis de enlazadores y de entidades funcionales (FE - functional entity).

Se muestran ejemplos en los cuales elementos complementarios de los bloques monoméricos de construccién
comprenden a oligonucleétidos de un largo de, por ejemplo, 8-20 nucleétidos (los oligonucleétidos son dibujados
como una linea negra gruesa). Parte de o todo el oligonucleétido podria conformar un elemento complementario. En
los casos en los cuales s6lo una parte del oligonucledtido representa al elemento complementario, la porcion
remanente del oligonucleétido podria constituir un enlazador. En los ejemplos, un enlazador esta adherido a la base
en el extremo 3'- o 5'- del oligonucledtido. Este enlazador podria estar adherido a cualquier nucleétido en la
secuencia de oligonucleétidos, y también, podria estar adherido a cualquier particula molecular en el oligonucleétido,
siempre y cuando no evite interacciones especificas del elemento complementario con la plantilla.

(A) Un bloque monomérico de construccion en el cual el enlazador (L) conecta la base del nucleétido terminal con la
entidad funcional.
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(B) Un bloque monomérico de construccién en el cual un enlazador polietilenglicol (PEG) de entre 1 y 20 unidades
etilenglicoles conectan al elemento complementario con la entidad funcional que contiene al nucledfilo (una amina
primaria).

(C) Un blogue monomeérico de construccién en el cual un enlazador (L) conecta a la entidad funcional que contiene a
un electrofilo (un éster o un tioéster).

(D) Un blogue monomérico de construccion conformado de una amina protegida por Boc (que puede ser
desprotegida con un acido moderado), y un éster. La amina desprotegida podria reaccionar con un éster de otro
bloque monomérico de construccién, para dar un enlace de amida.

Figura 38. Bloques monoméricos de construccion que se basan en oligonucledtidos. Ejemplo de
codificacién y disefio del elemento complementario, lo que permite una alta diversidad monomérica.

(A) Una plantilla que contiene a 6 elementos codificadores (CAJA 1-6), donde cada una contiene una secuencia
parcialmente aleatoria (X especifica a C o G), y una secuencia constante que es idéntica para todas las secuencias
en el grupo (por ejemplo, todas las secuencias CAJA 1 portan una secuencia central ATATTT). Al usar Cy G
Unicamente (o, alternamente, A y T Unicamente), las secuencias individuales (por ejemplo, las secuencias que
pertenecen al grupo de secuencias de la CAJA 1), tienen temperaturas casi idénticas de recosido por lo cual un
recosido erréneo es insignificante. En el ejemplo, la CAJA 2 y la CAJA 3 son idénticas por lo cual la CAJA 2y la
CAJA 3 podrian codificar al mismo tipo de entidades funcionales (que comprenden el mismo tipo de grupos reactivos
del tipo I). El punto de adherencia del enlazador que conecta a los elementos complementarios y a la entidad
funcional no esta especificado en la figura. Idealmente, el enlazador esta adherido a un nucleétido en la region
constante, para evitar una parcializacion en el proceso de recosido.

(B) Ejemplo de secuencias de elementos de codificacion. Se muestran Secuencias de ejemplo de la CAJA 1y de la
CAJA 6. La secuencia de ejemplo de la CAJA 1 representa a una secuencia especifica de 1024 secuencias
diferentes que recosen especificamente a los elementos complementarios correspondientes de la CAJA 1; la
secuencia de ejemplo de la CAJA 6 representa una secuencia especifica de 128 secuencias diferentes que recosen
a los elementos complementarios correspondientes de la CAJA 6.

(C) Modelaje utilizando 6 mondmeros. 5 clases de elementos de codificacion son utilizados (la CAJA 2 y la CAJA 3
son de la misma clase, es decir, los elementos complementarios correspondientes de esta clase pueden recoserse a
la CAJA 2y ala CAJA 3). Los grupos reactivos tipo Il, X y Y, reaccionan; Sy T reaccionan; Ay B reaccionan; y Cy
D reaccionan. En el ejemplo, la pareja X/Y es ortogonal a S/T que es ortogonal a A/B, que es ortogonal a C/D. La
reaccion de X con Y resulta en la separacion de R1 del elemento complementario y la translocacion a R4. La
reaccion de S y T, seguido por la separacion del enlazador L conlleva a la translocacion de R2 y R3 a R4. La
reaccion de A con B, y C con D transloca a R5 y R6 a R4. En este ejemplo, la entidad funcional de los enlaces
monomeéricos a la CAJA 4 sirve como un “portador” en el cual se agregan varios sustituyentes.

Figura 39: Un protocolo tipico de vista panoramica para la_seleccion de moléculas

modeladas

Plantillas que representan a las varias variaciones moleculares pequefias son producidas por tecnologia codificadora
de ADN. Estas moléculas modeladas son incubadas con la molécula objetivo inmovilizada. Las moléculas
modeladas con una baja afinidad en relaciéon al objetivo se lavan y se separan. Las moléculas modeladas que
gquedan son eluidas y la plantilla es amplificada utilizando PCR. Las plantillas enriquecidas estan listas entonces
para ser utilizadas como una hebra codificadora para el siguiente ciclo.

Figura 40: Formacién de moléculas modeladas

La figura muestra un chip de molécula modelada. Una biblioteca de ADN es localizada en un formato de ensayo en
una superficie adecuada. La biblioteca de moléculas modeladas (ADN plantilla de una sola hebra) es agregada y
esto permitird la inmovilizacion especifica del lugar de las moléculas modeladas. Una muestra biol6gica que contiene
moléculas objetivo es agregada y el material no enlazado es lavado y separado. El paso final es la deteccién del
material enlazado en cada lugar individual.

Figura 41. Uso de enlazadores rigidos o parcialment e rigidos para incrementar la probabilidad de reacc  ién
entre las entidades funcionales de los blogues mono meéricos de construccion incorporados.

(A) Al usar enlazadores que contienen una o mas regiones flexibles (“bisagras”) y una o mas regiones rigidas, la
probabilidad de que 2 entidades funcionales entren en un contacto reactivo se puede incrementar.

(B) El simbolo utilizado para un bloque monomérico de construccién con una parte rigida y 2 bisagras flexibles.

(C) Un bloque monomérico de construccion con las caracteristicas descritas en (B): el blogue monomérico de
construccién contiene un oligonucledtido como elemento complementario (linea horizontal), y un oligonucleétido
como enlazador que conecta a la entidad funcional (FE - functional entity) con el elemento complementario. Un
recosido de una secuencia complementaria a la parte central del enlazador conlleva a la formacién de una doble
hélice rigida; en cualquiera de los extremos del enlazador queda una regién de una sola hebra, que constituye las 2
bisagras flexibles.

Figura 42. Uso de una caja de compresion para incre__mentar la _probabilidad de reaccién entre las entida ___des
funcionales v los blogues monoméricos de construcci on incorporados.

(A) Los enlazadores en este ejemplo portan cajas de compresion (a) o (a’), que son complementarias. Al operar a
una temperatura que permite la interaccion transitoria de () y (a’), los grupos reactivos X y Y son acercados a una
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proximidad cercana durante varios eventos de recosido, lo cual tiene el efecto de mantener a X y a Y en una
distancia cercana en una fraccién mas grande del tiempo que si se lo hiciese otra forma. Alternamente, uno podria
hacer ciclos de la temperatura entre una temperatura baja (en la cual las cajas de compresién interactian
establemente en forma de parejas), y una temperatura mas alta) en la cual las cajas de compresion se separan, pero
el elemento complementario permanece adherido establemente al elemento codificador de la plantilla). Por medio de
varios ciclos entre temperaturas altas y bajas, un grupo reactivo especifico X es expuesto a varios grupos reactivos
Y, y eventualmente reaccionan para formar un enlace XY.

(B) Secuencias de 2 bloques monoméricos de construccion que se basan en oligonucleétidos. Se indica a la region
que constituye al elemento complementario, al enlazador y a la caja de compresion.

Figura 43. Sintesis modelada de compuestos organicos __ -ejemplos.
(A) 3 blogues monoméricos de construccion son utilizados. Cada bloque monomérico de construccién comprende un
éster activado (grupo reactivo de tipo Il, (X)) donde la particula de éster porta a un grupo funcional RX. En el
momento de la reaccion entre los ésteres y las aminas en el portador (el portador podria estar adherido a la
plantilla), se forman enlaces de amidas, y los grupos RX se acoplan ahora al portador por medio de enlaces de
amidas. Esto es, por lo tanto, un ejemplo de una reaccion simultanea (formacion de amidas) y activacion (liberaciéon
de la particula RX de los elementos complementarios), refiérase a la figura 29.
(B) De la misma forma que en (A), 3 aminas reaccionan con 3 ésteres para formar 3 enlaces de amidas, acoplando,
por lo tanto, a los grupos funcionales RX a la particula portadora. Sin embargo, en contraste con (A), el portador aqui
es codificado por la plantilla.
(C) EI 3% bloque monomérico de construccién es utilizado. La amina nucleofilica a la derecha (parte del punto de
anclaje) ataca al carbonilo del éster del 3* monémero; la amina del 3°" monémero ataca al tioéster del 2° monémero,
y el reactivo Horner-Wittig Emmans del primer monémero reacciona con el aldehido del 3* monémero bajo
condiciones alcalinas. Esto forma la molécula modelada. El enlace doble puede ser modificado después del
modelaje por medio de una hidrogenacion para formar un enlace saturado, o alternamente, ser sujeto a una adicion
Michael.
(D) El tiol del portador reacciona con la pirimidina-disulfuro del monémero 1. La amina del portador reacciona con el
éster del 2° monémero. La posicion alfa activada por un doble nitrilo es acilada por el tioéster del 3' del mondémero en
presencia de la base. El arilyoduro es expuesto a un acoplamiento Suzuki con el arilboronato del monémero 4 para
generar la particula biarila.
(E) El monémero uno acila a la amina principal. El arilyoduro experimenta un acoplamiento Suzuki por el monémero
2 y la amina bencilica es acilada por el monémero 3.
La acilacion de la hidracina seguida por la cristalizacién conlleva a la formacién de un hidroxipirazol. El ariloromuro
experimenta un acoplamiento Suzuki con el boronato de arilo del monémero uno vy, finalmente, las reacciones de
aldehidos con el reactivo Horner-WittigEmmons del mondmero 4 para generar una amida Alfa que no es saturada
por beta, que podria funcionalizarse ain mas por la reduccion de H2/Pd-C o podria experimentar una adicion
Michael con nucledfilos.

Figura 44. a- y B-Péptidos, péptidos de hidracinas y peptoides. Codif icacion mediante el uso de blogues
monomeéricos de construccién que se basan en oligonu cledtidos.

Se ha demostrado como la sintesis modelada podria utilizarse para generar a- y B-péptidos, péptidos de hidracinos y
peptoides.

Figura 45. Modelaje de a-, B-, Y-, Y w- péptidos a través del uso de anhidridos ciclicos.
Se demuestra como la sintesis modelada podria ser utilizada para generar a-, B-, y-, y w-péptidos a través del uso
de anhidridos ciclicos.

Figura 46. La generacién de nuevos grupos reactivos mediante la reaccion de los grupos reactivos Xy Y.

En los casos en los cuales la reaccién de X y Y conlleva a la formacion de un nuevo grupo reactivo Z, esto podria
ser aprovechado para incrementar la diversidad de la molécula modelada, al incorporar a bloques monoméricos de
construccién que portan a grupos reactivos como para que reaccionen con Z.

(A) X y Y reaccionan para formar a Z, la cual en si conlleva a la liberacién del elemento complementario. En el
momento de la reaccion de Z con Q, y de la separacion del enlazador que conecta a Z al elemento complementario,
la molécula modelada es formada.

(B) En este caso, la reaccion de X y Y para formar a Z separa simultaneamente al enlazador que conecta a X al
elemento complementario. En el momento de la reaccién de Z con Q, la molécula modelada es formada.

Figura 46. Ejemplo 1. Sintesis modelada al generar un  nuevo grupo reactivo.

La reaccion de las entidades funcionales de los primeros 3 bloques monoméricos de construccion conllevan a la
formacion de 2 enlaces dobles, que podria reaccionar con 2 hidroxilaminas portadas por los bloques monoméricos
de construccion agregados en el 2° paso, y esto conlleva a la formacién de un éster, que podria reaccionar con una
hidroxilamina, portada por el monémero agregado en el 2° paso. Finalmente, los enlazadores son separados,
generando a la molécula modelada.

Figura 47. Enlazadores separables.
Se muestran a los enlazadores separables, las condiciones para su separacion, y los productos resultantes.
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Figura 48. Modificacién después de la modelacion de una molécula modelada.
Después de que el proceso de modelacion ha sido realizado, las moléculas modeladas podrian ser modificadas para
introducir caracteristicas nuevas. Esta lista describe algunas de estas modificaciones post-modelacién.

La figura 49

muestra el resultado del ejemplo 64.

La figura 50

muestra el resultado del ejemplo 65.

La figura 51

muestra el resultado del ejemplo 66.

La figura 52

muestra el resultado del ejemplo 67.

La figura 53

muestra resultados del ejemplo 68.

La figura 54

muestra el resultado del ejemplo 72.

La figura 55

muestra la presentacién de una molécula templada adherida a la plantilla complementaria.

La figura 56

muestra el resultado del ejemplo 99.

La figura 57 Ay B _muestran el resultado del ejemplo 99.

La figura 58

Ay B muestra el resultado del ejemplo 99.

La figura 59

muestra el resultado del ejemplo 99.

La figura 60

muestra el resultado del ejemplo 102.

La figura 61

muestra el resultado del ejemplo 104.

La figura 62

muestra el resultado del ejemplo 105.

La figura 63

muestra el resultado del ejemplo 106.

La figura 64

muestra el resultado del ejemplo 112.

Definiciones

[0122] a-péptido: es un péptido que comprende o consiste esencialmente de por lo menos dos a-aminoacidos
enlazados entre si por un enlazador que incluye a un enlace de péptidos.

[0123] Aminoécido: entidad que comprende una parte terminal de amino (NHz) o una parte terminal de carboxilo (-
cooh) separada por una parte central que comprende a un atomo de carbono, o una cadena de atomos carbonos,
que comprende por lo menos una cadena lateral o un grupo funcional. NH; se refiere al grupo amino que esta
presente en el extremo terminal amino de un aminoacido o péptido, y COOH se refiere al grupo carboxi que esta
presente en el extremo de la terminal carboxi de un aminoacido o péptido. El término genérico aminoacido
comprende a aminoacidos naturales y no naturales. Aminoacidos naturales de nomenclatura estandar tal como se
lista en J. Biol. Chem., 243:3552-59 (1969) y tal como se adopta en 37 C.F.R., Seccion 1.822(b)(2) pertenecen al
grupo de aminoacidos listados en la tabla 2 que se muestra a continuacidon en este documento. Aminoacidos no
naturales son aquellos que no estan listados en la tabla 2. Ejemplos de aminoacidos no naturales son aquellos
listados en, por ejemplo, 37 C.F.R. Seccion 1.822(b)(4), todos los cuales estan incorporados en este documento por
referencia. Ejemplos adicionales de aminoacidos no naturales estan listados en este documento mas adelante.
Residuos aminoacidos descritos en este documento pueden estar en la forma isométrica de "D" o "L".

Tabla 2. Aminoéacidos naturales y sus cédigos respectivos

Simbolos Aminoacido
Y Tyr Tirosina

G Gly Glicina

F Phe Fenilalanina
M Met Metionina

A Ala Alanina

S Ser Serina

| lle Isoleucina
L Leu Leucina

T Thr Treonina

V Val Valina

P Pro Prolina

K Lys Lisina

H His Histidina

Q GIn Glutamina
E Glu Acido glutamico
W Trp Triptéfano

R Arg Arginina

D Asp Acido aspartico
N Asn Asparagina
C Cys Cisteina

[0124] Precursor de aminoacidos: particula capaz de generar un residuo de aminoacidos después de la
incorporacion del precursor a un péptido.

[0125] Amplificar: cualquier proceso o combinacion de pasos de procesos que incrementan el nimero de copias de
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una molécula modelada. La amplificacién de moléculas modeladas podria ejecutarse por cualquier método
tecnolégicamente avanzado incluyendo, pero sin limitarse a, una reaccién en cadena de polimerasas para
incrementar el nUmero de copias de cada plantilla, y utilizar las plantillas para la sintesis de copias adicionales de
moléculas modeladas que comprenden una secuencia de grupos funcionales que resultan de la sintesis de la
molécula modelada que se estd modelando por la plantilla. Cualquier reaccion de amplificacion o combinacion de
aquellas reacciones conocidas en la industria pueden ser utilizadas tal como sea apropiado y reconocido facilmente
por aquellas personas con conocimiento en la industria. Asimismo, las moléculas modeladas pueden ser
amplificadas al usar la reaccién en cadena de polimerasa (PCR - polymerase chain reaction), reaccion en cadena de
ligasas (LCR - ligase chain reaction), y amplificacién in vivo de ADN clonado, y similares. El método de amplificacion
deberia resultar preferiblemente en las proporciones de mezcla amplificada que estan siendo representadas,
esencialmente de las proporciones de las plantillas de secuencias diferentes en una mezcla antes de su
amplificacion.

[0126] Base: particula de base nitrogenada de un nucleétido natural o no natural, o un derivado de aquel nucleétido
gue comprende particulas alternas de azlcar o fosfato. Las particulas base incluyen a cualquier particula que es
diferente de una particula que ocurre naturalmente y que es capaz de complementar una o0 mas bases de la hebra
opuesta de nucleétidos de una hélice doble.

[0127] Blogue de construccion: especies que comprenden a) por lo menos un elemento complementario que
comprende a por lo menos un grupo de reconocimiento capaz de reconocer a un elemento codificador
predeterminado, b) por lo menos una entidad funcional que comprende a un grupo funcional y a un grupo reactivo, y
¢) por lo menos un enlazador que separa a la por lo menos una entidad funcional del por lo menos un elemento
complementario, donde el bloque de construccion no comprende un ribosoma. Los bloques preferidos de
construccién son capaces de ser incorporados a una hebra de nucleétidos y/o son capaces de ser enlazados por
reacciones que involucran a grupos reactivos de tipo | y/o tipo Il tal como se describe en este documento.

[0128] Enlazador separable: residuo o enlace capaz de ser separado bajo condiciones predeterminadas.
[0129] Separar: romper un enlace quimico. El enlace podria ser un enlace covalente o un enlace no covalente.

[0130] Elemento codificador: elemento de una plantilla que comprende un grupo de reconocimiento y que es capaz
de reconocer a un elemento complementario predeterminado de un bloque de construccion. El reconocimiento
podria resultar de la formacion de un enlace covalente o de la formacion de un enlace no covalente entre las parejas
correspondientes de elementos codificadores y elementos complementarios capaces de interactuar entre si.

[0131] Complementacién de los elementos de codificacion: contactar a un elemento de codificacién con un elemento
complementario predeterminado capaz de reconocer a dicho elemento de codificacion.

[0132] Complementar: el proceso de conectar a un elemento codificador a un contacto reactivo con un elemento
complementario predeterminado capaz de reconocer a dicho elemento de codificacion. Cuando el elemento
codificador y el elemento complementario comprenden un nucleétido natural que tiene una particula base, los
conjuntos predeterminados de nucleétidos son capaces de complementarse entre si por medio de enlaces de
hidrégeno formados entre las particulas base.

[0133] Elemento complementario: elemento de un blogue de construccion. Enlazado a por lo menos una entidad
funcional por medio de un enlazador. Refiérase al elemento codificador.

[0134] Plantila complementaria: una secuencia de elementos complementarios, donde cada elemento
complementario es enlazado covalentemente a un elemento complementario cercano. Un elemento complementario
es capaz de reconocer un elemento codificador predeterminado. La plantilla complementaria podria ser lineal o
ramificada.

[0135] Complejo: molécula modelada enlazada a la plantilla que modeld la sintesis de la molécula modelada. La
plantilla puede ser una plantilla complementaria tal como se define en este documento que es opcionalmente
hibridada o adherida de otra forma a la plantilla correspondiente de los elementos codificadores enlazados.

[0136] Contactar: conectar, por ejemplo, a grupos reactivos correspondientes o compafieros de enlace
correspondientes o compafieros de hibridacion en contacto reactivo entre si. El contacto reactivo es evidente a partir
de la reaccion o de la formacion de un enlace o una hibridacién entre compafieros.

[0137] Compafieros de enlace correspondientes: comparfieros de enlaces que son capaces de reaccionar entre si.

[0138] Grupos reactivos correspondientes: grupos reactivos capaces de reaccionar entre si.

[0139] Entidad funcional: entidad que forma parte de un bloque de construccion. La entidad funcional comprende a
un grupo funcional y a un grupo reactivo capaz de enlazar a grupos funcionales cercanos.
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[0140] Grupo funcional: grupo que forma parte de una molécula modelada. La secuencia de grupos funcionales en
una molécula modelada es un resultado de la capacidad de la plantilla de modelar la sintesis de la molécula
modelada.

[0141] Interactuar: usado intercambiablemente con contactar. Traer a especies, tales como, por ejemplo,
comparfieros de enlaces correspondientes en la forma de, por ejemplo, elementos codificadores y elementos
complementarios a un contacto reactivo entre si. La reaccion podria ser regulada por grupos de reconocimiento que
forman a compafieros de enlaces correspondientes por medio de enlaces covalentes o no covalentes. La interaccion
podria ocurrir como resultado de la mezcla de una plantilla que comprende una pluralidad de elementos
codificadores con una pluralidad de bloques de construccion.

[0142] Ligando: utilizado en este documento para describir una molécula modelada capaz de dirigirse a una
molécula objetivo. En una poblacion de moléculas modeladas candidatas, un ligando es una que se enlaza con
mayor afinidad que alguna de la poblacion del lote. En una mezcla candidata puede existir mas de un ligando para
un objetivo especifico. Los ligando se pueden diferenciar de otras en sus afinidades de enlace en relacion a la
molécula objetivo.

[0143] Enlazador: un residuo o enlace quimico que separa a por lo menos dos especies. Las especies podrian ser
retenidas a una distancia esencialmente fija, o el enlazador podria ser flexible y permitir que las especies tengan un
poco de libertad de movimiento entre si. El enlace puede ser un enlace covalente o un enlace no covalente. Las
especies enlazadas incluyen, por ejemplo, un elemento complementario y una entidad funcional de un bloque de
construccion, elementos codificadores cercanos de una plantilla, elementos complementarios cercanos de una
plantilla complementaria, y grupos funcionales cercanos de una molécula modelada.

[0144] Nucle6tido natural: cualquiera de los 4 nucleétidos, dA, dG, dT, y dC (constituyentes del ADN), y los 4
ribonucleétidos, A, G, U, y C (constituyentes del ARN) son los nucleétidos naturales. Cada nucleétido natural
comprende o consiste esencialmente de una particula de azlcar (ribosa o deoxiribosa), una particula de fosfato, y
una particula base natural/estandar. Nucledétidos naturales se enlazan a nucleétidos complementarios de acuerdo a
reglas bien conocidas de emparejamiento de bases (Watson y Crick), en donde la adenina (A) se empareja con la
timina (T) o el uracilo (U); y donde la guanina (G) se empareja con la citosina (C), donde las parejas base
correspondientes son parte de las hebras de nucle6tidos complementarias anti - paralelo. El emparejamiento de las
bases resulta en una hibridacion especifica entre nucle6tidos predeterminados y complementarios. El
emparejamiento de bases es el fundamento por el cual las enzimas son capaces de catalizar la sintesis de un
oligonucleétido que es complementario al oligonucle6tido de la plantilla. En esta sintesis, los bloques de
construccion (normalmente los trifosfatos de los derivados ribo y deoxirribo de A, T, U, C, o G) son dirigidos a un
oligonucledtido de la plantilla para formar un oligonucleétido complementario con la secuencia complementaria
correcta. El reconocimiento de una secuencia de oligonucleétidos por su secuencia complementaria es regulado por
bases correspondientes y de interaccion que forman a las parejas base. En la naturaleza, la interaccion especifica
que conlleva a emparejamientos de bases se rigen por el tamafio de las bases y el patron de los donantes de
enlaces de hidrégeno y los aceptadores de las bases. Una base purina grande (A o G) se empareja con una base
pirimidina pequefia (T, U o C). Adicionalmente, el reconocimiento de parejas bases entre las bases es influenciado
por enlaces de hidrégeno formados entre las bases. En la geometria de la pareja base de Watson-Crick, un anillo de
6 miembros (una pirimidina en oligonucleotidos naturales) es yuxtapuesto a un sistema anular compuesto de un
anillo fusionado de 6 miembros y un anillo de 5 miembros (una purina en oligonucleétidos naturales), con un enlace
medio de hidrégeno que vincula a 2 atomos anulares, y enlaces de hidrégeno en cualquier lado que junte a los
grupos funcionales adheridos a cada uno de los anillos, con los grupos donantes emparejados con los grupos
aceptadores.

[0145] Cercano: elementos, grupos, entidades o residuos ubicados juntos entre si en una secuencia se dice que son
cercanos. En los casos en los cuales 2 elementos complementarios, cada uno enlazado a una entidad funcional,
estan enlazados entre si a través de uno (0o mas) elementos complementarios y que no estan enlazados a una
entidad funcional, los elementos complementarios que se acaban de mencionar se dice que estan cercanos y dichos
2 elementos complementarios definen a las entidades funcionales cercanas y a los elementos codificadores
cercanos que pueden enlazarse entre si, ya sea directamente o a través de un (0 mas) elemento o elementos
codificadores.

[0146] Aminoéacidos naturales: cualquier aminoacido no incluido en la tabla 2 de este documento. Los aminoacidos
naturales incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos modificados, L-aminoacidos, y estereoisémeros de D-
aminoacidos.

[0147] Emparejamiento de bases no naturales: el emparejamiento de bases entre nucleétidos no naturales, o entre
un nucleétido natural y un nucleétido natural. Se describen ejemplos en US 6,037,120, donde 8 nucle6tidos no
estandar son descritos, y donde la base natural ha sido reemplazada por una base no natural. Tal como en el caso
de los nucleétidos naturales, las parejas base no naturales involucran a un emparejamiento anular monociclico de 6
miembros con un sistema anular heterociclico biciclico fusionado compuesto de un anillo de 5 miembros fusionado a
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un anillo de 6 miembros. Sin embargo, los patrones de los enlaces de hidrogeno a través de los cuales se establece
el emparejamiento de bases son diferentes de aquellos encontrados en las parejas base de AT, AU y GC. En este
conjunto expandido de las parejas base que obedecen a las reglas de enlaces de hidrogeno de Watson-Crick, A se
empareja con T (0 U), G se empareja con C, iso-C se empareja con iso-G, y K se empareja con X. H se empareja
con J, y M se empareja con N (figura 2). Bases nitrogenadas capaces de emparejamientos de bases sin obedecer a
las reglas de enlaces de hidrogeno de Watson-Crick también han sido descritos (Berger et al., 2000, Nucleic Acids
Research (investigacion de acidos nucleicos), 28, pp. 2911-2914).

[0148] Nucledtido no natural: cualquier nucleétido que no cae dentro de la definicion de los nucleétidos naturales.

[0149] Nucledtido: nucledtidos tal como son utilizados en este documento, se refiere a nucleétidos naturales y
nucleétidos no naturales capaces de ser incorporados-en una forma dirigida por plantillas-a un oligonucleétido,
preferiblemente por medio de una enzima que comprende a una actividad de polimerasas de ADN o ARN que
depende de ADN o de ARN, incluyendo variaciones y equivalentes funcionales de polimerasas naturales o
recombinante es de ADN o de ARN. Compafieros correspondientes de enlaces en la forma de elementos
codificadores y elementos complementarios que comprenden una parte de nucleétidos son capaces de interactuar
entre si por medio de enlaces de hidrogeno. La interaccion es denominada generalmente “emparejamiento de
bases”. Los nucleétidos podrian ser diferentes a los nucleétidos naturales al tener una particula de fosfato, una
particula de azucar y/o una particula base diferente. Los nucleétidos pueden estar enlazados de esa misma forma a
sus vecinos respectivos en una plantilla o en una plantilla complementaria por medio de un enlace natural en la
forma de un enlace de fosfodiéster, o en la forma de un enlace no natural, tal como, por ejemplo, un enlace de
péptidos tal como en el caso de los PNA (acidos nucleicos de péptidos - peptide nucleic acids).

[0150] Analogo de nucledtidos: un nucleétido capaz de emparejar bases con otro nucleétido, pero incapaz de ser
incorporado enzimaticamente a una plantilla o a una plantilla complementaria. Los analogos de nucleétidos a
menudo incluyen monémeros u oligémeros que contienen bases no naturales o estructuras esenciales no naturales
que no facilitan la incorporacién a un oligonucleétido en una forma dirigida por plantillas. Sin embargo, la interaccién
con otros monémeros y/u oligbmeros a través de emparejamientos especificos de bases es posible. Oligomeros
alternos capaces de emparejamientos especificos de bases, pero que son incapaces de servir como un sustrato de
enzimas, tales como polimerasa de ADN y polimerasa de ARN, o sus mutaciones o equivalentes funcionales, son
definidos como anéalogos de nucleétidos en este documento. Los analogos de oligonucleétidos incluyen, por ejemplo,
a nucledtidos en los cuales la estructura de fosfodiéster- azlcar de los oligonucleétidos naturales ha sido
reemplazada con una estructura alterna que incluye a una estructura de azlcar de acidos nucleicos de péptidos
(PNA - peptide nucleic acid), acidos nucleicos bloqueados (LNA - locked nucleic acid), y morfolinos.

[0151] Derivado de nucledtidos: un nucleétido o analogo de nucleétidos que comprende ademas una entidad
molecular adherida. A menudo, bloques derivados de construccién (nucleétidos a los cuales una entidad molecular
ha sido adherida) pueden ser incorporados enzimaticamente a oligonucleétidos por medio de polimerasa de ARN o
de ADN, utilizando como sustrato al trifosfato del nucledsido derivado. En muchos casos, aquellos nucleétidos
derivados son incorporados a la cadena creciente de oligonucledtidos con una alta especificidad, significando que el
derivado es insertado en forma opuesta a un nucledtido predeterminado en la plantilla. Tal incorporacion sera
considerada como una incorporacion especifica. Los nucleétidos pueden ser derivados en las bases, la unidad
ribosa / deoxirribosa, o en el fosfato. Lugares preferidos para la derivacién en las bases incluyen a la posicion 8 de la
adenina, la posicion 5 del uracilo, la posicién 5 o 6 de la citosina, y la posicién 7 de la guanina. Los nucledtidos-
analogos descritos mas adelante podrian ser derivados en las posiciones correspondientes (Benner, patente de
Estados Unidos 6,037,120). Otros lugares de derivaciéon podrian ser utilizados, siempre y cuando la derivacion no
interrumpa la especificidad del emparejamiento de bases. Lugares preferidos de derivacion en las particulas de
ribosa o deoxirribosa son las posiciones 5’, 4’, 0 2'. En ciertos casos, podria ser deseable estabilizar a los acidos
nucleicos hacia la degradacion, y podria ser ventajoso utilizar nucleétidos con 2' modificados (patente de Estados
Unidos 5,958,691). Otra vez, otros sitios podrian ser utilizados, siempre y cuando la especificidad de
emparejamiento de las bases no sea interrumpida. Finalmente, los fosfatos podrian ser derivados. Derivaciones
preferidas son los fosforotioatos. Analogos de nucle6tidos (tal como se describird en secciones posteriores de este
documento) podria ser derivados similarmente a nucleétidos. Es claro que los varios tipos de modificaciones aqui
mencionadas anteriormente, incluyendo a i) derivaciones vy ii) sustituciones de bases naturales o de estructuras
esenciales naturales con bases no naturales y alternas, estructuras esenciales no naturales, respectivamente,
pueden ser aplicadas una vez o0 mas de una vez dentro de la misma molécula.

[0152] Oligonucleodtido: utilizado en este documento intercambiablemente con polinucleétido. El término
oligonucleétido comprende a oligonucleétidos de nucleétidos naturales y/o no naturales, incluyendo cualquiera de
sus combinaciones. Los oligonucleétidos naturales y/o no naturales pueden ser enlazados por medio de enlaces de
fosfodiésteres o por medio de enlaces no naturales. El término oligonucledtido es utilizado intercambiablemente con
poli nucledtido.

[0153] Oligobmero: molécula que comprende una pluralidad de monémeros que pueden ser idénticos, del mismo tipo,

o diferentes. El oligémero es utilizado en forma sinénima con polimero para describir cualquier molécula que
comprende mas de 2 mondmeros. Los oligdmeros pueden ser homo-oligdbmeros que comprenden a una pluralidad
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de mondmeros idénticos, oligdmeros que comprenden a diferentes mondémeros del mismo tipo, o hetero-oligémeros
que comprenden a diferentes tipos de mondmeros, donde cada tipo de monémero podria ser idéntico o diferente.

[0154] Dividir: proceso por el cual moléculas modeladas, o complejos se comprenden a aquellas moléculas
enlazadas a una plantilla, son enlazadas preferencialmente a una molécula objetivo y separadas de las moléculas
modeladas, o complejos y comprenden a aquellas moléculas enlazadas a una plantilla, que no tienen una afinidad
para -y consecuentemente no esta enlazado a- aquellas moléculas objetivo. Dividir puede lograrse por medio de
varios métodos conocidos en la industria. El Unico requerimiento es un sistema para separar moléculas objetivas
modeladas enlazadas a una molécula objetivo de moléculas modeladas no enlazadas a moléculas objetivo. La
opcién del método de division dependera en las propiedades de la molécula objetivo y de la molécula modelada y
pueden ser hechas de acuerdo a principios y propiedades conocidas para aquellas personas con conocimiento en la
industria.

[0155] Péptidos: pluralidad de residuos de aminoacidos enlazados covalentemente que definen una secuencia y que
estan enlazados por enlaces de amidas. El término es utilizado en forma analoga con oligopéptido y polipéptido. Los
aminoacidos podrian ser aminoacidos naturales y aminoacidos naturales, incluyendo cualquiera de sus
combinaciones. Los aminoacidos naturales y/o no naturales podrian ser enlazados por medio de enlaces de
péptidos o por medio de enlaces que no sean de péptidos. El término péptido también abarca modificaciones post-
interpretacion introducidas por medio de reacciones quimicas o catalizadas por enzimas, tal como es conocido en la
industria. Aquellas modificaciones post-interpretacion pueden ser introducidas antes de la division, si fuese deseado.
Los aminoécidos, tal como se especifica en este documento, seran preferencialmente en la forma L-
estereocisomérica. Se pueden utilizar analogos de aminoacidos en vez de los 20 aminoacidos que ocurren
naturalmente. Analogos como esos son conocidos, incluyendo a la fluorofenilalanina, a la norleucina, al acido
acetidin-2-carboxilico, a la cisteina de S-aminoetilo, al triptéfano de 4-metilo, y similares.

Pluralidad: por lo menos 2.

[0156] Polimero: molécula modelada caracterizada por una secuencia de residuos enlazados covalentemente donde
cada uno contiene un grupo funcional, incluyendo a H. Polimeros de acuerdo al invento comprenden a por lo menos
2 residuos.

Polinucledtido: refiérase a oligonucledtidos.

[0157] Precursor: particula que comprende a un residuo y que es capaz de experimentar una reaccion durante la
sintesis dirigida por plantilla de una molécula modelada, donde la parte del residuo del precursor es construida en la
molécula modelada.

[0158] Grupo reactivo: grupos reactivos correspondientes que son juntados en contacto reactivo entre si y son
capaces de formar un enlace quimico vinculandose, por ejemplo, con elementos codificadores y sus elementos
complementarios, o el acoplamiento de grupos funcionales de una molécula modelada.

[0159] Grupo de reconocimiento: parte de un elemento codificador e involucrado en el reconocimiento del elemento
complementario capaz de reconocer al elemento codificador. Grupos preferidos de reconocimiento son bases
nitrogenadas naturales y no naturales de un nucleétido natural o no natural.

[0160] Recombinante: un proceso de recombinacién recombina a 2 o mas secuencias por medio de un proceso, que
tiene como resultado a una secuencia que comprende a secuencias de cada una de las 2 o mas secuencias.
Cuando se involucra a nucleétidos, la recombinacion involucra un intercambio de secuencias de nucleétidos entre 2
0 mas moléculas de nucleétidos en lugares de secuencias de nucledtidos idénticas, o en lugares de secuencias de
nucleétidos que no son idénticas, en cuyo caso la recombinacion puede ocurrir aleatoriamente. Un tipo de
recombinacion entre las secuencias de nucleétidos es denominado en la industria como una mezcla aleatoria
genética.

[0161] Secuencia repetitiva: secuencia de por lo menos dos elementos, grupos, o residuos, que ocurren mas de una
vez en una molécula.

[0162] Residuo: un polimero que comprende una secuencia de residuos enlazados covalentemente, donde cada
residuo comprende un grupo funcional.

[0163] Derivado de ribosa: una particula de ribosa que forma parte de un nucleésido capaz de ser incorporada
enzimaticamente a una plantilla 0 a una plantilla complementaria. Los ejemplos incluyen, por ejemplo, derivados que
distinguen a los derivados de ribosa de las ribosas de ribonucledsidos naturales, incluyendo a la adenosina (A), a la
guanosina (G), a la uridina (U) y a la citidina (C). Ejemplos adicionales de derivados de ribosa son descritos en, por
ejemplo, US 5,786,461. El término cubre derivados de deoxirribosas, y, asimismo, con la presentacion ya
mencionada, los derivados en este caso distinguen al derivado de la deoxirribosa de las deoxirribonucleosas de
deoxirribonucledsidos incluyendo a la deoxiadenosina (dA), a la deoxiguanosina (dG), a la deoxitimidina (dT) y a la
deoxicitidina (dC).
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[0164] Enlazador selectivamente separable: enlazadores que son selectivamente separables no son separables bajo
condiciones donde un enlazador separable es separable. Asimismo, es posible separar a los enlazadores
separables enlazando a elementos complementarios y a grupos funcionales en una molécula modelada sin al mismo
tiempo separar a enlazadores que son selectivamente separables que enlazan - en la misma molécula modelada- a
un subconjunto de elementos complementarios y grupos funcionales. Por lo tanto, es posible obtener un complejo
gue comprende a una molécula modelada y a la plantilla que ha dirigido la sintesis mediada por plantilla de la
molécula modelada, donde la plantilla y la molécula modelada estan enlazadas por uno o mas, preferiblemente un,
enlazador selectivamente separable.

[0165] Reconocimiento especifico: la interaccion de, por ejemplo, un elemento codificador, preferiblemente un
elemento complementario predeterminado. Un reconocimiento ocurre cuando la afinidad de un grupo de
reconocimiento del elemento codificador para un grupo complementario resulta en la formacion predominantemente
de un sélo tipo de compafieros correspondientes de enlace. Grupos de emparejamientos erréneos simples no
excluyen a un reconocimiento especifico de compafieros correspondientes de enlaces. Reconocimiento especifico
es un término que es definido en una forma individual para cada caso. En el contexto de una interaccion especifica
entre compafieros predeterminados de enlace, por ejemplo, una molécula modelada y una molécula objetivo, se
observa una interaccién de enlace de la molécula modelada y de la molécula objetivo con una afinidad mas alta que
aquella medida entre una mezcla de una molécula objetivo y una molécula candidata de plantilla. Para comparar
ambas afinidades de enlace, las condiciones de ambas reacciones de enlace deben ser esencialmente similares y
preferiblemente las mismas, y las condiciones deberian ser comparables a las condiciones de su intencién de uso.
Para comparaciones mas precisas, se deben hacer medidas que reflejen la interaccion entre la molécula modelada
completa y el objetivo completo. Las moléculas modeladas del invento pueden ser seleccionadas para ser tan
especificas como sea requerido, ya sea al establecer condiciones de seleccién que demandan una especificidad
como requisito, o al personalizar y modificar a las moléculas modeladas.

[0166] Subunidad: monémero del elemento codificador que comprende por lo menos a una de esas sub unidades.

[0167] Soporte: miembro sélido o semisdlido al cual, por ejemplo, los elementos de codificacion pueden estar
adheridos durante la interaccién con por lo menos un elemento complementario de un bloque de construccion. Las
moléculas funcionales o las moléculas objetivo también pueden estar adheridas a un soporte sdélido durante la
direccion. Ejemplos de soportes incluyen superficies planas incluyendo obleas de silicio, asi como microesferas.

[0168] Marcacion: entidad capaz de identificar un compuesto al cual esta asociado.

[0169] Molécula objetivo: cualquier compuesto de interés al cual una molécula modelada en la forma de un ligando
es deseada. Una molécula objetivo puede ser una proteina, una proteina de fusién, un péptido, una enzima, un
acido nucleico, una proteina enlazadora de acidos nucleicos, un carbohidrato, un polisacarido, una glicoproteina,
una hormona, un receptor, un ligando receptor, un componente de membrana celular, un antigeno, un anticuerpo, un
virus, un componente de un virus, un sustrato, un metabolito, un analogo de estado de transicién, un cofactor, un
inhibidor, un medicamento, una sustancia controlada, un colorante, un nutriente, un factor de crecimiento, una
toxina, un liquido, un glicolipido, etcétera, sin limitaciones.

[0170] Plantilla: la plantilla se refiere a una plantilla de elementos de codificacidn y una plantilla (complementaria) de
elementos complementarios a menos que se especifique otra forma. Cuando se hace referencia a una plantilla de
elementos codificadores, cada elemento codificador es enlazado covalentemente a un elemento de codificacion
cercano. Cada elemento de codificacion es capaz de reconocer a un elemento complementario predeterminado. La
plantilla podria ser lineal o ramificada. Una plantilla de elementos de codificacion participa activamente en la sintesis
de la molécula modelada, y la actividad modelada involucra la formacién de compafieros especificos de
emparejamiento en la forma de hibridos de elementos codificadores: elementos complementarios, donde el
elemento complementario forma parte de un bloque de construccidon que también comprende al grupo funcional que
forma parte de la molécula modelada. La plantilla es preferiblemente una cadena de nucleétidos o analogos de
nucleétidos. Cuando la plantilla comprende una cadena de nucleétidos, los nucleétidos podrian ser naturales o no
naturales, y podrian estar enlazados por medio de, por ejemplo, enlaces de fosforotioatos o enlaces de
fosfodiésteres. Los andlogos de nuclettidos pueden ser enlazados por medio de, por ejemplo, enlaces de amidas,
enlaces de péptidos o cualquier medio equivalente capaz de enlazar andlogos de nucleétidos para permitir que la
cadena de analogos de nucle6tidos se hibride especificamente con otra cadena de nucleétidos o analogos de
nucledtidos. La particula de azlcar de un nucleétido o un analogo de nucleétidos podria ser una ribosa o una
deoxirribosa, un derivado de ribosa, o cualquier otra particula o molécula que permita a la plantilla o a la plantilla
complementaria hibridarse especificamente a otra cadena de nucleétidos o de analogos de nucleétidos.

[0171] Sintesis dirigida por plantillas: usado en forma de sinénimo con la incorporacién dirigida por plantilla y la
sintesis de plantilla. La sintesis dirigida por plantillas es el proceso, en el cual, la formaciéon de una molécula
modelada comprende una secuencia de grupos funcionales enlazada covalentemente que involucra contactar a una
cadena de elementos codificadores con elementos complementarios especificos. El proceso, por lo tanto, define una
relacion de uno a uno entre los elementos codificadores y los grupos funcionales, y el elemento codificador
contactado de la plantilla dirige la incorporacion del grupo funcional a la molécula modelada que comprende de una

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

secuencia de grupos enlazados covalentemente. Asimismo, existe una relacion predeterminada de uno a uno entre
la secuencia de los grupos funcionales de la molécula modelada y la secuencia de los elementos codificadores de la
plantilla que modeld la sintesis de la molécula modelada. Por lo tanto, durante la sintesis modelada de la molécula
modelada, un grupo funcional esta contactando inicialmente -por medio de una particula enlazadora y/o un elemento
complementario, o de otra forma- al elemento codificador capaz de modelar al grupo funcional especifico en la
molécula modelada. Cuando la plantilla comprende o consiste esencialmente de nucleétidos, una sintesis dirigida
por plantillas de un oligonucle6tido se basa en una interaccién entre cada nucleétido con su compafiero de
emparejamiento en la plantilla en una forma de emparejamiento de una base a una base. La interaccién especifica la
incorporacion de nucledtidos complementarios opuestos a sus compafieros de emparejamiento de base en la
plantilla. Consecuentemente, una base, incluyendo una base heterociclica, de cada hebra de oligonucle6tidos
interactla cuando se forman parejas de bases especificas. Esta especificidad de emparejamiento de bases podria
alcanzarse a través de interacciones de enlaces de hidrégeno de Watson-Crick entre las bases, donde las bases
podrian ser bases naturales (es decir, A, T, G, C, U), y/o no naturales tales como aquellas presentadas en, por
ejemplo, US 6,037,120, incorporada a este documento por referencia. Ejemplos adicionales de bases no naturales
son, por ejemplo, PNA (acido nucleico de péptidos - peptide nucleic acid), LNA (acido nucleico bloqueado - bock
nucleic acid) y morfolinos. Emparejamientos de bases de oligonucleétidos que contienen parejas base que no son
estandar pueden lograrse por otros métodos aparte de enlaces de hidrogeno (por ejemplo, interaccién entre bases
nitrogenadas hidrofébicas y estructuras “complementarias”; Berger et al.,, 2000, Nucleic Acids Research
(Investigacion de Acidos Nucleicos), 28, pp. 2911-2914). Las hebras de oligonucleétidos que interactGan, asi como
los nucleétidos individuales son denominados complementarios. La especificidad de la interaccion entre los
oligbmeros resulta del emparejamiento especifico de bases de un nucleétido con otro nucleétido o un subconjunto
predeterminado de nucleodtidos, por ejemplo, el emparejamiento las bases de A con U, y el emparejamiento de las
bases de C con G.

[0172] Modelado: caracteristica de la molécula modelada del complejo que comprende a una plantilla enlazada a la
molécula modelada, donde la molécula modelada puede obtenerse por medio de una sintesis dirigida por la plantilla
utilizando a la plantilla. Por lo tanto, un componente del complejo (la plantilla) es capaz de modelar la sintesis del
otro componente (la molécula modelada). El término también es utilizado para describir la sintesis de la molécula
modelada que involucra la incorporacion a una molécula modelada de grupos funcionales, donde la incorporacion de
cada grupo funcional involucra contactar a un elemento codificador con un grupo funcional particular, o con un
bloque de construccion que comprende a dicho grupo funcional, donde el elemento codificador contactado de la
plantilla dirige la incorporacién de los grupos funcionales a la molécula modelada enlazada a la plantilla que model6
de esta forma la sintesis de la molécula modelada. Por lo tanto, durante la sintesis modelada de una molécula
modelada, un grupo funcional contacta inicialmente -ya sea directamente o por medio de una particula enlazadora
y/o un elemento complementario- al elemento codificador capaz de modelar a aquel grupo funcional especifico a la
molécula modelada.

[0173] Molécula modelada: molécula que comprende una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente, donde la molécula modelada se puede obtener por medio una sintesis dirigida por una plantilla
utilizando a la plantilla. Por lo tanto, un componente del complejo (la plantilla) es capaz de modelar la sintesis del
otro componente (la molécula modelada). Cuando la plantilla comprende o consiste esencialmente de nucleétidos, la
plantilla es capaz de ser amplificada, donde dicha amplificacién de la plantilla resulta en una pluralidad de moléculas
modeladas, donde cada molécula modelada es generada por una sintesis dirigida por la plantilla utilizando a dicha
plantilla. Después de la amplificacion de una plantilla, o de una plantilla complementaria, las moléculas modeladas
pueden ser generadas por una sintesis dirigida por plantillas utilizando una plantilla de elementos codificadores o
una plantilla complementaria de elementos complementarios como una plantilla para la sintesis dirigida por plantilla
de la molécula modelada.

[0174] Modelar: el proceso de generar una molécula modelada.

[0175] Variante: una plantilla o una molécula modelada que exhibe cierto nivel de identidad u homologia en relacion
a una plantilla predeterminada o a una molécula modelada, respectivamente.

Descripcion detallada del Invento

[0176] En una seccién importante de este invento, se suministra una “presentacion quimica de moléculas
modeladas” que permite la generacion de un namero enorme de “polimeros modelados” (por ejemplo desde
alrededor de 10° a alrededor de mas de, por ejemplo, 10", tal como se describe en otras secciones de este
documento), donde cada molécula modelada es enlazada individualmente a una “plantilla” que sirve como
identificacion de aquel polimero individual (su secuencia de residuos), asi como un medio de amplificacion (muchas
copias de la molécula pueden ser preparadas por un proceso que replica la plantilla). Secciones preferidas del
invento son presentadas en la figura 1 ilustrando los varios pasos del método del invento.

Paso 1. Sintesis

[0177] Diferentes bloques monomeéricos de construccion son sintetizados. Los bloques de construccion, comprenden

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

a una entidad funcional y un elemento complementario y son enlazados por medio de enlazadores separables
(figuras 3 y 4). Bloques de construccién preferidos comprenden a un nucleétido al cual se ha adherido una entidad
funcional a través de un enlazador separable, y donde la entidad funcional comprende o consiste esencialmente de
una unidad polimérica “activable” (figura 6).

Paso 2. Incorporacién

[0178] Los bloques de construccién son utilizados como sustratos en una sintesis polimérica que depende de la
plantilla. En una seccion, los bloques de construccidon son derivados de nucleétidos y una polimerasa es usada
preferiblemente para incorporar a los derivados de nucleétidos a una hebra de oligonucleétidos de acuerdo a las
direcciones de una plantilla de oligonucleétidos. Como resultado, una plantilla complementaria (una cadena de
bloques incorporados de construccion) es formada, de la cual sobresalen las entidades funcionales. La secuencia de
las entidades funcionales es determinada por la secuencia de los elementos codificadores, tales como los
nucleétidos, de la plantilla.

[0179] La figura uno describe el uso de un bloque de construccion que porta al enlazador selectivamente separable
el cual, después de una polimerizacién y activacion, es capaz de enlazarse al polimero modelado de su plantilla.
Alternamente, el enlazador selectivamente separable puede conformarse de un 6ligo capaz de un recosido corriente
arriba o corriente abajo desde la porciéon de codificacion polimérica de la plantilla (refiérase, por ejemplo, a la figura 7
u 8), o el enlace podria ser hecho directamente a la plantilla.

[0180] El blogue de construccion puede ser incorporado, preferiblemente, por una enzima, tal como, por ejemplo,
una polimerasa de ADN, una polimerasa de ARN, una transcriptasa reversa, una ligasa de ADN, una ligasa de ARN,
una polimerasa de ADN Tag, una transcriptasa reversa de VIH-1, un fragmento Klenow, o cualquier otra enzima que
catalice de la incorporacion de elementos complementarios tales como mononucleétidos o polinucledtidos. En
algunos de estos casos, un cebador es requerido (por ejemplo, una polimerasa de ADN). En otros casos, ningun
cebador es requerido (por ejemplo, una polimerasa de ARN).

Paso 3. Dimerizacién

[0181] Cada entidad funcional ha reaccionado, preferiblemente, con entidades funcionales cercanas para formar un
polimero durante, o después de, la formacion de la plantilla complementaria. Un cambio de condiciones, por
ejemplo, una fotélisis, un cambio de temperatura, o un cambio de pH, podrian iniciar la polimerizacién ya sea
durante, o después de, complementar la formacion de la plantilla.

Paso 4. Activacién

[0182] EI polimero formado es liberado preferiblemente de los elementos complementarios por medio de una
separacion de por lo menos un enlazador, o una pluralidad de enlazadores separables, excepto en una o mas
posiciones predeterminadas, incluyendo una sola posicion, donde el enlazador no es separable bajo condiciones
que resultan en la separacion de los enlazadores que quedan. El resultado es un polimero modelado adherido a una
0 mas posiciones, preferiblemente solo en una posicién, a la plantilla que lo codifica.

Paso 5. Seleccién y amplificacién

[0183] Un proceso de seleccion puede ser realizado subsiguientemente, en el cual un nimero enorme de moléculas
modeladas diferentes, cada una adherida a la plantilla que dirigié su sintesis, se le asigna un objetivo molecular o
fisico (por ejemplo, un receptor biolégico de una superficie), 0 es expuesta a cierta examinacion. Las moléculas
modeladas que tienen las caracteristicas deseadas (por ejemplo, afinidad de enlace a un receptor) son recuperadas
y amplificadas, al amplificar primero las plantillas, y luego usar las plantillas para una nueva ronda de sintesis
polimérica modelada. El proceso de seleccidon y amplificacién puede ser repetido varias veces, hasta que un
polimero con caracteristicas apropiadas (por ejemplo, una alta afinidad para el resto) se aisle.

[0184] Un protocolo tipico de seleccidn involucra la adicion de una poblacién (una biblioteca) de complejos plantilla-
molécula modelada a una columna de afinidad, a la cual un objetivo molecular especifico (por ejemplo, un receptor)
ha sido inmovilizado. Después de lavar la columna, los enlazadores son eluidos. Este eluido consiste de una
poblacién enriquecida de complejos plantilla-molécula modelada con una afinidad en relacién a la molécula objetivo
inmovilizada. La poblacion enriquecida podria ser obtenida a través de una ronda de amplificaciones, y luego ser
sujeta a una ronda de seleccion, donde las condiciones podrian, opcionalmente, ser mas exigentes. Después de
varias rondas de seleccion y amplificacién, se obtiene una poblacién enriquecida de enlazadores de alta afinidad.

[0185] Cuando se selecciona la habilidad de una molécula modelada para internalizarse en una célula, el paso de
seleccién podria involucrar una simple mezcla de la poblacion de los complejos plantilla-molécula modelada con
células. Después de la incubacion (para permitir la internalizaciéon de los complejos plantilla-molécula modelada), las
células son lavadas, y los complejos plantilla-molécula modelada podrian ser recuperados por medio de lisis celular.
Tal como se menciona anteriormente, los complejos plantilla-molécula modelada podrian ser amplificados y

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

expuestos a mas rondas de seleccion y amplificacién. Después de varias rondas de seleccién y amplificacién, se
obtiene una poblacién enriquecida de moléculas modeladas con la capacidad de internalizarse.

Blogues de construccién-diserfio molecular

[0186] Los bloques de construccion (también denominados “mondmeros”) son preferiblemente del disefio general
que se muestra en la figura 3 y 4. El mondémero, en una seccién, comprende a los siguientes elementos: estructura-
enlazadora-de-elementos- complementarios que comprende a grupos reactivos de tipo Il - grupo funcional, donde el
elemento complementario comprende o consiste esencialmente de un grupo de reconocimiento y grupos reactivos
tipo I. En este caso, el enlazador es preferiblemente un “enlazador que no deja vestigios”, es decir, un enlazador que
no deja a ninguna entidad molecular (no deseable) en la entidad funcional. Los bloques de construccién con esta
composicion son utilizados en, por ejemplo, la figura 15, ejemplo 7.

[0187] alternamente, el mondmero podria tener la composicion de una estructura -de un grupo funcional-
enlazadora-de elementos complementarios que contiene a grupos reactivos de tipo Il, en cuyo caso el grupo
funcional deseado es creado como un resultado de la separacién del enlazador. Los bloques de construcciéon con
esta composicion son utilizados en, por ejemplo, la figura 17, ejemplo 1.

[0188] Los grupos funcionales deben ser compatibles con el método deseado para la incorporaciéon de elementos
complementarios, sus polimerizaciones y activacion. Obviamente, es importante preservar la integridad de la plantilla
y de la molécula modelada en estos procesos.

[0189] Grupos funcionales que no son compatibles con las condiciones de incorporacién, o dimerizacién o activacion
deben ser protegidos de estos procesos, o alternamente, los grupos funcionales deben ser introducidos después de
que estos procesos hayan ocurrido. La opcién posterior es realizada al modelar a un grupo funcional (por ejemplo,
un disulfuro activado) que es compatible con la incorporacién, polimerizacion y activaciébn que reaccionara
especificamente con una molécula bifuncional (por ejemplo, un tiol conectado al grupo funcional deseable, Rx), que
es agregado después de la activacion. Alternamente, puede introducirse funcionalidades por medio de, por ejemplo,
oxidaciones, o cualquier otra forma de tratamiento, de las entidades funcionales incorporadas después de la
activacion. De esta forma, pueden incorporarse las funcionalidades tales como componentes de moléculas
ejecutoras naturales o medicamentos sintéticos que son dificiles de manejar de otra forma.

[0190] En algunas secciones del proceso del invento aqui descrito, no existe la necesidad para un enlazador
separable, puesto que la reaccion de polimerizacién involucra la separacion del enlazador (figura 14 y figura 14,
ejemplo 1).

[0191] Cuando los elementos complementarios son nucleétidos podrian contener 1, 2 o varios nucleotidos o
analogos de nucledtidos. El uso de di-, tri-, o nucledtidos mas largos presenta varias ventajas. Primero, una
diversidad mas alta de mondémeros puede ser codificada por la plantilla. 2°, los requerimientos para el lugar de
adherencia de la entidad funcional al elemento complementario se vuelven mas relajada. 3°, existiria menos
aglutinamiento por nucleétido en el polinucleétido formado, potencialmente conllevando a una presentacién de
eficiencias mas altas. 4° permitiria la presentacién de polimeros con una longitud mas larga de unidades residuales.
También, permitiria la presentacion de grupos funcionales mas grandes.

[0192] En casos en los que se utiliza una polimerasa para la incorporacion del nucleétido que comprende a bloques
de construccion, se prefiere que los nucleétidos sean derivados en una forma que permite su incorporacion
especifica y eficiente en la hebra que estéa creciendo.

[0193] Mas de 100 nucledsidos y derivados de nucleétidos diferentes estan comercialmente disponibles o pueden
ser hechos utilizando técnicas simples (Eaton, Current Opinion in Chemical Biology (Opinién Actual en Biologia
Quimica), 1997, 1: 10-16). Ademas, muchos derivados de nucleétidos modificados en las bases o en las ribosas,
son incorporados eficientemente y especificamente por varias polimerasas, en particular la polimerasa de ARN de
T7 y la transcriptasa reversa (figura 9). Nucledtidos con adiciones de hasta 300 Da han sido incorporados
especificamente y eficientemente (Wiegand et al., Chemistry and Biology (Quimica y Biologia), 1997, 4: 675-683;
Fenn y Herman, Analytical Chemistry (Quimica Analitica), 1990, 190: 78-83; Tarasow y Eaton, Biopolymers
(Biopolimeros), 1998, 48: 29-37). Adicionalmente a las 4 parejas de bases naturales (AT o AU, TA o UA, CG, GC),
por lo menos 8 parejas base son conocidas por hibridar especificamente, algunas de las cuales estan incorporadas
a oligonucledtidos por polimerasas en una forma que depende de plantillas.

[0194] La incorporacion de elementos complementarios puede catalizarse por medio de catalizadores quimicos o
biolégicos. Cuando los bloques de construccion son nucleétidos, los catalizadores relevantes especificos son
polimerasas de ADN y de ARN que dependen de plantillas, incluyendo transcriptasas reversas, y ligasas de ADN y
ARN, ribozimas y deoxirribozimas. Ejemplos especificos incluyen a la transcriptasa reversa de VIH-1, la transcriptasa
reversa de AMV, la polimerasa de ARN de T7 y la polimerasa mutante Y639F de ARN de T7, Secuenasas,
polimerasas de ADN de Taq, el fragmento de Klenow (fragmento grande de la polimerasa | de ADN), ligasas de
ADN, polimerasas de ADN de T7, polimerasas de ADN de T4, Ligasas de ADN de T4, polimerasas de ARN de E.
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coli, polimerasas de ADN de rTh, polimerasas de ADN de Vent, polimerasas de ADN de Pfu, polimerasas de ADN de
Tte, ribozimas con ligasas o actividades de replicasas tales como aquellas descritas en Johnston
et al., Ciencia, 18 de mayo de 2001, pp. 1319-1325, y otras enzimas que aceptan nucleétidos y/u oligonucledtidos en
calidad de sustratos. Polimerasas mutantes o disefiadas con caracteristicas mejoradas, un ejemplo, especificidades
mas amplias de sustratos nucleétidos, y mutaciones en las cuales la funcion de revisién ha sido eliminada (por
ejemplo, al eliminar a la actividad de las nucleasas), son particularmente relevantes. Las polimerasas podrian utilizar
nucleétidos de una o de doble hebra como plantillas, y producir productos de nucleétidos de una o de doble hebra.

[0195] Los lugares de modificacion han demostrado ser aceptados por las polimerasas incluyendo a la siguiente lista
de ejemplos (refiérase también a la figura 9):

Nucledtido Lugar de modificacién

dATP Posicion 3

dATP Posicién 7

dATP Posicién 8

dATP 2’ (particula de deoxirribosa)
dATP 4’ (particula de deoxirribosa)
dGTP Posicion 7

dCTP 2' (particula de deoxirribosa)
dUTP 2' (deoxirribosa)

UTP Posicion 5

ATP Posicion 8

[0196] Las transferasas terminales, las ligasas de ARN, las quinasas de polinucleétidos y otras enzimas
independientes de plantillas que aceptan a nucleétidos y/u oligonucleétidos en calidad de sustratos, incluyendo a
variaciones disefladas o mutantes, podrian ser utilizadas para algunas de las aplicaciones y variaciones de métodos
descritos en este invento.

[0197] Podria ser posible el adherir a entidades funcionales en otros lugares en el nucleétido, sin eliminar la
especificidad de hibridacién o de incorporacion. Particularmente cuando se utilizan a elementos complementarios
que son di-, tri-o poli nucleétidos, podria ser posible adherir a entidades funcionales a estos lugares alternos sin
inhibir la incorporacion especifica.

Enlazadores separables y no separables

[0198] Una seleccion de enlazadores separables y grupos de proteccién, asi como los agentes que lo separan, son
ilustrados en la figura 10. En un aspecto del invento, el enlazador podria ser seleccionado de la siguiente lista:
carbohidratos y carbohidruros sustituidos; vinilos, polivinilos y polivinilos sustituidos; acetilenos, poliacetilenos;
arilos/hetarilos, poliarilos/hetarilos y poli arilos/polihetarilos sustituidos; éteres, poliéteres como por ejemplo,
polietilenglicol y poliéteres sustituidos; aminas, poliaminas y poliaminas sustituidas; polinucleétidos naturales y no
naturales de una sola hebra, de doble hebra o de una doble hebra parcial y polinucleétidos naturales y no naturales
sustituidos de doble hebra, de una sola hebra o de una doble hebra parcial; poliamidas y polipéptidos naturales y no
naturales y poliamidas sustituidas y polipéptidos sustituidos naturales y no naturales.

[0199] En un aspecto del invento se prefiere que los enlazadores no reaccionen con otros enlazadores, elementos
complementarios o entidades funcionales, en el mismo monémero o en otro mondémero. Ademas, en algunos de los
esquemas propuestos en este documento, es deseable que el enlazador no pueda separarse por medio de
condiciones de polimerizacion. Finalmente, se prefiere que las condiciones de separacion de enlazadores no afecten
la integridad de la plantilla, de la plantilla complementaria o de las entidades funcionales.

[0200] Los enlazadores pueden ser separados de varias formas cuando se exponen a condiciones predeterminadas.
Los enlazadores pueden separarse, por ejemplo, con &cidos, con bases, con fotdlisis, con temperatura
incrementada, con agentes agregados, con enzimas, con ribozimas u otros catalizadores. Ejemplos de enlazadores
separables y sus grupos respectivos de proteccion son mostrados en la figura 10, junto con las condiciones para la
separacion de enlazadores, y los productos de separacion.

[0201] Para mantener un enlace fisico entre la plantilla y la molécula modelada, es necesario por lo menos un
enlazador no separable. Este enlazador no separable es preferiblemente flexible, permitiéndole exponer a la
molécula modelada en una forma 6ptima.

Grupos funcionales

[0202] El uno o mas grupos funcionales que aparecen en la entidad funcional podrian ser seleccionados de una
variedad de grupos quimicos que dan a la molécula modelada las propiedades deseadas o sirven otro propdsito
beneficioso, tal como un lipéfilo incrementado para propdsitos de recuperacion. Una seleccion no limitante de grupos
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funcionales se indica a continuacion: hidroxi, alcoxi, hidrégeno; aminas primarias, secundarias y terciarias; acidos
carboxilicos; ésteres de acidos carboxilicos; fosfatos, fosfonatos; Sulfonatos, sulfonamidas; Amidas; Carbamatos;
Carbonatos; Ureas; Alcanos, Alguenos, Alquinos; Anhidridos; Cetonas; Aldehidos; Nitatratos, nitritos; Iminas; fenilos
y otros grupos aromaticos; Piridinas, pirimidinas, purinas, indoles, imidazoles, y bases heterociclicas; Heterociclos;
policiclos; Flavinas; Haluros; Metales; Quelatos; inhibidores basados en mecanismos; catalizadores de moléculas
pequefias; Dextrinas, sacaridos; Fluoresceina, Rodamina y otros fluoroforos; Policetidos, péptidos, varios polimeros;
enzimas y ribozimas y otros catalizadores bioldgicos; grupos funcionales para acoplamientos post-polimerizaciéon
para post-activacion de grupos funcionales; medicamentos, por ejemplo, la particula de taxol, la particula de
aciclovir, “productos naturales”; estructuras supra moleculares, por ejemplo, nano-agrupaciones; lipidos; y
oligonucleétidos, analogos de oligonucledtidos (por ejemplo, PNA, LNA, morfolinos).

Grupos activos de tipo Il

[0203] una variedad de grupos reactivos 2 podrian ser utilizados en la sintesis modelada. Ejemplos de grupos
reactivos incluyen, pero no se limitan a, N-carboxianhidridos (NCA), N-tiocarboxianhidridos (NTA), Aminas, acidos
carboxilicos, cetonas, aldehidos, hidroxilos, tioles, ésteres, tioésteres, sistemas conjugados de enlaces dobles,
haluros de alquilos, hidracinas, ésteres de N-hidroxisuccinimida, epoxidos, haloacetilos, sacaridos activados por
UDP, sulfuros, cianatos, Carbonilimidazoles, Tiacinanonas, fosfinas, Hidroxilaminas, Sulfonatos, nucle6tidos
activados, vinilcloruros, Alquenos, y quininas.

Polimerizaciéon

[0204] Las reacciones que conllevan a la formacién de polimeros se denominan reacciones de polimerizacion. Las
clases de reaccién importantes son las polimerizaciones anidnicas, las polimerizaciones catidnicas, las
polimerizaciones radicales y las polimerizaciones periciclicas.

[0205] Aunque las reacciones de polimerizacion en una solucién son logradas por medio de métodos de Ultima
tecnologia, la polimerizacion de entidades funcionales enlazadas a una formacion tal como se describe en este
documento no constituyen reacciones de tipo estandar. Unicamente unas pocas reacciones de polimerizacién han
sido realizadas hasta este momento en un formato de formaciones, y no en conexién con los métodos de este
invento. Consecuentemente, sera un asunto de disefio molecular de las entidades funcionales y sus enlazadores y
puntos de adherencia en los elementos complementarios (por ejemplo, la adherencia a la base, a la ribosa o al
fosfato de un nucleétido), asi como un asunto de optimizar las condiciones de polimerizacién, para reducir
preferiblemente, minimizar o incluso eliminar cualquier reaccién no deseable que esté ocurriendo en la solucion
mientras se incrementa 0 se maximiza una polimerizacion correcta dirigida por la plantilla en la formacién.

[0206] Este invento, en una seccion, utiliza reacciones de polimerizacion que son en principio, conocidas por la
ultima tecnologia en el sentido en que son utilizadas rutinariamente en esquemas de sintesis de soluciones. Sin
embargo, en este invento, los reactivos (grupos reactivos) son mantenidos en una proximidad cercana por su
adherencia a los elementos de una plantila complementaria. Esto incrementa la concentracién local
significativamente. Esquemas tipicos de sintesis en las soluciones utilizan a concentraciones que varian entre 1 uM -
1 mM de los reactivos. Cuando se hacen las formaciones tal como se presenta en este documento, la concentracion
local sera cominmente de desde 1000 veces a 1,000,000 de veces mas alta. Como resultado, las reacciones
pueden, en principio, ser mucho mas eficientes. Sin embargo, las reacciones son disefiadas preferiblemente de tal
forma que la incidencia de reacciones colaterales no deseables sea evitada. El disefio molecular y las condiciones
de polimerizacién de acuerdo al invento reflejan este hecho y puede ser optimizadas ain mas por una persona con
conocimiento y la industria que esté en busqueda de las condiciones de polimerizacion y de disefio molecular que
maximicen la polimerizacion relativa dirigida por plantillas en una solucién.

[0207] Dependiendo del tipo de iniciador y de grupos reactivos, la polimerizacién podria ser iniciada y/o catalizada
por cambios en el pH y/o la temperatura, la adicion de reactivos para catalizacion, enzimas o ribosomas, o luz,
ultravioleta u otra radiacion electromagnética, etcétera. Enzimas particularmente relevantes incluyen a proteasas,
ligasas proteinicas (por ejemplo, subtiligasas), sintetasas de UDP-glicégeno, CGTasas y sintasas de policétidos. En
casos en los cuales las condiciones y disefios moleculares han sido ajustados precisamente, para permitir una
polimerizacion eficiente de los reactivos cuando sean expuestos a formaciones en la plantilla complementaria, pero
manteniendo una reaccion insignificante en la solucién, la polimerizacidon no necesita ser iniciada. La concentracion
local incrementada en la formacion simplemente controla a la polimerizacion.

[0208] En los casos en los cuales la incorporacién de bloques monoméricos de construccién son incorporados por
una enzima, una persona podria fusionar esta enzima con una de las enzimas mencionadas anteriormente (por
ejemplo, la sintetasa de UDP-glicgeno). Esto permitiria a la proteina de fusién incorporarse por primera vez a un
monomero a través de la reaccion de sus grupos reactivos tipo I, y justo después (en la medida en que el monémero
gue ahora esta incorporado emerge del lugar activo de la enzima), la otra mitad de la proteina de fusién (por
ejemplo, la sintetasa de UDP-glicogeno) se enlazaria a la entidad funcional de aquel monémero de la entidad
funcional del monémero previo en la plantilla complementaria.
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[0209] Los grupos funcionales (o estructuras esenciales) podrian tener que ser protegidas, para no reaccionar con
los grupos reactivos u otros compuestos del sistema durante la incorporacion, polimerizacion y activacién. Esto
puede lograrse utilizando grupos de proteccién estandar, algunos de los cuales estan mencionados en la figura 10.

[0210] Las reacciones de polimerizaciéon aqui descritas en secciones posteriores de este documento son divididas
en 2 grupos pincipales, que dependen de si la entidad funcional se mantiene en una orientacion fija en relacion a la
plantilla complementaria.

Grupo 1: Las entidades funcionales que pueden rotar en _relaciéon _a los _elementos complementarios (y
pueden, por lo tanto, rotar en relacién a la planti___lla complementaria).

Enlace directo a los grupos reactivos: el grupo reactivo tipo Il de un monémero reacciona directamente con el grupo
reactivo tipo Il de otro monémero

[0211]

a). En un ejemplo, la entidad funcional porta 2 grupos reactivos X1 y X2 del mismo tipo. El “mismo tipo” en este
respecto se refiere a que una X1 especifico puede reaccionar con un X1 idéntico y un X2 no idéntico. En la figura 11,
X1y X2 son idénticos, por lo cual ambos son simbolizados con una X. X podria reaccionar con otra X para formar a
XX (figura 11). En forma de ejemplo, X podria ser un tiol (-SH) y el producto resultante, un disulfuro (-SS-). En otro
ejemplo, X podria ser una particula cumarina la cual cuando es expuesta a una foto-induccion reacciona con una
particula cumarina de un monémero cercano (figura 11, ejemplo 1).

En la mayoria de casos, la reaccion de X con X resulta en la pérdida de un &tomo o de una particula molecular; en el
caso del tiol, por ejemplo, se pierden 2 protones cuando se forma el disulfuro. El hecho que XX (el resultado de la
reaccion entre 2 grupos reactivos tipo 2) no contiene todos los componentes de X mas X, es indicado en la figura 5,
A) donde, de hecho, ambos tipos de grupos reactivos (tipo | y tipo Il) forman, en el momento de la reaccién, a una
entidad molecular que es ligeramente diferente de los grupos reactivos (simbolizada por circulos que se superponen
en la figura).

b). Los 2 grupos reactivos tipo 2 podrian ser de un tipo diferente. El término “de tipo diferente” se refiere en este
documento a que ellos que reaccionan con diferentes tipos de moléculas. Por ejemplo, X y Y podrian ser nucledfilos
y electrdfilos, respectivamente. X y Y reaccionan para formar a XY (figura 12). Para moléculas modeladas mas
largas, una rotacion libre de las entidades funcionales en relacion a la plantilla complementaria representa un
problema potencial, si las entidades funcionales no reaccionan hasta que muchos monémeros hayan sido
incorporados. En este caso, la podria resultar una formacion de aglutinamientos (figura 13), lo cual reduce el monto
de los polimeros modelados de longitud completa. El problema es, sin embargo, solo significativo para polimeros
mas largos; partiendo de la experiencia con la presentacion biolégica de los a-péptidos, tal como una presentacion
de fagos y una presentacion de polisomas, se conoce que eficiencias de presentacion tan bajas como 1% es
suficiente como para aislar a péptidos con una afinidad alta de enlaces para un objetivo especifico.

[0212] En ciertos casos, los mondmeros incorporados reaccionan justo después de su incorporacion a la plantilla
complementaria (momento en el cual el siguiente monémero en la plantila complementaria todavia no ha sido
incorporado). Por lo tanto, el dltimo mondémero incorporado reaccionara con el penudltimo mondmero incorporado,
que ya es una parte de la plantilla complementaria. Como un resultado, la formacion de aglutinamientos no sera un
problema significativo en este caso.

[0213] X y Y podrian ser una amina y un acido carboxilico. En la presencia de carbodiimidas, X y Y reaccionaran
para formar una amida XY.

[0214] Otra version de este tipo de polimerizacién involucra la polimerizacién y activacion simultaneas del polimero
(figura 14). Los monémeros no contienen una particula enlazadora separada; en vez de eso, la reaccion de
polimerizacién conlleva a la activacion (libera a la entidad funcional de la plantila complementaria). En este
esquema, cada mondémero es incorporado y reacciona con el monémero incorporado previamente, conllevando a la
liberacion de los mondémeros incorporados previamente de la plantilla complementaria, antes de que el siguiente
monomero sea incorporado. La figura 14, ejemplo 1 muestra el uso de este principio para la formacion de
poliamidas, en este caso (- péptidos. El método, ademas, podria ser usado, obviamente, para otros péptidos, asi
como para cualquier tipo de poliamidas.

[0215] Debido a un disefio apropiado de los mondémeros, una persona podria generar otros tipos de enlaces
poliméricos por medio de reacciones de sustitucion nucleofilicas, incluyendo a enlaces de amidas, ésteres,
carbamatos, carbonatos, fosfonatos, fosfodiésteres, sulfonamidas, ureas, carbopéptidos, glicopéptidos, sacaridos,
hidracidas, disulfuros y peptoides.

[0216] En la figura 14, ejemplo 2, el mismo principio es aplicado a un tipo diferente de reaccién, una “reaccion de
polimerizacién de circulo rodante”. Un sulfonato de alquilo es utilizado aqui en un grupo eficiente que abandona,
para controlar la formacion de una amina secundaria. El resultado es una poliamina funcionalizada adherida a un
extremo de la plantilla que dirigié su sintesis. En una forma analoga, una persona podria generar poliéster y poli-
tioéter utilizando disefios moleculares similares. Los polimeros que pueden ser generados al usar a los principios
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descritos en la figura 14 y 14, ejemplo 1 y 2, incluyen a los oligodeoxinucleétidos, oligoribonucledtidos,
oligonucleétidos quiméricos, analogos de oligonucleétidos (por ejemplo, PNA, LNA), peptoides, polipéptidos y B-
péptidos.

Polimerizacion de “relleno”™: una molécula adicional regula los enlaces entre los grupos reactivos tipo Il y los
monomeros cercanos

[0217]

a). La entidad funcional porta uno o 2 grupos activos X1 y X2 del mismo tipo, mientras que X1 no puede reaccionar
con otro X1 o X2. Por ejemplo, X1 y X2 podrian ser una amina primaria y secundaria, respectivamente. Para
polimerizar, se agrega un compuesto del tipo Yl-enlazador-Y2, donde Y1 y Y2 son del mismo tipo. Y puede
reaccionar con X, pero es excluido estéricamente o quimicamente de la reaccién con otro Y. Como resultado, se
forma un X-Y-Y-X (figura 15). En forma de ejemplo, X podria ser una amina, y Y un éster activado. En el momento
de la reaccion, esto formaria un enlace éster-éster (X-Y-Y-X) entre las 2 entidades funcionales.

Es preferido que 2X de un mondémero no reaccionen en una forma significativa con la misma molécula Y-enlazador-
Y. Esto puede ser prevenido, por ejemplo, al imponer limitaciones estéricas en las moléculas, por ejemplo, Ys en la
molécula Y-enlazador-Y estan mas separadas que los Xs en el monémero.

La figura 15, ejemplo 2, suministra dos ejemplos de polimerizacion de “relleno” de poliamidas. En la figura 15,
ejemplo 2, Ay B, los grupos reactivos tipo 2 son amidas, y la molécula Y-enlazador-Y es un acido dicarboxilico o un
diéster. De cualquier forma, el producto resultante es un polimero de di-amida. Obviamente, el tipo de X y Y podria
ser cambiado, de tal forma que en los ejemplos X fuese un &cido carboxilico y Y una amina. Otras combinaciones de
Xy'Y, y sus enlaces resultantes, son dados en la figura 25, que resume algunos tipos de polimeros que pueden ser
generados por los varios principios de polimerizacion descritos en esta patente.

Para ciertas reacciones, la molécula enlazadora sélo necesita contener un grupo reactivo X. Un ejemplo es mostrado
en la figura 15, ejemplo 3 a, donde las entidades funcionales contienen 2 grupos reactivos tipo Il (aminas), y la
molécula agregada es un equivalente a fosgeno tal como 1,1'-carbonildiimidazol. El enlace resultante es un enlace
de urea. En la figura 15, ejemplo 5, los mondmeros contienen 2 grupos de hidroxilos, a los cuales se agrega un
fosfodiéster activado o un derivado activado de fosfina tal como una bisaminofosfina siguiendo una activacion con
tetrazol y una oxidacion con terc-butilhidroperéxido. El resultado es un enlace de fosfodiéster.

La entidad funcional podria, en ciertos casos, contener Unicamente a un grupo reactivo tipo Il. Se muestra un
ejemplo en la figura 15, ejemplo 6, donde un fosfodiéster activado conforma al Gnico grupo reactivo tipo Il del
mondémero. En el momento de la reacciéon con un dihidroxi, se forma una estructura de fosfodiéster.

En forma de otro ejemplo de polimerizacién de relleno, la figura 15, ejemplo 7 muestra reacciones periciclicas de
dienos (entidad funcional) que reacciona con alquenos (molécula enlazadora) para formar a un compuesto
policiclico.

Una consideracion general cuando se usa el principio de polimerizacion de relleno, es el nimero de estereocisémeros
modelados por la misma plantilla. Por ejemplo, en la figura 15, ejemplo 4, A, la entidad funcional contiene 2 aminas
primarias. La entidad funcional es conectada a la plantilla complementaria a través de un carbono quiral. La entidad
funcional podria rotar libremente alrededor del enlace que conecta su atomo quiral con la plantilla complementaria.
Por lo tanto, la reaccidon de las aminas (X) con las moléculas de enlace (carbonilos activados, (Y)) resultara en la
formacion de isémeros diferentes de 2", donde n es el nimero de residuos el polimero.

Los isdbmeros representan un incremento significativo de diversidad. Por ejemplo, para un polimero 10-mérico, la
quiralidad representa un incremento de 1024 veces en diversidad. Esto, podria, en ciertos casos, ser una ventaja,
por ejemplo, si la diversidad monomérica es baja, o si se desea hacer polimeros cortos. Sin embargo, tal “mezcla”
del cadigo genético (es decir, una plantilla codifica a diferentes estructuras poliméricas) también reduce la exigencia
del proceso de seleccién. Por lo tanto, en ciertos casos mezclas no son deseables. Uno podria escoger conectar a
las entidades funcionales a los elementos complementarios por medio de atomos que no sean quirales. En la figura
15, ejemplo 4, B, se muestra un ejemplo de un &tomo que no es quiral (nitrégeno) que conecta a la entidad funcional
con la plantila complementaria. Mezclas no se podrian involucrar en casos en los cuales un elemento
complementario especifica isomeros diferentes (tal como fue descrito anteriormente), y mezclas también podrian
involucrar casos en los cuales un elemento complementario especifica a entidades funcionales que son ligeramente
diferentes o que son completamente diferentes.

b). La entidad funcional porta 2 grupos reactivos diferentes de tipo Il, X y S (figura 16). X no reaccionacon X0 S, y
viceversa. Antes, durante o después de la incorporacion de los monémeros, las moléculas de la forma T-enlazador-Y
son agregadas. X podria reaccionar con Y, y S podria reaccionar con T conllevando a la formacién de enlaces X-S-
T-Y entre las entidades funcionales. Esto es importante para asegurar que Xy S de una entidad funcional no puedan
reaccionar con T y Y de una molécula enlazadora. Esto podria ser asegurado por un disefio apropiado de la
estructura de las entidades funcionales y de la molécula enlazadora. La figura 16, ejemplo 1, suministra un ejemplo
de una entidad funcional con grupos reactivos diferentes tipo Il, en este caso, una azida y una hidrazida (Xy S), y
una molécula enlazadora con grupos reactivos diferentes, en este caso una fosfina y una cetona (T-enlazador-Y).

[0218] Para moléculas modeladas mas largas, una rotacion libre de las entidades funcionales en relacion a la
plantilla complementaria representa un problema potencial, si las entidades funcionales no reaccionan hasta que
muchos monémeros hayan sido incorporados. En este caso, podria darse la formacion de aglutinamientos (figura
13), lo cual reduce el monto de polimeros modelados de longitud completa. El problema es, sin embargo,
Unicamente significativo para polimeros mas largos, tal como se mencion6é anteriormente. Si las moléculas
enlazadoras estan presentes durante la incorporacion de los elementos complementarios, los mondémeros
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incorporados podria reaccionar con las moléculas enlazadoras justo después de su incorporacién, o en el caso de la
incorporacion regulada por enzimas, tan pronto como estos emerjan del lugar activo de las enzimas. La formacion de
aglutinamientos no seria un problema significativo en estos casos.

Polimerizacién por “compresién”: La reaccién de polimerizacién viaja desde un extremo de la plantilla al otro.

[0219] En este método, la reaccién de polimerizacion es direccional, es decir, el proceso de reacciones empieza en
un extremo de la plantilla complementaria, y las reacciones migran al otro extremo de la plantilla complementaria,
formando, por lo tanto, un polimero modelado.

a). Principio general (figura 18). Después de la incorporacion de algunos o todos los bloqgues monoméricos de
construccion, se inicia la polimerizacion desde un extremo de la plantilla, y viaja a lo largo de la plantilla. Por
ejemplo, el iniciador podria acoplarse al primero o al Ultimo elemento complementario que va a ser incorporado, o
podria acoplarse al cebador utilizado en la incorporacién mediada por polimerasas de ADN de los derivados de
nucleétidos. De cualquier forma, el iniciador reaccionara con el grupo reactivo tipo Il del monémero cercano, el cual
induce un cambio en la entidad funcional de aquel monémero, permitiendo a éste monémero reaccionar con el
siguiente mondmero en la cadena, y asi sucesivamente. Eventualmente, todos los mondémeros habran reaccionado y
un polimero ha sido formado.

Podria ser deseable el proteger al iniciador, manteniéndolo para que no reaccione con el monémero cercano hasta
que la incorporacién haya sido completada, momento en el cual el iniciador serd desprotegido. Esto permite que la
persona que esta haciendo el experimento remueva a todos los iniciadores no incorporados y a elementos
complementarios antes de activar al iniciador, lo cual elimina la reaccion en la soluciéon entre el iniciador y los
elementos complementarios.

La desproteccion del iniciador podria ser debido a un cambio en pH o en temperatura, la exposicion a radiacion
electromagnética, o la adiciéon de un agente (que remueve a un grupo de proteccion, o induce un iniciador en una
posicion especifica, o liga o coordina al iniciador natural, para hacerlo mas potente). El agente podria ser un
catalizador quimico o una enzima, por ejemplo, una estereasa o una peptidasa.

b). Compresién por medio de una polimerizacién radical (figura 18, ejemplo 1). El iniciador es un alquil-yoduro, y las
entidades funcionales contienen un enlace doble. En el momento de la adiciéon de un iniciador radical, por ejemplo, el
amoniopersulfato, el AIBN (azobis-isobutironitrilo) u otros iniciadores de reacciones en cadena radicales, una
reaccion en cadena radical es iniciada, por la cual, los alquenos reaccionan para formar un alcano extendido y
funcionalizado. Eventualmente, el polimero ha sido elaborado, y es activado (separado de la plantilla
complementaria, excepto por un punto). El radical que queda en el extremo del polimero podria ser neutralizado por
medio de una reaccion de terminacion radical.

¢). Compresion por medio de polimerizaciones cationicas (figura 18, ejemplo 2). El iniciador es un acido de Lewis.
Cuando ocurre la desproteccion con un acido o con otro reactivo de iniciacion, se genera a un cation. El carbocatiéon
ataca al doble enlace del monémero cercano, y como resultado, se genera un carbocatién en este monémero.
Eventualmente, el polimero de longitud completa ha sido formado, y el polimero es activado.

d). Compresion por medio de polimerizaciones nucleofilicas (anidnicas) (figura 18, ejemplo 3). En este ejemplo, el
iniciador es un anién de hidroxilo protegido. La entidad funcional porta un peréxido. En el momento de la
desproteccion del iniciador el hidroxil-anion es formado (por ejemplo, por medio de una desproteccién alcalina). Bajo
condiciones basicas, el iniciador ataca al epdxido cercano en el carbon menos obstaculizado del anillo. A su vez,
esto genera a un hidroxil- anién, que ataca al epdxido cercano. Eventualmente, el polimero completo es formado, y
el poliéter puede ser activado. En este ejemplo, todos los enlazadores que conectan al poliéter a la plantilla
complementaria son separados.

Este tipo de polimerizacién también es un ejemplo de polimerizacién de apertura de anillos.

e). Polimerizacion de compresion por medio de apertura de anillos (figura 19). Se muestra al principio general de la
polimerizacién de apertura anular. El iniciador ataca al grupo reactivo X del monémero cercano. X es parte de una
estructura anular, y como resultado de la reaccion entre el iniciador y X, el anillo se abre, causando que el otro grupo
reactivo del monémero sea activado para atacar al siguiente monémero en la formacion. La polimerizacion viaja a lo
largo de la hebra, y eventualmente el polimero de longitud completa ha sido formado.

f). Formacion de B-péptidos por medio de la polimerizacidon de apertura anular de carboxianhidridos (figura 19,
ejemplo uno). El iniciador desprotegido, una amina nucleofilica, ataca al carbonilo méas electrofilico del N-
tiocarboxianhidrido, para formar una amida. CSO es liberado, generando una amina primaria, que a su vez ataca al
siguiente monémero en la formacién. Eventualmente, la polimerizacién es completada, y el polimero puede ser
activado, creando un B-péptido adherido a la plantilla complementaria o a la plantilla a través de su extremo terminal
C. El principio puede ser utilizado para formar otros tipos de péptidos, por ejemplo, a- péptidos, B- péptidos, y-
péptidos mono- disustituidos de forma D- y L-, carbopéptidos y peptoides (poliglicina N-sustituida), y otros tipos de
poliamidas. Ademas, el principio puede ser utilizado para la generaciéon de otros polimeros, tales como poliésteres,
poliureas y policarbamatos.

g). Formacion de B-péptidos por medio de la polimerizacién de apertura anular de unidades de tiacinanona (figura
19, ejemplo 2). El iniciador desprotegido ataca al tioéster ciclico, para formar una amida. Como resultado, el anillo se
descompone para liberar a una tiocetona libre. Esto genera una amina, que ahora puede atacar al tioéster del
siguiente monoémero en la formacién. Cuando la polimerizacién ha viajado al otro extremo de la plantilla, se activa,
generando a un B-péptido adherido a su plantilla por medio del extremo terminal C.

El principio puede ser utilizado para formar otros tipos de péptidos, por ejemplo, a a- péptidos, B- péptidos, y-
péptidos mono- disustituidos de forma D- y L-, carbopéptidos y peptoides (poliglicina N-sustituida), y otros tipos de
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poliamidas. Ademas, el principio puede ser utilizado para la generaciéon de otros polimeros, tales como poliésteres,
poliureas y policarbamatos.

h) Polimerizacion por compresion por medio de una reorganizacion (figura 20). En el momento de la activacion del
iniciador, que en este caso podria ser un electrofilo, el grupo reactivo tipo Il del monémero cercano ataca al iniciador,
y como resultado, libera al iniciador del elemento complementario. En el monémero que ataca, la reaccién de Y con
el iniciador conlleva a la reorganizacion del monémero, que resulta en la activacion de X, el otro grupo reactivo tipo Il
del mondémero (por ejemplo, la reorganizacion crea a un nucledfilo). Entonces, el siguiente monémero en la
formacion ataca a este nucledfilo. Eventualmente, un polimero de longitud completa ha sido formado, adherido a un
extremo de la plantilla que dirigié esta sintesis.

i). Compresion y activacion en un paso (figura 21). Por medio de un disefio apropiado de las entidades funcionales
utilizadas para la polimerizacién de apertura anular, se puede alcanzar la activacién como resultado directo de la
reaccion de polimerizacion. Al simplemente girar a la entidad funcional de arriba a abajo, es decir, adherir la porcion
del anillo que no se incorpora al polimero final de la plantilla complementaria, le ahorra al experimentador un paso de
activacion (compare la figura 21 y la figura 19). Como un ejemplo especifico, la adherencia de la estructura anular de
2,2-difeniltiacinanona de la figura 19, ejemplo 2, a los elementos complementarios a través de uno de los grupos
fenilos conllevaria a la activacion como resultado de la reaccién de polimerizacion.

Grupo 2: La entidad funcional no puede rotar librem ente en relacién al elemento complementario

[0220] En esta seccion, los grupos activos de tipo Il X y Y son mantenidos en la orientacion deseada en relacion a la
plantilla complementaria (figura 22, a). X y Y pueden, por lo tanto, reaccionar, o reaccionar con una molécula
enlazadora, sin el riesgo de formaciones de aglutinamiento (comparese con la figura 13).

[0221] La entidad funcional podria ser mantenida en una orientacion fija por un doble enlace, o por enlaces a &tomos
diferentes en el elemento complementario. La figura 22, de, suministra un ejemplo, donde la entidad funcional es
acoplada covalentemente a 2 bases de un nucleétido (el elemento complementario es un dinucleétido, la entidad
funcional contiene un dipéptido, y los grupos reactivos son las particulas de aminas y de ésteres, respectivamente).

[0222] Los polimeros que pueden ser elaborados por medio de este método incluyen a todos los polimeros
mencionados en la polimerizacién sin compresiones mencionadas anteriormente, por ejemplo, los péptidos, las
amidas, los ésteres, los carbamatos, las oximas, los fosfodiésteres, las aminas secundarias, los éteres, etcétera.

[0223] Las figuras 23 a la 25 relatan como puede evitarse una formacién de aglutinamientos por medio de
limitaciones covalentes.

[0224] Una situacion especial surge al utilizar a entidades funcionales (FE - functional entities) que son bifuncionales
debido a una rotacion libre potencial en torno al enlace enlazador-nucleétido. Una FE bifuncional tiene 2 grupos
reactivos diferentes 'X' y 'Y’, por ejemplo, un nucledfilo y un electréfilo, donde ‘X’ en una FE tiene el propésito de
reaccionar con 'Y’ en la FE cercana ya sea directamente o a través de un agente reticular. Si todas las unidades
enlazador-FE se orientan idénticamente en relacion al nucleétido padre, la polimerizacion direccional ocurrira y se
formara un producto completo de unas 5 unidades (‘la parte superior de la figura 13’). Sin embargo, la rotacion
alrededor del enlazador-enlace de algunas, pero no todas, las entidades enlazador-FE para que la orientacién
relativa de las 2 funcionalidades reverse el proceso hacia una situacion de aglutinamientos, donde los grupos
reactivos estan organizados para que la reacciéon pueda ocurrir en 2 direcciones diferentes (‘la parte inferior de la
figura 13’). Esta situacién no favorable puede ser evitada al usar entidades funcionales fijas, por lo tanto, previniendo
la rotacién en torno al enlace nucleétido-enlazador. Fijar a las FEs podria lograrse al adherir al FE por medio de 2
enlaces covalentes en vez de uno (es decir, 2 enlazadores) al nucleétido. El enlace adicional podria formarse
directamente por una de las funcionalidades, o los 2 grupos reactivos podrian adherirse a ‘brazos’ separados en una
estructura fija. En la primera situacion, el enlace adicional podria ser descompuesto durante la reaccién, mientras
que el enlace adicional en la 22 opcién deberia ser construida para qué este enlace también se separe después de la
reaccion, para liberar al producto final.

Los puntos primarios de adherencia de las unidades enlazador-FE estan comUnmente dentro de las bases de los
nucleétidos, preferiblemente en la posicion C5 en T/U y C o la posicién C7 en deaza A y deaza G. Para construir una
inhibicion eficiente de la rotacion enlazador-enlace, el 2° enlace debera ser, preferiblemente, algo distante de su
punto de adherencia. Es decir, la 22 adherencia podria ser en cualquier lugar en un nucleétido cercano,
preferiblemente en la base o en la parte del azlicar. Podria ser un 2° &tomo en la misma base, preferiblemente en la
posicion C6 en T/U y C o la posicion C8 o N6 en (deaza) A o (deaza) G. O podria ser un atomo de la particula de
azucar, preferiblemente en la posicién C2 o C3. Ejemplos explicitos son dados en la figura 23.

[0225] Debe tomarse en cuenta que los nucleétidos que portan algunos de estos enlazadores doblemente adheridos
podrian ser necesarios para incorporarse por otros medios que usando una polimerasa. Una alternativa a la
incorporacion de polimerasa es el método de imidazol descrito en otras secciones de este documento.

[0226] Para mostrar el efecto de restringir covalentemente a la FE para asegurar una polimerizacion direccional una

serie de computos informaticos han sido realizados en 2 ejemplos mostrados en la figura 23A y 23B. El proposito es
analizar a varios modelos de ataque para cada estructura enlazador-FE, estimando la reaccién mas probable y, por
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lo tanto, el producto méas probable. Por lo tanto, se necesita estimar el espacio de conformaciéon cubierto por la
unidad enlazador-FE y las zonas ocupadas por los grupos reactivos.

[0227] El espacio de conformacién de un sistema especifico enlazador-FE, es decir, el rango del FE, puede
estimarse al hacer una busqueda de conformaciones. Las blUsquedas de conformaciones pueden realizarse
utilizando varios softwares diferentes y dentro de estos programas utilizando diferentes métodos de bisqueda los
cuales son un conocimiento estandar dentro del campo. Para sistemas del tamafio mencionado en este texto no es
posible realizar una busqueda convergente de conformaciones, es decir, para asegurar que pasos suficientes han
sido tomados para qué toda la superficie de la energia potencial haya sido cubierta, y, por lo tanto, que la
conformacién de energia minima ubicada sea realmente el minimo global para la molécula. Sin embargo, el
propésito de estos calculos es obtener una imagen del espacio permitido que va a ser cubierto por la unidad
enlazador-FE y, por lo tanto, estimar el método mas factible de ataque entre 2 FEs y la posibilidad de que los grupos
reactivos entren en una distancia de reaccién. Los métodos eficientes de blsqueda de conformaciones utilizan un
namero limitado de pasos para cumplir este propdsito.

[0228] EI término conformaciones en este documento significa orientaciones estructurales individuales que difieren
por una simple rotacién en torno a enlaces individuales. Conformaciones diferentes podrian, adicionalmente, dar
lugar a diferentes configuraciones generales, es decir, una organizacién general de 2 grupos reactivos de
nucleétidos completamente modificados que dan lugar a una direccion especifica en una reaccion. Es decir, 4
unidades enlazador-FE con todos los "X’ en la misma direcciéon corresponden a una configuracion especifica, y 4
unidades enlazador- FE organizadas, por ejemplo, con 2 ‘X’ apuntando en una direccién y las otras 2 en la direccion
opuesta corresponde a otra configuracién especifica. Dentro de una configuracion, muchas conformaciones
diferentes son posibles, pero todas estas resultan en el mismo producto “‘mas probable” puesto que se preserva la
orientacion general (direccion) de los grupos reactivos.

[0229] Los calculos realizados en esta investigacién han sido realizados utilizando el software MacroModel7.2 de
Schradinger Inc (MMOD72). Dentro de este paquete informatico una serie de diferentes protocolos de blsqueda
esta disponibles, incluyendo el método ‘la modalidad minima / baja multiple mixta de Montecarlo’ (MCMM/LM - Mixed
Monte Carlo Multiple Minimum/Low Mode), que demostr6 ser muy efectivo para ubicar la energia minima para
sistemas grandes y complicados.

Detalles computacionales

[0230] ADN de doble hebra con la secuencia base 5-GCTTTTTTAG-3' (hebra superior) (ejemplo mostrado en la
figura 24) o 5-GCTTTTAG-3' (hebra superior) (ejemplo mostrado en la figura 25) fue construido utilizando
HyperChem?7 de HyperCube
Inc en la conformacién B mas frecuente. Las unidades enlazador-FE fueron construidas utilizando a ChemDraw Ultra
6.0 y Chem3D Ultra 6.0 de ChemOffice. Las unidades enlazador-FE y el ADN fueron importados a MMOD72. Los
enlazadores fueron fusionados entonces a los nucledtidos correspondientes utilizando la caracteristica de
construccion en MMOD72, fusionando al atomo carbono de metilo de los nucleétidos T con el atomo enlazador
apropiado, creando, en efecto, un nucleétido U modificado. En todos los calculos, todos los atomos de ADN fueron
mantenidos congelados, es decir, no se les permiti6 moverse, para reducir el tamafio de los sistemas y evitar
distorsiones dentro de la hebra de ADN. El sistema total fue minimizado en lo que se refiere a energia (manteniendo
a los atomos de ADN congelados) utilizando el campo de fuerza OPLS_AA suplementado en MMOD72. Fue
necesario restringir el angulo de diedro que conecta al nucleétido y al enlazador, es decir, el diedro de N1, C6, C5y
el primer atomo enlazador fue colocado a 180.0 grados y se aplico una fuerza constante entre 100 y 1000. Sin la
restriccion ninguno de los campos de fuerza de MMOD72 se preservé el plano, posiblemente debido a una
constante de fuerza muy débil fuera del plano para este diedro en especifico.

[0231] Analisis de conformaciones fueron realizados utilizando el método MCMM/LM, ejecutando 2000 pasos con un
corte de energia de 50 kJ/mol, y con una distancia minima y maxima viajada por el atomo que se movia mas rapido
de 3y 8 A, respectivamente. Dependiendo del tamafio especifico del sistema, a 11-19 torsiones se les permitio
variar, y finalmente cada conformador fue minimizado por 500-1000 pasos gradiente de conjugaciones PR (esto
resultd6 en que la mayoria de conformadores fueron minimizados para que quepan dentro de un limite de
convergencia de 0.05 kJ/mol). La quiralidad de los atomos quirales fue preservada durante los calculos.
Adicionalmente, para los sistemas con enlazadores restringidos covalentemente, un enlace de cierre anular (ya sea
el enlace de amida o el enlace base-S formado) fue escogido dentro de cada anillo.

Resultados

[0232] Una forma de crear un 2° punto de adherencia es el enlazar una de las entidades funcionales por medio de
un enlace que puede romperse con el nucledtido cercano. En efecto, esto significa que se utilizaron dinucleétidos en
vez de mononucleétidos y ademas la longitud del FE fue incrementada. Utilizando este método, un grupo de puntos
vélidos de adherencia existe; la figura 23A es un ejemplo de adherencia a la misma posicién de la base cercana. El
enlazador 1A es construido de un B-dipéptido, con el extremo amino conectado a la base 5’ por medio de un enlace
de disulfuro que tiende a una separacién reductiva y el extremo carboxi ligado directamente a la base 3'. Cuando la
reaccion ocurre, el grupo amino de una unidad dinucleétido-enlazador-FE rompera al enlace del éster del
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dinucleétido-enlazador-FE anterior. Utilizando la misma unidad enlazador-FE sin el 2° punto de adherencia
corresponde a utilizar dipéptidos en mononucle6tidos espaciados de un nucleétido. Un enlazador-FE como ese porta
2 grupos reactivos en brazos separados y tiene una rotacion libre en torno al enlace nucleétido-enlazador y es, por lo
tanto, un ejemplo de un enlazador-FE disfuncional que porta el riesgo de la formacion de ordenamientos en el caso
de que no haya una polimerizacion direccional. Ejecutar 2000 pasos de busqueda de conformaciones del enlazador
adherido individualmente resulta en 490 conformaciones Unicas (849 conformaciones después de 500 pasos de
minimizacion, 490 después de 500 pasos adicionales) con el minimo ‘global’ ubicado una vez. La conformacion con
mas baja energia que resulta en un producto completo tiene un rango 8 y se muestra en la figura 24A y resulta ser el
producto mas probable (todavia adherido a la estructura de ADN) en la figura 24B. Tal como puede observarse, los
grupos reactivos se organizan con todos los grupos aminos hacia arriba y todos los grupos carboxi hacia abajo, y las
2 reacciones que son requeridas para generar un producto completo son hacia adelante. El producto completo
liberado se muestra en la figura 24 H. Sin embargo, de lejos, la mayoria de conformaciones, incluyendo el minimo
‘global’, no tienen esta configuracién general. La figura 24C muestra la conformacion del 2° rango mas alto y el
producto mas probable mostrado en la figura 24D. Tal como puede observarse, esta organizacién de los grupos
reactivos resulta en la formacion de un producto incompleto. Las 2 unidades enlazador-FE en el extremo 3’ han
formado un enlace de amida, pero la unidad enlazador-FE de 5’ tiene la orientacion opuesta general resultando en 2
grupos carboxi (uno de la unidad enlazador-FE de 5’ y otro de las unidades fusionadas enlazador-FE de 3’) siendo
los 2 grupos reactivos cercanos y por lo tanto ninguna reaccién es posible. La liberacién de este producto, por lo
tanto, resulta en un dimero (y un mondémero); el dimero es mostrado en la figura 22. De las 364 conformaciones
Unicas dentro de 10 kJ/mol del minimo ubicado, aproximadamente 330 resultan en la formacion de varios productos
incompletos.

[0233] Ejecutando 2000 pasos de busqueda de conformaciones del enlazador doblemente adherido, resulta en 125
conformaciones Unicas con el minimo ‘global’ ubicado 9 veces. Esta conformacion de energia minima se muestra en
la figura 24E, donde todas las FEs han sido observadas que se organizan con los grupos aminos apuntando hacia
abajo y los grupos carboxi apuntando hacia arriba. Claramente, esta configuracion general es la Unica posible para
el enlazador doblemente adherido, dando lugar a solamente un producto probable mostrado en la figura 24F
(todavia adherido a la estructura del ADN). La liberacion de este producto genera al producto completo de 3
unidades, figura 24G.

[0234] Por lo tanto, este ejemplo muestra primeramente que la rotacién alrededor de los enlaces nucleétido-
enlazador resulta en (muchas) configuraciones que no son capaces de formar productos completos. Sin embargo,
otro asunto importante es la diferencia en los productos completos formados. Las FEs utilizadas en este ejemplo son
construidas de B-aminoacidos no sustituidos y, por lo tanto, no existe una diferencia entre los productos completos
mostrados en la figura 24G y H. Sin embargo, al utilizar a las FEs adheridas individualmente la polaridad de los
productos formados puede cambiar (es decir, el grupo amino libre de la FE adherida a 3’ o el grupo amino libre de la
FE adherida a 5’) y, por lo tanto, se pueden formar productos potencialmente muy diferentes. Al utilizar a entidades
funcionales fijas, Unicamente una configuracién general es posible y Gnicamente un producto con una polaridad
especifica puede formarse.

[0235] Otra posibilidad de un punto de adherencia es el azlcar del nucleétido padre, tal como se utiliza de ejemplo
en la figura 23B, C y D. Esta opcién permite la utilizacion de mononucleétidos en vez de dinucle6tidos enlazados tal
como se mencion6 anteriormente. Ambos hidrogenos del C2 pueden ser reemplazados por atomos enlazadores, sin
embargo, para estructuras anulares mas cortas es preferido el uso de aquel que mira de frente al mismo plano que
la base. El carbono 3 de la particula de azlcar forma un enlace con el grupo fosfato, pero todavia queda una
posibilidad de adherencia que puede ser utilizada para propésitos de fijacion del enlazador. EI mismo mantiene a C1,
sin embargo, el espacio alrededor de esta sustitucion posiblemente es limitado. Los atomos carbonos 4 y 5 de la
particula azdcar son muy distantes del punto de adherencia de la base y, por lo tanto, requieren sistemas anulares
grandes para ser utilizados para este propdsito.

El enlazador-FE 1 B es construido de un y- aminoacido adherido por medio de un enlace de disulfuro propenso para
una separacion reductiva a la posicion de C5 de T/U. La unidad enlazador-FE 1 B es, por lo tanto, otro ejemplo tipico
de un sistema enlazador-FE bifuncional capaz de rotacion del enlace nucleétido-enlazador que porta el riesgo de la
formacion acumulaciones debido a la falta de polimerizacién direccional. Una fijacion de esta FE se muestra en el
ejemplo 1 B (a la derecha) y utiliza la posicion de C2 en el mismo lado del plano que la base. La FE ahora restringe
a un y- aminoécido enlazado a través del grupo carboxilo al azticar por medio de un enlace de éster hidrolizable y en
el extremo amino a la posicion C5 de T/U por medio de un enlace de disulfuro propenso a oxidacion. La unidad 1B
enlazador-FE doblemente adherida es, por lo tanto, un enlazador-FE bifuncional con un grupo reactivo libre y el otro
suministrando la 22 adherencia. Utilizando casi la misma unidad enlazador-FE pero dejando al extremo carboxilo
libre al introducir un 2° grupo de ésteres en calidad de un enlazador hidrolizable tal como se muestra en el ejemplo
1C. Analisis informaticos de los enlazadores-Fes 1B y 1C resultan en condiciones similares, y los resultados a
continuacion se refieren al enlazador 1B.

[0236] Busquedas de conformaciones de los 2 esquemas diferentes revelan claramente el efecto de prevenir la
rotacion del enlace vinculador por medio de una adherencia covalente adicional.

El ejecutar 2000 pasos de busqueda de conformaciones del enlazador-FE adherido individualmente resulta en 445
conformaciones Unicas con el minimo ‘global’ ubicado una vez. Esta conformacién se muestra en la figura 25A vy el
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producto resultante mas probable (todavia adherido a la estructura de ADN) en la figura 25B. Tal como puede
observarse, este es el producto completo, es decir, todas las 4 unidades estan enlazadas entre si por medio de
enlaces de amidas. El producto completo liberado se muestra en la figura 25G. Sin embargo, muchas otras
configuraciones generales son posibles para este sistema, con un ejemplo que se muestra en la figura 25C. El
producto mas probable que resulta de la configuracion 3C se muestra en la figura 25D y, como puede observarse,
esta configuracion de grupos reactivos resulta en la formacién de un producto incompleto, es decir, las unidades
enlazador- FE son enlazadas 2 y 2 entre si sin posibilidades de una reaccién de fusion. La liberacion de este
producto resulta en 2 dimeros, mostrados en la figura 25 H. De las 334 formaciones Unicas dentro de 10 kJ/mol del
minimo ubicado, aproximadamente 215 resultaron en la formacion de varios productos incompletos.

[0237] Al ejecutar 2000 pasos de buisqueda de conformaciones del FE adherido doblemente resultdé en 386
conformaciones Unicas con el minimo ‘global’ ubicado 2 veces. Esta conformacién se muestra en la figura 25E vy el
producto resultante mas probable (todavia adherido a la estructura de ADN) en la figura 25 F. Sin embargo, puesto
gue no hay posibilidades de un intercambio de grupos reactivos, las conformaciones se diferencian Unicamente por
variaciones menores en los diedros (por ejemplo, la rotacion del grupo CH2NH2). Claramente, so6lo una
configuracion general es posible para la FE adherida doblemente, dando lugar a sélo un producto probable, el
producto completo de 4 unidades (figura 25 G).

[0238] Por lo tanto, las investigaciones computacionales muestran claramente que existe una rotacion extensiva en
torno a los enlaces nucledtido-enlazador y que esta flexibilidad resultara en una proporcién significativa de los
productos formados que no son completos. Los calculos también muestran que el utilizar entidades funcionales
covalentemente fijas es una forma de prevenir la rotacion del enlazador, y, por lo tanto, una polimerizacién
unidireccional efectivamente segura. Adicionalmente, los productos completos resultan de utlizar FES no
restringidos de un grupo diverso, puesto que existe mas de una posibilidad de configuracion de los grupos reactivos
en una forma que permita reacciones entre todas las unidades. Naturalmente, estas tendencias seran ain mas
pronunciadas utilizando mas de 3 a 4 unidades enlazador-FE tal como fue aplicado en estos ejemplos.

Bloques de construccion capaces de transferir a ent idades funcionales.

[0239] La siguiente seccion describe la formacion y el uso de bloques monoméricos de construccién capaces de
transferir a una entidad funcional desde un bloqgue monomérico de construcciéon a otro bloque monomérico de
construccién, es decir, 2 entidades funcionales de los bloques monoméricos de construccion reaccionan, de tal
forma que una entidad funcional es separada de su bloque monomérico de construccidn bajo las condiciones
aplicadas.

Seccién general
[0240] Proteccioén y desproteccion de derivados de maleimida:

—_ - — —_— | -n

O o}

[0241] Los derivados de maleimidas (por ejemplo, R = H, alquilos, arilos, alcoxis, etc.) podrian, en cualquier paso
gue se muestra a continuacion, estar presentes en una forma protegida. La proteccion se logra por medio de la
reaccion con furano. La desproteccion puede lograrse por medio de termdlisis, tal como fue descrito por Masayasu
et al., J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 (1980) 2122.

A. Reacciones de acilacién

Ruta general para la formacion de bloques monoméricos de construccion acilantes y sus usos:

[0242]
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[0243] La N-hidroximaleimida (1) podria ser acilada mediante el uso de un acilcloruro, por ejemplo, un acetil-cloruro
0 alternamente acilada en, por ejemplo, THF mediante el uso de una diciclohexilcarbodiimida o una
diisopropilcarbodiimida y un &cido, por ejemplo, acido acético. El intermediador puede ser sujeto a una adicion de
Michael mediante el uso en exceso de 1,3-propaneditiol, seguido por una reaccion con disulfuro de 4,4’-dipiridilo o
disulfuro de 2,2'-dipiridilo. Este intermediador (3) puede ser cargado entonces a un oligonucleétido que porta un
elemento tiol para generar al bloque monomérico de construccion (4). La reaccion de este bloque monomeérico de
construccion con una amina que porta a un bloque monomérico de construccion se realiza de la siguiente forma:
El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con un oligonucledétido tio cargado con un bloque de construccién,
por ejemplo, (4) (1 nmol) y un amino-oligonucleétido (1 nmol) en un amortiguador hepes (20 ul de 100 mM de hepes
y 1 M de solucion de NaCl, pH = 7.5) y agua (39 pl). Los oligonucleétidos son recosidos a la plantilla al calentarse a
50 °C y enfriarse (2 °C/2°) a 30 °C. La mezcla se deja reposar o/n a una temperatura fluctuante (10 °C durante un
segundo y entonces 35 °C durante un segundo), para generar al enlace de la plantilla (5).
B. Reacciones de alquilacién C. Reacciones vinilacion

Ruta general para la formacion de bloques monoméricos de construccion alquilantes/vinilantes y sus usos:
[0244] Los bloques de construccion monoméricos alquilantes podrian tener la siguiente estructura general:

1
R r1

T,
R
o) P 0
M R?‘r \D ] A
St D'=§‘-g.

R

R' = H, Me, Et, iPr, CI, NO;
R? = H, Me, Et, iPr, Cl, NO,
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[0245] R' y R? podrian ser utilizados para afinar la reactividad del sulfato para permitir una reactividad apropiada.
Una sustitucion de cloro y nitro incrementara la reactividad. Los grupos alquilos reducirdn la reactividad. Los
sustituyentes orto al sulfato, debido a razones estéricas, dirigiran a nucledfilos entrantes para atacar al grupo R
selectivamente y evitar atacar al sulfuro. Por ejemplo,

Ly O D
b
N =5
" tg) tgn 76
(6) (7) (8)
Q Q‘D
o N D%:""G
m i
i o=b—o I
W o
9) (10}
N ﬂﬁgﬁo
4 3
Me Me
—NH; —5 —NH
(10) (11)
Plantilla

[0246] El 3-Aminofenol (6) es tratado con un anhidrido maléico, seguido de un tratamiento con un acido, por
ejemplo, H2SO4 o P205 y calentado para generar una maleimida (7). El cierre anular de la maleimida también
podria lograrse cuando un grupo acido estable de protecciéon de O es utilizado por medio de un tratamiento con
Ac20 con o sin un calentamiento, seguido por una desproteccién de O. Alternamente, un reflujo en Ac20, seguido
por una desacetilacion de O en agua/diocesano caliente para generar a (7). Tratamientos adicionales de (7) con
SO2CI2 con o sin trietilamina o carbonato de potasio en diclorometano o un solvente de ebullicion mas alta generara
al intermedio (8), que podria ser aislado o transformado directamente a un sulfato de alquilo de arilo por medio de
una neutralizacion con el alcohol apropiado, en este caso MeOH, donde (9) sera formado. El bloque organico de
construccién (9) podria ser conectado con un oligonucledtido de la siguiente forma.

[0247] EI oligonucledtido que tiene a un tiol en un amortiguador de 50 mM de MOPS o hepes o fosfato pH 7.5 es
tratado con 1-100 mM de solucion y preferiblemente 7.5 mM de solucion del bloque organico de construccién (9) en
DMSO o alternamente DMF, para que la concentracion DMSO/DMF sea del 5-50%, y preferiblemente 10%. A la
mezcla se la deja reposar durante 1-16 horas y preferiblemente 2-4 horas a 25 °C. Para generar el alquilante, en
este caso el bloque monomérico de construccién metilante (10).

[0248] La reaccion del bloqgue monomérico de construccién alquilante (10) con un bloque monomérico de
construccién que porta una amina podria ser conducida de la siguiente forma:

El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con un oligonucleétido tio cargado con un bloque de construccion (1
nmol) (10) y un amino-oligonucledtido (1 nmol) en un amortiguador hepes (20 pl de 100 mM de hepes y 1 M de
solucién de NaCl, pH = 7.5) y agua (39 pl). Los oligonucleétidos son recosidos a la plantilla al calentarlos a 50 °C y
enfriarlos (2 °C/2°) a 30 °C. A la mezcla se le deja que repose o/n a una temperatura fluctuante (10 °C durante un
segundo y entonces 35 °C durante un segundo), para generar a la metilamina enlazada a la plantilla (11).
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[0249] Un bloque monomeérico de construccion vinilante puede ser preparado y utilizado en forma similar a como se
describié anteriormente para un bloque monomérico de construccién alquilante. Aunque en vez de reaccionar al
clorosulfonato (8 mencionado anteriormente) con un alcohol, el clorosulfato intermedio es aislado y tratado con un
enolato u O-trialquilsililenolato con o sin la presencia de fltor, por ejemplo,

= 3P = S

H; N D"—-]S‘-ﬂ

(6} (7 (8)

o 0 I+
\ 8 H
0 \__ S N

H
(12) CN {13)

Formacion del bloque monomérico de construccién vinilante (13):

[0250] El oligonucleétido que porta un tiol en un amortiguador de 50 mM de MOPS o hepes o fosfato pH 7.5 es
tratado con 1-100 mM de solucién y preferiblemente 7.5 mM de solucién del bloque organico de construccién (12) en
DMSO o alternamente DMF, para que la concentracion DMSO/DMF sea 5-50%, y preferiblemente 10%. A la mezcla
se le deja que repose durante 1-16 horas y preferiblemente 2-4 horas a 25 °C para generar al bloque monomérico de
construccién vinilante (13).

[0251] EI sulfonilenolato (13) podria ser utilizado para reaccionar con un bloque monomérico de construccion que

porta una amina para dar una enamina (14a y/o 14b) o, por ejemplo, reaccionar con un carbanién para generar a
(15a y/o 15b). Por ejemplo,

—_—
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Plantilla (13) (14a) (14b)
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[0252] La reaccion del bloque monomérico de construccion vinilante (13) y un bloque monomeérico de construccion
que porta a una amina o nitroalquilo puede realizarse de la siguiente forma:

El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con un oligonucleétido tio cargado con un bloque de construccion (1
nmol) (13) y un amino-oligonucleétido (1 nmol) o un nitroalquil-oligonucledtido (1 nmol) en 0.1 M de TAPS, un
amortiguador de fosfato o de hepes y 300 mM de solucién de NaCl, pH 7.5-8.5 y preferiblemente un pH = 8.5. Los
oligonucledtidos son recosidos a la plantilla al calentarse a 50 °C y enfriarse (2 °C/2°) a 30 °C. A la mezcla se le deja
que repose a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y 35 °C durante un segundo), para generar el
enlace de la plantilla (14a/b o 15a/b). En forma alterna a los sulfatos de alquilo y de vinilo descritos anteriormente,
podrian ser igualmente efectivos los sulfonatos tal como, por ejemplo, (31) (sin embargo, con R” en forma de un
alquilo o un vinilo), como es descrito mas adelante, ser preparado de (28, con el grupo fenilo sustituido por un grupo
alquilo) y (29), y ser utilizados como agentes alquilantes o vinilates.

D. Reacciones de Alguenilacién

Ruta general para la formacion de bloques monoméricos de construccion de Wittig y HWE y sus usos:
[0253] Bloques de construccion comercialmente disponibles (16) pueden ser transformados a un éster de NHS (17)
por medios estandar, es decir, acoplamientos de DCC o DIC.

[0254] Un oligonucledtido que porta a una amina en un amortiguador de 50 mM de MOPS o hepes o un fosfato pH
7.5 es tratado con 1-100 mM y preferiblemente una solucion de 7.5 mM del bloque organico de construccion en
DMSO o alternamente DMF, para que la concentracion esté entre el 5-50%, y preferiblemente el 10%. A la mezcla
se le deja reposar durante 1-16 horas y preferiblemente 2-4 horas a 25 °C. Para generar un bloque monomérico de
construccion (18) enlazado a fosfina DMSO/DMF. La concentracion es del 5-50%, y preferiblemente el 10%. A la
mezcla se le deja que repose durante 1-6 horas y preferiblemente 2-4 horas a 25 °C. Para dar un bloque
monomeérico de construccion enlazado a la fosfina (18). Este bloque monomérico de construccion es transformado
aun mas por medio de la adiciéon de un alquilhaluro apropiado, por ejemplo, N,N-dimetil-2-yodoacetamida en forma
de 1-100 mM y preferiblemente 7.5 mM de una solucion en DMSO o DMF tal como las concentraciones de
DMSO/DMF del 5-50%, y preferiblemente el 10%. A la mezcla se le deja para que repose durante 1-16 horas y
preferiblemente 2-4 horas a 25 °C para dar al bloque monomérico de construccién (19). Alternamente a esto, el
bloque organico de construcciéon (17) puede ser P-alquilatado con un alquilhaluro y luego ser acoplado a un
oligonucledtido que porte una amina para generar a (19).

[0255] Un bloque monomérico de construccion enlazado a un aldehido (20), por ejemplo, formado por la reaccién
entre el éster de NHS de acido 4-formilbenzoico y un oligonucleétido que porta una amina, utilizando condiciones
similares a aquéllas descritas anteriormente, reaccionard con (19) bajo condiciones ligeramente alcalinas para
generar al alqueno (21).
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[0256] La reaccién de los bloques monoméricos de construccién (19) y (20) podria ser conducida de la siguiente

manera:

El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con el bloque monomérico de construcciéon (19) (1 nmol) y (20) (1
nmol) en 0.1 M de TAPS, amortiguador de fosfato o hepes y 1 M de solucién de NaCl, pH = 7.5-8.5 y preferiblemente
pH = 8.0. La mezcla de la reaccién se deja a que repose a 35-65 °C preferiblemente a 58 °C durante la noche para

generar un enlace plantilla (21).

Como una alternativa a (17) se pueden usar en vez de eso a fosfonatos (24). Pueden ser preparados por la reaccién
entre dietilclorofosfito (22) y el alcohol apropiado que porta a un carboxi. El &cido carboxilico es transformado
entonces en un éster de NHS (24) y el proceso y alternativas descritas anteriormente pueden aplicarse. Aunque en
vez de una P- alquilacion simple, el fosfito experimentara una reaccion de Arbuzov y generara al fosfonato. El bloque

monomeérico de construccion (25) se beneficia del hecho que es mas reactivo que su contraparte de fosfonio (19).
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E. Reacciones de arilacién, hetailacion y vinilacién catalizadas por metales de transicién

[0257] Bloques monomérico de construccion electrofilicos (31) capaces de transferir una funcionalidad de arilo, de
hetarilo o de vinilo podrian prepararse a partir de los bloques organicos de construccién (28) y (29) mediante el uso
de procedimientos de acoplamiento para derivados de maleimida a oligonucledtidos que portan a SH descritos
anteriormente. Alternamente a la maleimida, derivados de NHS- éster podrian prepararse de, por ejemplo, derivados
del acido carboxibencensulfonico, por medio de acoplamiento de estos a oligonucleétidos que portan aminas. El
grupo R de (28) y (29) es utilizado para afinar la reactividad del sulfonato para generar la reactividad apropiada.

[0258] El acoplamiento reticular catalizado por metales de transicion es realizado de la siguiente forma:

Una pre - mezcla de 1.4 mM de Na;PdCls y 2.8 mM de P(p-SO3C6H4)3 en agua que se dejo a reposar durante 15
minutos se agregd a una mezcla del oligonucleétido plantilla (1 nmol) y los bloqgues monoméricos de construccion
(30) y (31) (ambos 1 nmol) en 0.5 M de amortiguador de NaOAc con un pH =5y 75 mM de NaCl (final [Pd]=0.3
mM). A la mezcla se le dejo a reposar o/n a 35-65 °C preferiblemente a 58 °C, para generar el enlace plantilla (32).
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R” = arilo, hetarilo o vinilo
[0259] Bloques monomeéricos de construccion nucleofilicos correspondientes capaces de transferir una funcionalidad
de arilo, hetarilo, o vinilo pueden ser preparados a partir de bloques organicos de construccion tipo (35). Esto es
disponible por medio de una esterificacion de un acido borbdénico por un diol, por ejemplo, (33), seguido de una
transformacion al derivado de NHS-éster. El derivado de NHS-éster podria entonces ser acoplado a un
oligonucleétido, por medio de procedimientos de acoplamiento para derivados de NHS-ésteres a oligonucleétidos
que portan aminas tal como fue descrito anteriormente, para generar el blogue monomérico de construccién tipo
(37). Alternamente, derivados de maleimidas pueden prepararse tal como se describié anteriormente y cargarse en
oligonucledtidos que portan a SH.

[0260] El acoplamiento transversal catalizado por metales de transicién es conducido de la siguiente forma:

Una pre - mezcla de 1.4 mM de Na2PdCl4 y 2.8 mM de P(p-SO3C6H4)3 en agua que fue dejada a reposar durante
15 minutos se agregé a una mezcla del oligonucleétido plantilla (1 nmol) y los bloques monomérico de construccion
(36) y (37) (ambos 1 nmol) en 0.5 M de amortiguador de NaOAc con un pH =5y 75 mM de NaCl (final [Pd]=0.3
mM). A la mezcla se dej6 que repose o/n a 35-65 °C, preferiblemente a 58 °C, para generar al enlace plantilla (38).
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F. Reacciones de bloques monoméricos de construccién de enamina y enoléter

[0261] Bloques monoméricos de construccion cargados con enaminas y enoléteres pueden ser preparados de la
siguiente forma:

Para Z=NHR (R=H, alquilo, arilo, hetarilo), una 2-mercaptoetilamina podria reaccionar con un disulfuro de dipiridilo
para generar al disulfuro activado (40), el cual puede ser condensado entonces a una cetona o a un aldehido bajo
condiciones de deshidratacion para generar a la enamina (41).

Para Z=OH, el 2-mercaptoetanol reacciona con un disulfuro de dipiridilo, seguido por una O-tosilacion (Z=OTs). El
tosilato (40) reacciona entonces directamente con un enolato o en la presencia de fluoruro con un O-
trialquilsililenclato para generar al enolato (41). La enamina o el enolato (41) podria entonces acoplarse a un
oligonucledtido que porte a SH tal como se describid anteriormente para generar al blogue monomérico de
construccién (42).
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[0262] Los bloques monoméricos de construccion (42) podrian reaccionar con un oligonucleétido que porta un
carbonilo tal como (44) o alternamente un oligonucledtido que porta a un alquilhaluro tal como (43) de la siguiente
forma:

El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con los bloques monoméricos de construccién (42) (1 nmol) y (43)
(2 nmol) en 50 MM de MOPS, amortiguador de fosfato o de hepes y 250 mM de solucién de NaCl, pH = 7.5-85 y
preferiblemente pH = 7.5. La mezcla de la reaccion se la deja a que repose a 35-65 °C, preferiblemente a 58 °C
durante la noche o alternamente a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y entonces 35 °C durante
un segundo) para generar al enlace plantilla (46), donde Z = O o NR. Para los compuestos en los cuales Z = NR se
podrian aplicar condiciones ligeramente acidas para generar al producto (46) con Z = O.

El oligonucledtido plantilla (1 nmol) es mezclado con los bloques monoméricos de construccién (42) (1 nmol) y (44)
(2 nmol) en 0.1 M de TAPS, amortiguador de fosfato o de hepes y 300 mM de solucién de NaCl, pH = 7.5-85 y
preferiblemente pH = 8.0. La mezcla de la reaccién se la deja a que repose a 35-65 °C preferiblemente a 58 °C
durante la noche o alternamente a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y luego 35 °C durante un
segundo) para generar al enlace plantilla (45), donde Z = O o NR. Para compuestos en los cuales Z = NR se pueden
aplicar condiciones ligeramente acidas para generar al producto (45) con Z = O.
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[0263]Enoléteres tipo (13) podrian experimentar una ciclo-adicion con o sin una catalisis. Asimismo, se podrian
preparar y utilizar dienoléteres, por ejemplo, por medio de una reaccién de (8) con el enolato o trialquilsililenolato (en
la presencia de fluoruro) de una cetona o aldehido no saturada por a,B- para generar a (47), que podria ser cargada

(42)

—_— -

(46)

Z=0NR

en un oligonucleétido que porta a SH, para generar al bloque monomeérico de construccion (48).
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[0264] EI dieno (49), el eno (50) y el 1,3-dipolo (51) podrian formarse por medio de una reaccién simple entre un
oligonucledtido que porta un amino y el NHS-éster del bloque organico de construccion correspondiente. La reaccién
de (13) o alternamente (31, R” = vinilo) con dienos tales como, por ejemplo, (49) para generar a (52) o, por ejemplo,
1,3-dipolos (51) para generar a (53) y la reaccién de (48) o (31, R” = dienilo) con enos, tal como, por ejemplo, (50)
para generar a (54) puede realizarse de la siguiente manera:

El nucleétido plantilla (1 nmol) es mezclado con el bloque monomérico de construccion (13) o (48) (1 nmol) y (49) o
(50) o (51) (2 nmol) en 50 mM de MOPS, amortiguador de fosfato o de hepes y 2.8 M de solucion de NaCl, pH = 7.5-
8.5 y preferiblemente pH = 7.5. La mezcla de la reaccion se deja 35-65 °C, preferiblemente a 58 °C durante la noche
0 alternamente a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo luego 35 °C durante un segundo) para
generar el enlace plantilla (52), (53) o (54).
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Separacion del enlazador

[0265] La activacién (separacion de algunos o todos los enlazadores que conectan a los elementos
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complementarios y a la entidad funcional) puede realizarse por medio de cambios en el pH y/o la temperatura,
adicion de reactivos o catalizadores, enzimas o ribozimas, o luz, ultravioleta u otra radiacion electromagnética,
etcétera. Particularmente, enzimas relevantes incluyen a proteasas, estearasas, y nucleasas. Una lista de
enlazadores separables y las condiciones para su separacion se muestra en la figura 10.

[0266] Otros enlazadores separables incluyen a la particula del acido fenoxiaceético de 4-hidroximetilo, que es
separada por acido, la particula del acido 2-[(terc-butildifenilsiloxi)metillbenzoico que es separable con fluoruro, y el
fosfato de una particula de acido benzoico de 2-hidroximetilo que suministra a un enlazador separable por medio de
una combinacién de un tratamiento de fosfatasa alcalina seguido por un tratamiento de una alcalina moderada.

[0267] En la mayoria de casos, es deseable tener por lo menos 2 tipos diferentes de enlazadores que conecten a
elementos complementarios con las entidades funcionales. De esta forma, es posible separar selectivamente a
todos excepto a uno de los enlazadores entre la plantilla complementaria y las entidades funcionales, obteniendo,
por lo tanto, un polimero enlazado fisicamente a través de sélo un enlazador a la plantilla que model6 su sintesis.
Este enlazador intacto deberia afectar las actividades del polimero adjunto lo menos posible, pero aparte de eso, la
naturaleza del enlazador no es considerada como una caracteristica esencial de este invento. El tamafio del
enlazador en términos de la longitud entre la plantilla y el polimero modelado puede variar ampliamente, pero para
propositos del invento, la longitud esta, preferiblemente, en el rango de la longitud de sélo un enlace, a una cadena
con una longitud de alrededor de 20 atomos.

Seleccién y examinacién de moléculas modeladas

[0268] La seleccién o examinacion de las moléculas modeladas con las actividades deseadas (por ejemplo, enlaces
a un objetivo, una actividad catalitica o un efecto particular especificos en un ensayo de actividad) podria realizarse
de acuerdo a cualquiera de los protocolos estandar. Por ejemplo, selecciones de afinidad podrian realizarse de
acuerdo a los principios utilizados para péptidos mostrados por la presentacién de fagos, polisomas o la fusién
proteinica de ARNm. La seleccién de la actividad catalitica podria ser realizada por selecciones de afinidad en
columnas de afinidad analogas a estados de transicion (Baca et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci Estados Unidos de
Ameérica. 1997; 94(19):10063-8), o por esquemas selectivos que se basan en las funciones (Pedersen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América. 1998, 95(18):10523-8). La examinacion para detectar una caracteristica
deseada podria realizarse de acuerdo a ensayos estandar que se basan en placas de micro titulacion, o por medio
de ensayos de organizacion de FACS.

Uso de bibliotecas de moléculas modeladas

Seleccion de moléculas que presentan a plantillas que se enlazaran a objetivos conocidos

[0269] Este invento también es dirigido a métodos que permiten la seleccién de moléculas pequefias capaces de
enlazarse a diferentes objetivos. La tecnologia molecular que presenta a plantillas contiene una funcion integrada
para dirigir la seleccién y la amplificaciéon. La capacidad de enlazarse de la molécula seleccionada deberia ser
selectiva en el sentido de que éstas coordinan solamente a un blanco especifico y por lo tanto previenen o inducen
un efecto biologico especifico. Finalmente, estas moléculas enlazadoras deben poder usarse, por ejemplo, como
agentes terapéuticos 0 como agentes de diagnostico.

[0270] Las bibliotecas de moléculas que presentan a plantillas pueden ser combinadas facilmente con
examinaciones, selecciones o ensayos para evaluar el efecto de enlace de un ligando molecular en relacién al
objetivo. En una seccién mas especifica, el método de presentacion de plantillas suministra un sistema rapido de
aislamiento e identificacion de ligandos moleculares que enlazan a estructuras supra-moleculares, macro-supra-
moleculares, macro-moleculares y moleculares-pequefias (por ejemplo, acidos nucleicos y proteinas, incluyendo a
enzimas, receptores, anticuerpos y glicoproteinas); moléculas de sefializacion (por ejemplo, cAMP, trifosfato de
inositol, péptidos, prostaglandinas); y superficies (por ejemplo, metales, plasticos, compuestos, videos, ceramicas,
cauchos, pieles, tejidos)

[0271] Especificamente, la selecciéon o division, en este sentido, se refiere a cualquier proceso por el cual el
complejo molecular que presenta a plantillas enlazado a una molécula objetivo, la pareja del complejo objetivo,
pueden ser separadas de las moléculas que presentan a la plantilla que no estan enlazadas a la molécula objetivo.
La seleccion puede lograrse por medio de varios métodos conocidos en la industria.

[0272] La estrategia de seleccion puede ser ejecutada para permitir una seleccién en contra de casi cualquier
objetivo. En una forma importante, ningin paso en esta estrategia de seleccién necesita ninguna informacién
estructural detallada del objetivo o de las moléculas en las bibliotecas. Todo el proceso es controlado por la afinidad
de enlace involucrada en el reconocimiento/coordinacion especifica de las moléculas en la biblioteca en relacion a
un objetivo especifico. Sin embargo, en algunas aplicaciones, si fuese necesario, la funcionalidad puede ser incluida
en forma analoga a la seleccién para una actividad catalitica usando la presentacién de fagos (Soumillion et al.
(1994) J. Mol. Biol. 237: 415-22; Pedersen et al. (1998) PNAS 18: 10523-10528). Ejemplos de varios procedimientos
de seleccion son descritos mas adelante.

[0273] Este proceso de seleccion integrado de moléculas que presentan a plantillas es muy adecuado para
optimizaciones, en las cuales los pasos de seleccion son hechos en series empezando con la seleccion de
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moléculas enlazadoras y que finaliza con la molécula enlazadora optimizada. Los procedimientos individuales en
cada caso son posibles de automatizar utilizando varios sistemas roboticos. Es debido a que existe un flujo
secuencial de eventos y donde cada evento puede ser realizado por separado. En un escenario mas preferible, una
biblioteca adecuada de moléculas que presentan a plantillas y la molécula objetivo son suministrados a un sistema
completamente automatico que finalmente genera a la molécula enlazadora optimizada. Ain mas preferiblemente,
este proceso deberia ejecutarse sin la necesidad de trabajo externo afuera de un sistema robético durante todo el
proceso.

[0274] Las bibliotecas de moléculas presentadas en la plantilla contendran moléculas que podrian coordinar
potencialmente a cualquier objetivo conocido o desconocido. La region de enlaces en un objetivo podria estar en un
lugar catalitico de una enzima, una bolsa de enlace en un receptor (por ejemplo, GPCR), un area superficial
proteinica involucrada en interacciones proteina-proteina (especialmente un punto de acceso), y un lugar especifico
en el ADN (por ejemplo, el surco mayor). La tecnologia molecular de presentacién de plantillas identificara
principalmente a las moléculas de coordinan a la molécula objetivo. La funcion natural del objetivo podria ser
estimulada (agonizada) o reducida (antagonizada) o no ser afectada por los enlaces de las moléculas que presentan
a la plantilla. Esto dependera de la modalidad precisa de enlace y el lugar particular de enlaces que las moléculas
que presentan a la plantilla ocupen en el objetivo. Sin embargo, se conoce que los lugares funcionales (por ejemplo,
lugares de interaccion proteina-proteina o cataliticos) en diferentes proteinas son mas propensos a enlazar
moléculas que otras areas superficiales mas neutrales en la proteina. Adicionalmente, estos lugares funcionales
normalmente contienen una region mas pequefia que parece ser principalmente responsable de la energia de
enlaces, las regiones denominadas puntos de acceso (Wells, et al. (1993) Recent (Reciente) Prog. Hormone
(Hormona) Res. 48; 253-262). Este fendomeno incrementara la posibilidad de seleccionar directamente moléculas
pequefias que afectaran a la funcién bioldgica de ciertos objetivos.

[0275] La tecnologia molecular que presenta a plantillas del invento, permitira procedimientos de seleccién analogos
a otros métodos de presentacion tal como la presentacion de fagos (Smith (1985) Ciencia 228: 1315-1317). La
seleccidn de la presentacién de fagos ha sido utilizada exitosamente en péptidos (Wells y Lowman. (1992) Curr. Op.
Struct. Biol. 2, 597-604) proteinas (Marks et al. (1992) J. Biol. Chem. 267: 16007-16010) y anticuerpos (Winter et al.
(1994) Annu. Rev. Immunol. 12: 433-455). Procedimientos similares de seleccion también son aprovechados para
otros tipos de sistemas de presentacion tal como la presentacion de ribosomas (Mattheakis et al. (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. 91: 9022-9026) y la presentacion de ARNm (Roberts, et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 12297-302).
Sin embargo, este invento, la tecnologia molecular de presentacion de plantillas, por la primera vez permitira la
seleccién directa de moléculas pequefias que no son péptidos para objetivos especificos independientemente del
proceso de interpretacion en el complejo de ribosomas. Los pasos necesarios incluidos en este invento son la
amplificaciéon de las plantillas y la incorporacion y reaccién de los bloques monoméricos de construccion. La
amplificacién e incorporacion y la incorporacion y reaccioén son hechos ya sea en el mismo paso o en un proceso
secuencial.

[0276] Los enlaces entre las moléculas modeladas (la molécula presentada) y la unidad de replicacion de ADN (la
plantilla codificadora) permite una identificaciéon rapida de moléculas enlazadoras utilizando varias estrategias de
seleccién. Este invento permite una estrategia amplia para identificar a moléculas enlazadoras en contraste con
cualquier objetivo conocido. Adicionalmente, esta tecnologia también permitird el descubrimiento de objetivos
desconocidos nuevos al aislar a las moléculas enlazadoras en contraste con antigenos desconocidos (epitopes) y
usar estas moléculas enlazadoras para identificacion y validacion (refiérase a la seccién “identificacion y validacion
de objetivos”).

[0277] Tal como sera comprendido, la seleccion de moléculas enlazadoras provenientes de las bibliotecas de
moléculas presentadoras de plantillas puede realizarse en cualquier formato para identificar a moléculas
enlazadoras 6ptimas. Un procedimiento de seleccion tipico en contra de un objetivo purificado incluird los siguientes
pasos importantes: la generacion de una biblioteca molecular presentadora de plantillas: la inmovilizacién de la
molécula objetivo utilizando un método adecuado de inmovilizacién; agregar la biblioteca para permitir enlaces de las
moléculas mostradas por la plantilla; remover las moléculas presentadas por la plantilla que no se enlacen; la elucién
de las moléculas presentadas por la plantilla enlazadas al objetivo inmovilizado; la amplificacién de moléculas
presentadoras de la plantilla enriquecidas para cuestiones de identificacion por medio de secuenciacion o para
agregarlas a la siguiente ronda de seleccion. Los pasos generales son mostrados esquematicamente en la figura 39.

[0278] En una seccion importante, un protocolo de seleccion estandar utilizando una biblioteca de moléculas que
presentan a la plantilla es el utilizar el método de bio-visualizacion panoramica. En esta técnica, el objetivo (por
ejemplo, una proteina o un conjugado de péptidos) es inmovilizado en un soporte solido y las moléculas presentadas
por la plantilla que potencialmente coordinan para con el objetivo son las que son seleccionadas y enriquecidas. Sin
embargo, el procedimiento de seleccion requiere que las moléculas enlazadas presentadas por la plantilla puedan
ser separadas de aquellas que no estan enlazadas, es decir, aquellas en la solucion. Hay muchas formas para que
esto pueda lograrse, tal como es conocido para una persona que tiene conocimiento en la industria.

[0279] EI primer paso en el ciclo de enriquecimiento de afinidad (una ronda tal como se describié en la figura 1) es
cuando las moléculas presentadas por la plantilla que muestran una baja afinidad para con un objetivo inmovilizado
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son lavadas y separadas, dejando a las moléculas presentadas por la plantilla que se enlazan fuertemente y que
estan adheridas al objetivo. La poblacién enriquecida, que permanece enlazada al objetivo después de un lavado
extremo, se eluyen con, por ejemplo, acidos, sales caotrépicas, calor, elucion competitiva con el ligando conocido o
liberaciéon proteolitica de las moléculas objetivo/plantilla. Las moléculas presentadas por la plantilla que fueron
eluidas son adecuadas para PCR, conllevando a muchas érdenes de amplificacién, es decir, cada molécula
presentada por la plantilla enriquecida en la primera ronda de seleccion participa en las siguientes rondas de
seleccién con un nimero mayormente incrementado de copias. Comunmente después de 3 a 10 rondas de
enriquecimiento, una poblacién de moléculas es obtenida que es mucho mas enriquecida para las moléculas
presentadas en la plantilla y que se enlazan mucho mas fuertemente al objetivo. Esto es seguido cuantitativamente
por medio de ensayos de la proporcion de las moléculas que presentan a la plantilla que permanecen enlazadas al
objetivo inmovilizado. Las secuencias variantes de la plantilla son entonces secuenciadas individualmente.

[0280] La inmovilizacién del objetivo (péptido, proteinas, ADN u otro antigeno) en microesferas podria ser (util
cuando existe duda acerca de que el objetivo se adhiera al tubo (un ejemplo, objetivos no replegados eluidos
provenientes de geles SDS-PAGE). Las microesferas derivadas pueden, entonces, ser utilizadas para seleccionar a
las moléculas que presentan a la plantilla, simplemente al sedimentar a las microesferas en un centrifugador.
Alternamente, las esferas pueden ser utilizadas para hacer una columna de afinidad y la suspension de bibliotecas
que presentan a la plantilla pueden ser de circuladas a través de la columna. Existen muchas matrices reactivas
disponibles para inmovilizar a la molécula objetivo, incluyendo, por ejemplo, la adherencia a grupos NH
2 y -SH. Microesferas magnéticas son esencialmente una variacion de lo que se acaba de mencionar; el objetivo es
adherido a microesferas magnéticas las cuales luego son utilizadas en la seleccién. Las microesferas activadas
estan disponibles con lugares de adherencia para los grupos -NH2 o -COOH (los cuales puede ser utilizados para
acoplamientos). El objetivo puede también ser colocado en nitrocelulosa o PVDF. Cuando se utiliza una estrategia
de manchado, es importante asegurarse que la tira de la mancha utlizada es bloqueada después de la
inmovilizacién del objetivo (por ejemplo, con BSA o una proteina similar).

[0281] En otra seccién importante, la seleccién o division también puede realizarse utilizando por ejemplo:
inmunoprecipitaciones o inmunoprecipitaciones indirectas donde la molécula objetivo es capturada junto con las
moléculas enlazadoras que presentan a la plantilla; cromatografia de columnas de afinidad donde el objetivo es
inmovilizado en una columna y las bibliotecas que presentan a la plantilla son fluidas a través para capturar a las
moléculas enlazadoras del objetivo; ensayos de cambio en la corrida electroforética (de agarosa o de poliacrilamida)
donde las moléculas seleccionadas que muestran a la plantilla migran juntas con el objetivo en el gel; organizacién
de FACS para ubicar a las células que coordinan a las moléculas que presentan a la plantilla; centrifugacién de
gradientes CsCl para aislar a la molécula objetivo junto con las moléculas enlazadoras que presentan a la plantilla;
espectroscopia de masa para identificar a las moléculas objetivo que son marcadas con las moléculas
presentadoras de la plantilla; etcétera, sin limitaciones. En general, cualquier método en el cual el complejo molécula
gue presenta la plantilla-objetivo pueda separarse de las moléculas que presentan a la plantilla que no estén
enlazadas al objetivo es Util.

Tabla 2: ejemplos de posibles métodos de seleccién que pueden ser utilizados para identificar a moléculas
enlazadoras utilizando la tecnologia presentadora de plantillas

Tipo de Objetivo Método de la Opcion

Receptores solubles inmovilizacién directa, inmunoprecipitacion, columna de afinidad, organizacion de
FACS, MS

Receptor superficial | seleccion de sustraccion superficial-celular, organizacién de FACS, columna de

celular afinidad

Inhibidores enziméticos inmovilizacién directa, inmunoprecipitacion, columna de afinidad, organizacion de
FACS, MS

Epitopes superficiales seleccidn y sustracciéon de células de la superficie, seleccion in-vivo, organizacion
de FACS, columna de afinidad

[0282] La elucion de moléculas presentadas por la plantilla puede realizarse de diferentes formas. Las moléculas
enlazadoras pueden ser liberadas de la molécula objetivo por medio de desnaturalizaciones, acidos o sales
caotropicas y luego transferidas a otro matraz para su amplificacion. Alternamente, la elucion puede ser mas
especifica para reducir el 2° plano. La elucién puede lograrse utilizando protedlisis para separar un enlazador entre
el objetivo y la superficie inmovilizadora o entre la molécula presentadora y la plantilla. Ademas, la elucién puede
lograrse por medio de competicion con un ligando conocido. Alternamente, la reaccion PCR puede realizarse
directamente en los pozos lavados al final de la reaccion de seleccion.

[0283] Una caracteristica posible del invento es el hecho que las moléculas enlazadoras no necesitan ser eluibles
del objetivo para ser seleccionables puesto que Unicamente el ADN que codifica a la plantilla es necesario para mas
amplificaciones o clonaciones, no la molécula enlazadora en si. Es conocido que algun procedimiento de seleccién
puede enlazar a los ligandos mas avidos tan firmemente que es muy dificil su elucién. Sin embargo, el método del
invento puede utilizarse exitosamente para generar a ligandos avidos, aun ligandos de enlaces covalentes.
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[0284] Un protocolo alterno de seleccidn incluye un ligando conocido como un fragmento de cada molécula
presentada en la biblioteca. Aquel ligando conocido guia a la seleccion al coordinar a una parte definida en la
molécula objetivo y al enfocar la seleccion a las moléculas que se enlazan a la misma regiéon. Esto podria ser
especialmente Util para incrementar la afinidad para un ligando con una funcién biolégica deseada, pero con una
potencia demasiado baja.

[0285] Un aspecto adicional de este invento se refiere a métodos para incrementar la diversidad o complejidad de
una sola molécula enlazadora o una mezcla de moléculas enlazadoras seleccionadas. Después de la seleccion
inicial, las moléculas enriquecidas pueden ser alteradas para incrementar ain mas la diversidad o complejidad
quimica de las moléculas presentadas. Esto puede realizarse utilizando varios métodos conocidos en la industria.
Por ejemplo, el uso de oligonucleétidos sintetizados aleatoriamente, oligonucledtidos alterados o mutagénesis
aleatoria. La mezcla aleatoria puede enfocarse para permitir a codones preferibles o localizados a una porcién
predeterminada o su secuencia de la secuencia de nucleétidos plantilla. Otro método preferible es combinar
codificaciones plantillas para las moléculas enlazadoras en una forma similar a una mezcla aleatoria de ADN que es
utilizada en genes homologos para proteinas (Stemmer (1994) Nature (Naturaleza) 370:389-91). Este método puede
ser utilizado para recombinar bibliotecas iniciales o mas preferiblemente de combinar plantillas codificadoras
enriquecidas.

[0286] En otra seccidn del invento, cuando se enlazan moléculas con antigenos especificos que solamente pueden
expresarse en una superficie celular, por ejemplo, canales idnicos o receptores transmembrana, se requiere que las
particulas celulares en si puedan ser utilizadas como el agente de seleccién. En este tipo de métodos, las células
gue no tienen al objetivo especifico, deberian ser utilizadas para hacer una o mas rondas de seleccién negativa o
estar presentes en exceso en el proceso de seleccion. De esta forma, las moléculas irrelevantes presentadas en la
plantilla son removidas. Por ejemplo, para una seleccién positiva de un receptor expresado en todas las células, la
seleccién activa estaria en contra de las células no transformadas. Este método también es llamado seleccion por
sustraccion y ha sido utilizado exitosamente para presentaciones de fagos en bibliotecas de anticuerpos
(Hoogenboom et al. (1998) Immunotech. 4: 1-20).

[0287] Un ejemplo especifico de un procedimiento de seleccidon puede involucrar la seleccion en receptores de
células superficiales que se vuelven internalizadas en la membrana de tal forma que el receptor, junto con la
molécula enlazadora seleccionada, pueden entrar al citoplasma celular o al nacleo celular. Dependiendo del indice
de disociacidn constante para moléculas enlazadoras seleccionadas especificas, estas moléculas residen en gran
parte en el citoplasma o en el nucleo después de la absorcién.

[0288] Una persona con conocimiento en la industria reconocera que el proceso de seleccién puede ser realizado en
cualquier configuracion donde el objetivo es utilizado como el anzuelo en el cual las moléculas que presentan a la
plantilla pueden coordinarse.

[0289] Los métodos de seleccion de este invento pueden ser combinados con una selecciébn o examinacion
secundaria para identificar a los ligandos moleculares capaces de modificar a la funcién molecular objetivo en el
momento del lanzamiento. Por lo tanto, los métodos aqui descritos pueden ser utilizados para aislar o producir
moléculas enlazadoras que se vinculen a y que modifiquen a la funcién de cualquier proteina o acido nucleico. Esta
contemplado que el método de este invento puede ser utilizado para identificar, aislar o producir moléculas
enlazadoras que afectaran la actividad catalitica de las enzimas objetivo, es decir, inhiben la catalisis o modifican a
los enlaces de los sustratos, afectan la funcionalidad de los receptores proteinicos, es decir, inhiben el enlace a
receptores o modifican la especificidad del enlace a los receptores; afectan la formacion de multimeros proteinicos,
es decir interrumpen la estructura cuaternaria de las subunidades proteinicas; y modifican las propiedades de
transporte de las proteinas, es decir, interrumpen el transporte de moléculas pequefias o iones por las proteinas.

[0290] Otro aspecto adicional de este invento se refiere a métodos que permiten la funcionalidad en el proceso de
seleccién. Por ejemplo, cuando un enriquecimiento para cierto objetivo se ha realizado generando un namero de
coincidencias diferentes, estas coincidencias pueden ser probadas directamente para detectar una funcionalidad
(por ejemplo, una sefializaciéon celular). Esto puede, por ejemplo, se realizado utilizando una organizacion celular
activada por fluorescencia (FACS - fluorescence-activated cell sorting).

[0291] El fenotipo alterado podria ser detectado en una variedad de formas. Generalmente, el fenotipo cambiado es
detectado utilizando, por ejemplo: analisis microscopicos de morfologia celular; ensayos estandar de viabilidad
celular, incluyendo una muerte celular incrementada y una viabilidad celular incrementada; ensayos de marcaciones
estandar tales como ensayos de indicadores fluorométricos para detectar la presencia de niveles de células o
moléculas particulares, incluyendo FACS u otras técnicas de coloracién celular; deteccion bioquimica de la
expresion de los compuestos objetivos después de matar a las células; etcétera. En algunos casos, senderos
especificos de sefializacion pueden ser probados utilizando varias estructuras genéticas reportadoras.

[0292] Métodos secundarios de seleccion que pueden ser combinados con tecnologia molecular que presenta a las

plantillas incluye entre otras selecciones o examinaciones para inhibicién enzimatica, alteracion o enlace de
sustratos, pérdida de funcionalidad, alteracion de la estructura, etcétera. Aquellas personas con un conocimiento
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normal en la industria seran capaces de seleccionar entre las varias alternativas de métodos de seleccion o
examinacién que son compatibles con los métodos aqui descritos.

[0293] Las moléculas enlazadoras del invento pueden ser seleccionadas por otras propiedades adicionalmente a su
capacidad de enlace. Por ejemplo, durante la seleccion, la estabilidad bajo ciertas condiciones del entorno deseado
de trabajo del producto final puede ser incluidas como un criterio de seleccion. Si moléculas enlazadoras que son
estables en la presencia de una proteasa especifica, aquella proteasa puede ser parte del medio amortiguador
usado durante la seleccién. Similarmente, la seleccién puede ser realizada en extractos séricos o celulares de
cualquier tipo de medio. Tal como sera comprendido, cuando se utilice este método de presentacién de plantilla, las
condiciones que alteran o degradan a la plantilla deberian ser editadas para permitir la amplificacion. Otras
propiedades deseadas pueden ser incorporadas, directamente a las moléculas presentadoras tal como sera
entendido por aquellas personas con conocimiento en la industria. Por ejemplo, la afinidad de las membranas puede
ser incluida como una propiedad al utilizar bloques de construccion con una alta hidrofobicidad.

[0294] Las moléculas seleccionadas por la tecnologia molecular de presentacion de plantillas pueden ser producidas
por medio de varios métodos sintéticos. La sintesis quimica puede lograrse puesto que la estructura de las
moléculas enlazadoras seleccionadas es facilmente obtenible de la secuencia de acidos nucleicos de la plantilla
codificadora. La sintesis quimica de las moléculas seleccionadas también es posible porque los bloques de
construccién que conforman a las moléculas enlazadoras también son conocidos adicionalmente a las reacciones
guimicas que los forman.

[0295] En una seccién importante, las moléculas enlazadoras seleccionadas son sintetizadas y probadas en varias
pruebas apropiadas in vivo e in vitro para verificar a los candidatos seleccionados para detectar sus efectos y
potencia biol6gica. Esto puede realizarse en una variedad de formas, tal como sera apreciado por aquellas personas
con conocimiento en la industria, y podrian depender de la composicién de la molécula bioactiva.

Identificacion y validacion del objetivo

[0296] En otro aspecto, este invento suministra métodos para identificar o aislar objetivos que estan involucrados en
los procesos patolégicos u otros eventos bioldgicos. En este aspecto, las moléculas objetivo son nuevamente
preferiblemente proteinas o acidos nucleicos, pero también pueden incluir, entre otras, a carbohidratos y varias
moléculas a las cuales enlaces de ligandoos moleculares especificos pueden lograrse. En principio, la tecnologia
molecular de presentacion de plantillas podria ser utilizada para seleccionar epitopes o antigenos especificos
encontrados en las células, tejidos o in vivo. Estos epitopes podrian pertenecer a un objetivo que esta involucrado
en eventos biolégicos importantes. Adicionalmente, estos epitopes también podrian estar involucrados en la funcién
biolégica del objetivo.

[0297] La presentacion de fagos con bibliotecas de anticuerpos y de péptidos ha sido utilizadas muchas veces
exitosamente para identificar a nuevos antigenos celulares (por ejemplo, Pasqualini et al. (1996) Nature (Naturaleza)
380: 364-366; Pasqualini et al. (2000) Cancer (Cancer) Res. 60: 722-727; Scheffer et al. (2002) Br J Cancer (Cancer)
86: 954-962; Kupsch et al. (1999) Clin Cancer (Cancer) Res. 5: 925-931; Tseng-Law et al. (1999) Exp. Hematol. 27:
936-945; Gevorkian et al. (1998) Clin. Immunol. Immunopathol. 86: 305-309). Especialmente efectivo ha sido la
seleccién directamente en células que se sospecha expresan antigenos de células especificas. En una forma
importante, cuando se selecciona para antigenos de células superficiales, la molécula plantilla puede ser mantenida
fuera de la célula. Esto incrementara la probabilidad de que la molécula plantilla esté intacta después de la liberacion
para superficies celulares.

[0298] Una seleccion in vivo de moléculas presentadas por plantillas tiene un potencial tremendo. Al seleccionar de
bibliotecas de moléculas presentadas por plantillas in vivo es posible aislar a las moléculas capaces de dirigirse
especificamente a tejidos normales y otros tejidos patolégicos (por ejemplo, tumores). Este principio ha sido ilustrado
utilizando la presentacion de fagos de bibliotecas de péptidos (Pasqualini y Ruoslathi (1996) Nature (naturaleza)
280: 364-366). Este sistema también ha sido utilizado en humanos para identificar motivos de péptidos que estan
ubicados en diferentes 6rganos (Arap et al. (2002) Nat. Med. 2:121-127). Un procedimiento de seleccién similar
podria ser utilizado para las bibliotecas presentadoras de plantillas. EI ADN codificador en la presentacion de fagos
es protegido efectivamente puesto que la particula fago permite una seleccion in vivo. Asimismo, la estabilidad de la
plantilla in vivo sera importante para la amplificacion e identificacion. La plantilla puede ser estabilizada utilizando
varios derivados de nucleétidos en una forma similar a la que ha sido utilizada para estabilizar a aptameros para
aplicaciones in vivo (Nolte (1996) Nature (Naturaleza) Biotechnol. 14: 1116-1121; Pagratis et al. (1997) Nature
(Naturaleza) Biotechnol.
15: 68-72). Sin embargo, es razonable creer que la estructura plantilla sera estabilizada en contra de degradaciones
debido a las bases modificadas utilizadas para codificar a la molécula presentada. Otros tipos de proteccion también
son posibles por los cuales la molécula plantilla es protegida de la solucién utilizando varios métodos. Esto podria,
por ejemplo, incluir a liposomas, pegilacion, proteinas de enlace u otros tipos de proteccion. La molécula plantilla
también podria ser integrada en otra estructura disefiada que proteja a la plantilla de manipulaciones externas. Por
ejemplo, el enlazador puede ser disefiado para incorporarse en vesiculas para posicionar a plantillas adentro de la
vesicula y las moléculas presentadoras en el exterior. La configuracidon protegera a las moléculas plantilla de
manipulaciones externas y al mismo tiempo permitira la exposicion de las moléculas presentadoras para permitir la
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seleccion.

[0299] La mayoria de anticuerpos tienen un area grande enlazadora concava que requiere hasta cierto grado a
epitopes prominentes en los antigenos. Ademas, la molécula anticuerpo es una macromolécula grande (150 KDa) la
cual reducira estéricamente el acceso para un numero de antigenos diferentes (por ejemplo, en una superficie
celular). La tecnologia presentadora de plantillas deberia estar disponible para acceder y reconocer a epitopes
inaccesibles a anticuerpos. Las moléculas enlazadoras pequefias seran capaces de enlazarse a lugares activos,
ranuras y otras areas en un antigeno. El elemento plantilla codificador también es mas pequefio que un anticuerpo lo
que incrementara el acceso fisico de la molécula enlazadora de la plantilla. Adicionalmente, la diversidad y la
complejidad de las bibliotecas de moléculas que presentan a las plantillas seran mucho mayores en comparacién a
las bibliotecas de péptidos. Esto incrementard la posibilidad de encontrar moléculas que puedan coordinar a
epitopes que son inaccesibles a péptidos debido a quimica inadecuada. En general, la tecnologia de moléculas que
presentan a plantillas tiene el potencial de identificar antigenos nuevos que no son posibles de identificar con
anticuerpos o con péptidos. Una persona con conocimiento normal en la industria reconocera que varios tipos de
células pueden ser utilizadas en el procedimiento de seleccion. También quedara claro que la selecciéon de nuevos
antigenos puede realizarse utilizando métodos de sustraccién tal como fue descrito anteriormente.

[0300] Otro aspecto de este invento narra los métodos para validar al objetivo identificado. Las moléculas
enlazadoras identificadas pueden ser usadas directamente si cambian la respuesta biolégica del objetivo. Esto
puede ser hecho in vitro utilizando cualquier ensayo directo que se basa en células o directamente in vivo
estudiando a cualquier respuesta fenotipica. La fuerza de este método es que las mismas moléculas son utilizadas
para la identificacion y validacién de varios objetivos. Mas favorablemente, las moléculas enlazadoras también
podrian usarse directamente como agentes terapéuticos.

[0301] En otra seccion importante, las moléculas que presentan a la plantilla son utilizadas para sacar a las
moléculas objetivo. Esto puede, por ejemplo, lograrse por medio de una seleccion de una biblioteca de ADNc
expresada en un bacteriéfago (bibliotecas versus bibliotecas). Al mezclar a una biblioteca de moléculas que
presentan a plantillas con una biblioteca de ADNc, sera posible encontrar parejas que se enlacen entre las
moléculas pequefias en la biblioteca de moléculas que presentan a la plantilla y las proteinas de la biblioteca de
ADNc. Una posibilidad es mezclar la biblioteca de presentacion de fagos con una biblioteca de presentacion de
plantillas y hacer una seleccion para la biblioteca de fagos o de plantillas. La biblioteca seleccionada es expuesta en
placas para localizar clones de fagos y la codificacion de ADN para las moléculas de fagos y de plantillas
presentadas pueden ser identificadas entonces utilizando PCR. Otros tipos de bibliotecas aparte de la de ADNc
podrian ser utilizados tales como bibliotecas de acidos nucleicos, carbohidratos, y polimeros sintéticos.

[0302] En otra seccion del invento, la tecnologia de moléculas presentadoras de plantillas puede ser utilizada para
medir el metabolismo de medicamentos in vivo e in vitro. Esto podria incluir las reacciones de la fase 1 (activacion) y
la fase 2 (desintoxicacion). Las clases importantes de reacciones son la oxidacion, la reduccion, y la hidrolisis. Otras
enzimas catalizan a conjugaciones. Estas enzimas podrian ser utilizadas como objetivos en un proceso de seleccién
para eliminar a moléculas presentadas que son propensas a coordinar a estas enzimas. Las plantillas
correspondientes a estas moléculas presentadas podrian ser usada subsiguientemente para completar o eliminar a
estas moléculas cuando se elaboran las bibliotecas de moléculas que presentan a plantillas.

[0303] Estas bibliotecas obtenidas estaran entonces libres de moléculas que tengan una tendencia para enlazar a
las enzimas involucradas en la fase I-1l y posiblemente seran eliminadas mas rapido. Por ejemplo, una seleccion de
cada enzima separada o cualquier combinacién de enzimas citocromos P450, monooxigenasas flavinas, oxidasas
de monoaminas, estereasas, amidasas, hidrolasas, reductasas, deshidrogenasas, UDP-glucuronosiltransferasas de
oxidasas, S- transferasas de glutation, asi como otras enzimas relevantes podrian ser ejecutadas para identificar a
estas moléculas enlazadoras que son propensas para coordinar a estas enzimas metabdlicas. Inhibidores son
facilmente seleccionados debido a su afinidad enlazadora, pero los sustratos necesitan por lo menos que la afinidad
micromolar sea identificada.

[0304] Otra seccion interesante de este invento es la posibilidad de seleccionar directamente a moléculas que se
transportan activamente o pasivamente a través de la membrana de plasma epitelial, u otras membranas. Un ensayo
posible de seleccion es el utilizar células de CaCO-2, una linea celular epitelial del Colon humano, que es, en
general, aceptada como un buen modelo de la barrera epitelial en los intestinos gastrointestinales. El ensayo de
CaCO-2 involucra cultivar una linea celular epitelial de Colén humano en inserciones de pozos de cultivos celulares,
para que la monocapa resultante forme una barrera biolégica entre compartimientos apicales y basolaterales. Las
bibliotecas de moléculas que presentan a plantillas son colocadas en cualquier lado de la monocapa celular y las
moléculas que pueden impregnarse a la monocapa celular son recolectadas y amplificadas. Este proceso puede ser
repetido hasta que moléculas activas hayan sido identificadas. Otra linea celular o configuracion de este ensayo es
posible y es obvio para personas con conocimiento en la industria.

[0305] Otro aspecto adicional de este invento describe métodos de seleccion para la estabilidad de moléculas

seleccionadas. Esto podria realizarse al exponer a una agrupacion enriquecida de moléculas enlazadoras a un
entorno en el que es posible degradar a o cambiar a la estructura de las moléculas enlazadoras. Varias condiciones
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podrian ser ciertas proteasas o una mezcla de proteasas, extractos celulares y varios fluidos de, por ejemplo, los
intestinos. Otras condiciones podrian ser medios salinos o acidos o temperaturas elevadas. Otra posibilidad es
generar una biblioteca de ligandos conocidos y exponer a la biblioteca a pruebas de estabilidad y de seleccion para
identificar moléculas estables bajo ciertas condiciones tal como se describio anteriormente.

Aplicaciones terapéuticas

[0306] Las aplicaciones terapéuticas potenciales del invento son grandiosas. Por ejemplo, la tecnologia de
moléculas que presenta a plantillas del invento podria ser utilizada para bloguear o estimular a varios objetivos. Un
objetivo terapéuticamente relevante es un sustrato que es conocido 0 que se sospecha que esta involucrado en un
proceso regulatorio que estd funcionando erréneamente y, por lo tanto, conlleva a un estado de enfermedad.
Ejemplos de aquellos procesos son la interaccion de receptores-ligandos, la interaccién de transcripcion-ADN, y la
interaccion célula-célula que involucra a moléculas de adhesion, la interacciéon co-factor-enzima, y la interaccion
proteina-proteina en sefializacion intracelular. La molécula objetivo significa cualquier compuesto de interés para el
cual un ligando de molécula es deseado. Por lo tanto, el objetivo puede, por ejemplo, incluir a un compuesto
quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una formacion de compuestos que se encuentran separados, una
macromolécula bioldgica, tal como ADN o ARNm, una biblioteca de presentacion de péptidos bacteriéfagos, una
biblioteca de presentacion de péptidos de ribosomas, un extracto hecho de materiales biolégicos tales como células
de bacterias, plantas, hongos o animales (por ejemplo, mamiferos) o tejidos, proteinas, proteinas de fusion,
péptidos, enzimas, receptores, ligandos receptores, hormonas, antigenos, anticuerpos, medicamentos, colorantes,
factores de crecimiento, lipidos, sustratos, toxinas, virus o similares, etcétera, sin limitaciones. Otros ejemplos de
objetivos incluyen, por ejemplo, una célula completa, un tejido completo, una mezcla de proteinas relacionadas o no
relacionadas, una mezcla de virus o hebras de bacterias o similares, etcétera, sin limitaciones.

[0307] Objetivos de medicamentos terapéuticos pueden ser divididos en diferentes clases de acuerdo a la funcién;
receptores, enzimas, hormonas, factores de transcripcidn, canales idnicos, receptores nucleares, ADN, (Drews, J.
(2000) Science (Ciencia) 287:1960-1964). Entre aquellos, receptores, receptores nucleares, y enzimas metabdlicas
constituyen la mayoria de objetivos conocidos para los medicamentos existentes. Especialmente, los Receptores
Acoplados a la Proteina G (GPCR - G Protein-Coupled Receptors) constituye una de las clases mas importantes de
objetivos de medicamentos junto con las proteasas para intervenciones farmacolégicas. Aunque los ejemplos que se
acaban de mencionar estan enfocados en la mayoria de objetivos relevantes, es evidente para una persona con
conocimiento en la industria que cualquiera de los objetivos terapéuticos puede ser de interés.

[0308] Este invento que utiliza a la tecnologia de moléculas que presentan a plantillas puede ser utilizado para
identificar agonistas o antagonistas para todas estas clases de objetivos de medicamentos, dependiendo de las
propiedades especificas que cada objetivo mantiene. La mayoria de los objetivos pueden obtenerse en una forma
purificada para procedimientos directos de seleccion. Otros objetivos han sido utilizados cuando ellos estan en sus
entornos naturales tales como receptores superficiales de células impregnadas. En aquellas situaciones puede
realizarse la seleccién utilizando a bibliotecas de moléculas que presentan a plantillas utilizando la seleccion-
sustraccion descrita anteriormente.

[0309] Una aplicacién especifica de la tecnologia de moléculas que presentan a plantillas del invento es el generar
moléculas que pueden funcionar como antagonistas, donde las moléculas bloquean la interaccion entre un receptor
y uno o mas ligandos. Otra aplicacion incluye la direccion a células. Por ejemplo, las moléculas generadas
reconocen a proteinas o a receptores superficiales especificos y se enlazaran con ciertos tipos de células. Aquellas
moléculas pueden, adicionalmente, portar otro agente terapéutico para incrementar la potencia y reducir los efectos
colaterales (por ejemplo, tratamiento del cancer). Aplicaciones que involucran a agentes antivirales también son
incluidas. Por ejemplo, una molécula generada que, que se enlaza firmemente a epitopes en la particula virus,
podria ser Gtiles como un agente antiviral. Otra aplicacion especifica de la tecnologia de moléculas que presentan a
plantillas del invento es generar moléculas que pueden funcionar como agonistas, donde las moléculas simulan o
activan a un receptor para iniciar un sendero de sefalizacion celular.

Formaciones de moléculas que presentan a plantillas

[0310] Otro aspecto adicional de este invento se refiere a métodos para detectar la presencia o ausencia de, y/o
medir el monto de moléculas objetivos en una muestra, que utiliza a un ligando molecular que puede ser aislado por
medio de los métodos aqui descritos. Estos ligandos moleculares pueden ser utilizados por separado o en un
sistema de formaciones para determinaciones mdltiples.

[0311] Una comprensién de las estructuras proteinicas, de las interacciones proteina - proteina, de los senderos y
como las proteinas influencian los origenes de enfermedades es de vital importancia. Microformaciones de acidos
nucleicos han permitido a investigadores estudiar a nuevos biomarcadores a través de genotipados. Sin embargo,
un obstaculo importante es la falta de correlacion entre la expresidon genética a nivel de ARNm y el monto de
proteinas correspondientes expresadas dentro de la célula (Andersson et a. (1997) Electrophiresis (Electroforesis)
18: 533-537). En contraste con los analisis de ADN y de ARN, el uso de chips biolégicos para estudios de la funcion
proteinica en paralelo ha sido mucho mas dificil. A diferencia de las reacciones de hibridacién, que se basan en
acoplamientos o interacciones de secuencias lineares, las interacciones proteinicas involucran a superficies de
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polipéptidos que surgen de secuencias de aminoacidos dobladas de 3D. El requerimiento para la preparacién de
proteinas dobladas de 3D complica sustancialmente la fabricacion de microformaciones proteinicas. Las
microformaciones proteinicas serian muy sensibles y, pueden ser degradadas facilmente por medio del uso de
tratamientos térmicos y quimicos fuertes. Ademas, las interacciones de proteinas plegadas tienen una dependencia
mucho mas fuerte en secuencias en comparacion con las reacciones de hibridacién utilizadas en los chips biologicos
de ADN/ ARN. La dependencia secuencial de las interacciones proteinicas complicard ain mas a la cinética de la
reaccion.

[0312] El invento aqui descrito suministra una posible solucién para elaborar formaciones que pueden medir montos
diferentes a nivel proteinico sin el uso de proteinas o péptidos como moléculas de deteccion. La tecnologia de
moléculas que presentan a plantillas podria ser utilizada para identificar a moléculas pequefias enlazadoras de
numerosos objetivos. Estas moléculas enlazadoras podrian, entonces, formarse en posiciones especificas y trabajar
como moléculas de deteccion para medir el monto de varios marcadores biolégicos. Por ejemplo, la molécula
enlazadora de citoquinas o enzimas conocida por estar involucrada en un sendero especifico podria ser generada
con la tecnologia descrita. Estas moléculas enlazadoras podrian ser ubicadas en un formato de formacion para ser
utilizadas para medir el monto absoluto o relativo de cada citoquinas o enzima.

[0313] Una ventaja importante de este sistema es que la tecnologia de localizacion utilizada para formaciones de
ADN podria ser aplicada idénticamente para este sistema. Las moléculas presentadas por plantillas pudrian ser
aplicadas directamente a ADN localizado. Otra posibilidad es que la sintesis podria ser realizada directamente en la
plantilla pre-cubierta utilizando una polimerasa y analogos de nucleétidos. La fabricacion de microformaciones
localizables con esta tecnologia conllevara a una deposicion de alto caudal de miles de moléculas funcionales
diferentes en sus ubicaciones diferentes en un chip. El principio general es mostrado en la figura 40.

[0314] La tecnologia de moléculas que presentan a plantillas no es limitada quimicamente a los 20 aminoacidos que
ocurren naturalmente. Esto permitird la sintesis de la plantilla de moléculas mas robustas y mas estables que se
enlazaran a varios objetivos. Estas moléculas mas estables serdn mas adecuadas para inmovilizarse en una
superficie y exponerse a cualquier condicion dura tal como el calor, el pH bajo o alto de varios detergentes, etcétera.
Adicionalmente, la vida Util de las formaciones sera mucho mas larga que las de las formaciones hechas de
proteinas.

Herramientas biol6gicas moleculares

[0315] La reaccién en cadena de polimerasas (PCR - Polymerase chain reaction) es un método de ejemplo para
amplificar a los acidos nucleicos. Descripciones de métodos PCR pueden ser encontrados en Saiki et al. (1985)
Science (Ciencia) 230: 1350-1354; Scharf et al. (1986) Science (Ciencia) 233: 1076-1078; patente de Estados
Unidos 4,683,202 (Mullis et al.). Métodos alternos de amplificacién incluyen, entre otros, a clonaciones de ADNs
seleccionando a vectores apropiados y la introduccion de aquellos vectores en organismos anfitriones donde los
vectores y los ADNs clonados son replicados y por lo tanto amplificados (Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad, Sci.
87: 1874-1878). En general, cualquier sistema que permita una amplificacién fidedigna y eficiente de secuencias
seleccionadas de &cidos nucleicos puede ser utilizada en el método de este invento. Sélo es necesario que las
representaciones proporcionales de las secuencias después de la amplificacion reflejen las proporciones relativas de
las secuencias en la mezcla antes de su amplificacion.

[0316] Las variaciones de plantillas de este invento pueden ser producidas por cualquier método adecuado conocido
en la industria. Aquellos métodos incluian construir una secuencia de nucleétidos por medio de sintesis quimica o
una combinacion de sintesis quimica y tecnologia de recombinacion de ADN.

[0317] Una secuencia de nucleétidos que codifica a una variacion de una plantilla del invento podria construirse al
aislar o sintetizar a una secuencia de nucleétidos que codifica a las moléculas apropiadas de presentacion y
entonces cambiar la secuencia de nucledtidos para efectuar la introduccion (es decir, la insercién o sustitucion) o
remocién (es decir, la eliminacion o sustitucion) de las entidades funcionales relevantes de las moléculas
presentadas.

[0318] La secuencia de nucledtidos que corresponde a las moléculas de la plantilla es modificada convenientemente
por medio de mutagénesis dirigida a sitios de acuerdo con los métodos convencionales. Alternamente, la secuencia
de nucledtidos es preparada por medio de sintesis quimica, por ejemplo, al utlizar un sintetizador de
oligonucleétidos, donde los oligonucledtidos son disefiados basandose en la secuencia de las plantillas deseadas.
Por ejemplo, codificaciones de oligonucleétidos pequefios para porciones de la plantila deseada podrian ser
sintetizados y ensamblados por medio de PCR, ligacion o una reaccion de ligacién en cadena (LCR - ligation chain
reaction) (Barany, PNAS 88:189-193, 1991). Los oligonucleétidos individuales cominmente contienen proyecciones
de 5’ 0 3’ para un ensamblaje complementario.

[0319] Métodos alternos de modificacion secuencial de nucleétidos estan disponibles para producir variaciones de
plantillas para examinaciones o selecciones de alto caudal. Por ejemplo, métodos que involucran a cruces
homélogos tales como aquello descritos en US 5,093,257, y métodos que involucran a la mezcla aleatoria genética,
es decir, recombinacion entre 2 0 mas secuencias homélogas de nucleétidos que resultan en secuencias de
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oligonucleétidos nuevos que tienen varias alteraciones de nucleétidos en comparacion con las secuencias iniciales
de nucleétidos. La mezcla aleatoria genética (también conocido como mezcla aleatoria de ADN) involucra uno o mas
ciclos de fragmentacion y re-ensamblaje aleatorio de las secuencias de nucleétidos, seguidos por la seleccion de
moléculas que presentan variaciones de codificaciones secuenciales de plantilas de nucleétidos con las
propiedades deseadas.

[0320] Ejemplos de métodos adecuados de mezcla aleatoria genética in vivo son presentados por Stemmer et al.
(1994), Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de Ameérica; vol. 91, pp. 10747-10751; Stemmer (1994), Nature
(Naturaleza), vol. 370, pp. 389-391; Smith (1994), Nature (Naturaleza) vol. 370, pp. 324-325; Zhao et al., Nat.
Biotechnol. 1998, Mar; 16(3): 258-61; Zhao H. y Arnold, FB, Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos
Nucleicos), 1997, Vol. 25. No. 6 pp. 1307-1308; Shao et al., Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos
Nucleicos) 1998, Enero 15; 26(2): pp. 681-83; y WO 95/17413.

[0321] La mezcla aleatoria sintética involucra suministrar bibliotecas de oligonucle6tidos sintéticos superpuestos que
se basa en, por ejemplo, una secuencia que flanquea. Los oligonucleétidos generados sintéticamente son
recombinados, y las secuencias de acidos nucleicos recombinantes resultantes son examinadas y si se desease
utilizadas para mas ciclos de mezclas aleatorias.

[0322] La recombinacion puede ser calculada tedricamente, lo cual es realizado o modelado utilizando un sistema
informatico, evitando, por lo tanto, parcialmente o completamente la necesidad de manipular fisicamente a los acidos
nucleicos.

[0323] Una vez ensamblada (por medio de sintesis, mutagénesis dirigida a sitios, mezcla aleatoria de ADN u otro
método), la secuencia de nucledtidos que codifica a las plantillas es utilizada para generar las bibliotecas que
muestran a la plantilla.

[0324] Otros aspectos adicionales de este invento describen una composicion farmacéutica que comprende la
conjugacion de la variacion del invento, asi como métodos para producir y utilizar las conjugaciones y variantes del
invento.

[0325] EI término “afinidad” es utilizado en este documento como un término cualitativo para describir la interaccion
de la molécula objetivo. Una medida cuantitativa para la afinidad es expresada a través de la constante de
asociacion (Ka). La constante de asociacion y la constante de disociacién estan relacionadas entre si por medio de
la ecuacion KD = 1/KA. Evidentemente, una alta afinidad corresponde a una constante de disociacién mas baja. El
término “enlazarse a un objetivo especifico” se refiere a que las moléculas enlazadoras obtenidas con la tecnologia
de moléculas que presentan a plantillas se enlazan a un objetivo escogido para que una respuesta medible sea
obtenida cuando se pruebe en un ensayo de enlaces o de funciones adecuado. En este contexto, el término “agente
terapéutico” tiene la intencion de referirse a cualquier material que comprende a una sustancia o antigeno
biolbgicamente o farmacéuticamente activo; el término incluye a sustancias que tienen utilidad para el tratamiento o
prevencion de enfermedades o trastornos que afectan a animales y humanos, o en la regulacion de cualquier
condicion fisiolégica animal o humana y también incluye cualquier compuesto o composiciéon biolégicamente activa
que, cuando se administra en un monto efectivo, tiene un efecto en las células u organismos vivientes.

[0326] Después de la construccion de bibliotecas presentadas por plantillas, las moléculas que presentan a plantillas
gue tienen a los ligandos deseados pueden ser capturadas utilizando el protocolo que se muestra mas adelante.
Pozos de 2 coberturas de 2 placas de microtitulacion de fondo plano con alrededor de 1 pg de estreptavidina en un
amortiguador TBS. Se incuban durante la noche a 4 °C. Se remueve la solucién de estreptavidina y se lavan los
pozos por lo menos 6 veces con TBS. Inmediatamente se agrega un 2% de BSA para bloquear los pozos e
incubarse por alrededor de 30 minutos a 37 °C. Se lava la placa con el amortiguador de TBS por lo menos 3 veces.
Se agrega alrededor 0.1 microgramos de la molécula objetivo biotinada (la biotinaciéon puede realizarse tal como se
describié en la literatura) a uno de los pozos (se utiliza el otro como un control de 2° plano) y se incuba durante
alrededor de 30 minutos a 20 °C y luego se remueve el exceso al lavarse con un amortiguador de TBS por lo menos
6 veces. Se bloquea a las moléculas libres de estreptavidina con 1 mM de biotina durante 5 minutos y se lava el
exceso y se lo separa con un amortiguador de TBS por lo menos 6 veces. Se agrega entonces la biblioteca de
moléculas que presentan a la plantilla a ambos pozos y se permite que se enlacen al incubarse a 20 °C durante
alrededor de una hora. Se lavan los pozos con amortiguador de TBS por lo menos 6 veces para remover a las
moléculas que presentan a las plantillas que no coordinan hacia la molécula objetivo inmovilizada. Se eluye a las
moléculas que presentan a plantillas coordinadas utilizando una condicion que remueve a las moléculas
enlazadoras. En ciclos posteriores de seleccién, se compara el nimero de moléculas eluidas entre los pozos con y
sin la molécula objetivo para asegurarse que existen mas moléculas que presentan a plantillas eluidas en el pozo
con el objetivo. Eso asegurara que haya un enriquecimiento especifico en el proceso de seleccion. Otros tipos y
numerosas variaciones de procedimientos de seleccion pueden encontrarse en la literatura (por ejemplo, "Phage
display: A laboratory manual" (“Presentacién de Fagos: Un Manual de Laboratorio”) (2001) Barbas et al., Eds. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York),

[0327] Una alternativa a la captura anterior es, después de la construccion de las bibliotecas presentadas por la
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plantilla, el capturar a las moléculas que presentan a la plantilla que tienen los ligandos deseados que usan el
protocolo que se describe mas adelante. La seleccion de las moléculas que presentan a la plantilla puede realizarse
utilizando una organizacion celular activada magnéticamente (Siegel et al. (1997) J. Immunol. Methods (Métodos)
206: 73-85). Las células positivas (células con el antigeno de interés) son biotinadas utilizando sulfo-NHS-LC-biotina
(Pierce). Se agrega aproximadamente 10° células biotinadas a 10 ul de estreptavidina — micro esferas
paramagnéticas cubiertas por estreptavidina (Dynal) y permitiendo a los enlaces. Se agrega aproximadamente 10°
células negativas (células sin el antigeno de interés). Estas células negativas actian como un pozo para moléculas
no especificas que presentan a plantillas, y las células objetivo capturan a las moléculas que presentan a plantillas
especificas. Se pone en peletes a la mezcla celular, se desecha el sobrenadante y se coloca en la suspensién de la
biblioteca que presenta a la plantilla. Se incuba durante alrededor de 2 horas a 37 °C en un centrifugador para
mantener a las células en la suspension. Se carga a la solucién de la biblioteca que presenta a las células/plantilla
en una columna magnética para recuperar a las células positivas al lavar y separar a todas las células negativas.
Finalmente, se eluye a las células positivas al remover el campo magnético y amplificar a las plantillas eluidas
utilizando PCR. Este protocolo de seleccion puede ser repetido varias veces si fuese necesario.

Amplificacién de plantillas capaces de modelar la s intesis de moléculas modeladas

[0328] En un aspecto, este invento se refiere a métodos para amplificar a moléculas modeladas que podrian o0 no
podrian estar enlazadas a un objetivo. La opcion del método de amplificacion depende de la opcién de codificacién o
de elementos complementarios. Los oligonucleétidos naturales pueden ser amplificados por medio de cualquier
método de uUltima tecnologia. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a la reaccion en cadena de polimerasas
(PCR- polymerase chain reaction); asi como, por ejemplo, amplificaciones que se basan en secuencias de acidos
nucleicos (por ejemplo, Compton, Nature (Naturaleza) 350, 91-92 (1991)), ARN antisentido amplificado (por ejemplo,
van Gelder et al., PNAS 85: 77652-77656 (1988)); sistemas de replicacién secuenciales auto - sostenidos (por
ejemplo, Gnatelli et al., PNAS 87: 1874-1878 (1990)); amplificaciones independientes de polimerasas tal como se
describié en, por ejemplo, Schmidt et al., NAR 25: 4797-4802 (1997), asi como amplificaciones in vivo de plasmidos
que portan a fragmentos de ADN clonados. Los métodos de amplificacion mediados por ligasas también puede ser
utilizados, por ejemplo, LCR (Reaccién en Cadena de Ligasas - Ligase Chain Reaction).

[0329] Para nucledtidos no naturales las opciones de procedimientos de amplificacion eficientes son mas pocas.
Puesto que los nucledtidos no naturales por definicion pueden ser incorporados por ciertas enzimas incluyendo las
polimerasas, sera posible realizar reacciones en cadena de polimerasas en una forma manual al agregar la
polimerasa durante cada ciclo de extension.

[0330] Para los oligonucleétidos que contienen a analogos de nucleédtidos, existen mas pocos métodos de
amplificacion. Una persona podria utilizar esquemas de amplificacion mediados por enzimas (Schmidt et al., NAR
25: 4797-4802 (1997)). Para andalogos de nucledtidos modificados estructuralmente tales como PNA y LNA, este
método de aplicacion podria ser utilizado. Antes o durante la amplificacion, o plantillas complementarias podrian ser
mutadas o recombinadas para crear una diversidad mas grande para la siguiente ronda de seleccion o de
examinacion.

Caracterizacion de polimeros aislados por las elecc iones o por los ensayos de examinacién

[0331] Después de la ronda final de seleccion, a menudo es deseable secuenciar las plantillas individuales, para
determinar la secuencia de los polimeros modelados individuales. Si la plantilla contiene nucleétidos naturales, es
una rutina normal el amplificar opcionalmente por medio de PCR a las plantillas aisladas (si la plantilla es una
molécula de ARN, es necesario utilizar transcriptasas reversas para producir a la ADNc antes de la aplicacién por
medio de PCR), y luego clonar a los fragmentos de ADN, por ejemplo, los plasmidos, transformar estos y luego
secuenciar los clones individuales de plasmidos que contengan una o varias secuencias de ADN conjuntamente. En
este caso, es practico disefiar un lugar de restriccion en las secuencias que flanquean a la secuencia aleatoria o
parcialmente aleatoria central de la plantilla (es decir, en los lugares enlazadores de los cebos). Esto permite a una
clonacion facil de los nucledtidos aislados. Se puede realizar una secuenciacion por medio del método de
terminacion estandar en cadena de dideoxis, o por medios mas clasicos tales como la secuenciacion de
MaxamGilbert.

[0332] Si la plantilla contiene nucle6tidos no naturales, no es factible clonar a secuencias individuales por medio de
transferencias a través de un anfitrion microbiano. Sin embargo, la utilizacién de poblaciones de microesferas en las
cuales cada microesfera porta una secuencia de oligonucleétidos, hace posible que se pueda hacer donaciones in
vitro, donde todos los nucleétidos adheridos a una microesfera especifica podrian ser amplificados opcionalmente y
entonces secuenciados (Brenner et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América 97, 1665-1670).
Alternamente, una persona podria diluir la poblacién de aislamientos adecuadamente, y luego dividirlos en placas de
microtitulaciéon para que los pozos, en promedio, contengan, por ejemplo, 0.1 plantillas. Al amplificar las plantillas
individuales por medio de, por ejemplo, PCR, ahora sera posible secuenciar utilizando métodos estandar. Desde
luego, esto requiere que nucleétidos que no son naturales sean sustratos para las polimerasas termoestables
utilizadas en el PCR.
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[0333] Si métodos alternativos son utilizados que requieren a oligonucleétidos mas cortos, podria ser deseable
disefiar a la plantilla inicial para que contenga lugares de restriccion en cada lado de la regién
codificadora/moderadora de la plantilla. Por lo tanto, después de una ronda final de seleccién, las plantillas pueden
ser restringidas, para obtener un oligonucleétido mas corto que codifique al polimero modelado, y entonces estos
oligos cortos pueden ser aplicados a varios procedimientos analiticos.

[0334] También es posible secuenciar a los aislamientos mediante el uso de una formacién de ADN de 6ligos con
secuencias aleatorias pero predeterminadas.

[0335] También podria ser deseable secuenciar a la poblacién de aislamientos en forma de una agrupacion, por
ejemplo, si se espera que las secuencias estén en un registro, por ejemplo, puesto que la biblioteca inicial consistid
de una secuencia degenerada que se basa en una secuencia de polimeros con una actividad deseada conocida
(relativamente alta). Por lo tanto, se espera entonces que todos los aislamientos tengan secuencias similares a la
secuencia inicial de las plantillas antes de la seleccion. Por lo tanto, la poblacién de aislamientos puede ser
secuenciada como una sola unidad, para obtener una secuencia de consenso para la poblacién como un todo.

Moléculas modeladas

[0336] Una lista no exhaustiva y no limitante de oligdmeros que podrian ser modelados por los varios principios
descritos en este invento se listan a continuacion:

alfa-beta-gama- y omega-péptidos
péptidos mono-, di- y tr- sustituidos
péptidos de forma L- y D-
beta-péptidos modificados de estructura ciclohexano- y ciclopentano-
polipéptidos vinilogos
glicopolipéptidos

poliamidas

péptidos vinilogos de sulfonamidas
Polisulfonamidas

péptidos conjugados (es decir, que tienen grupos prostéticos)
poliésteres

polisacéaridos

Policarbamatos

policarbonatos

Poliureas

poli-peptidilfosfonatos

Azatidas

peptoides (glicinas oligo N-sustituidas)
Poliéteres

oligbmeros etoxiformacetales
poli-tioéteres

polietilenglicoles (PEG)
polietilenos

Polidisulfuros

sulfuros de poliarileno
polinucleétidos

PNAs

LNAs

Morfolinos

Oligo-pirrolinonas

polioximas

Poliiminas

Polietileneiminas

poliacetatos

polietirenos

poliacetilenos

polivinilos

lipidos

fosfolipidos

glicolipidos

policiclos (alifaticos)

policiclos (aromaticos)
poliheterociclos

Proteoglicanos

Polisiloxanos
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Poliisocianidas

Poliisocianatos

Polimetacrilatos

hidrocarbonos de cadenas abiertas monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales
carbociclos no aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales
hidrocarbonos monociclicos, biciclicos, triciclicos y policiclicos

hidrocarbonos policiclicos conectados

heterociclos no aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales

heterociclos monociclicos, biciclicos, triciclicos y policiclicos
heterociclos policiclicos conectados
carbociclos aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales
Carbociclos aronaticos monociclicos, biciclicos, Triciclicos y Policiclicos
heterociclos aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales
heterociclos monociclicos, biciclicos, triciclicos y policiclicos

quelatos
Fullerenos.

Cualquier combinacion de lo antes mencionado.

[0337] La lista se refiere a cualquier estructura linear, ramificada o ciclica que contiene uno o mas de las estructuras
esenciales listadas, y/o contiene algunos enlaces del mismo tipo (por ejemplo, enlaces de amidas). También se
pueden modelar heteropolimeros (hibridos de diferentes tipos de polimeros) por este invento.

[0338] A continuacion se presenta una tabla que declara los polimeros producibles de acuerdo a este invento, asi
como las entidades funcionales/grupos reactivos requeridos para elaborarlos. CAC una referencia a la figura

relevante:
Polimero Entidad Molécula Catalizador/ Figura Figura
funcional enlazadora reactivo general especifica
(grupos
reactivos)
Compuesto di- cumarina Luz Figura 11 Figura 11,
policiclico ejemplo 1
Poliéster Alcohol, acido carbodiimida Figura 12,
carboxilico figura 21
Poliéster Hidroxilo, tioéster Figura 14
Poliurea Di-amina carbonildiimidazol Figura 15 Figura 15,
ejemplo 3
Poliacetato halégeno, &cido Base figura 12,
carboxilico figura 22
Poliacetato Alcohol, acido EDC u otra | Figura 12,
carboxilico carbodiimida figura 22
Policarbamato Alcohol, Figura 12,
isocianato figura 22
Policarbonato diol carbonildiimidazol Figura 15
Peptoide Amina Figura 12,
secundaria, a- figura 22
haloacetilo
Amina primaria, Agente alquilante | Figura 12,
a-haloacetilo figura 22
Glicogeno UDP-glucosa Sintetasa de | Figura 12,
glicégeno figura 22
Polisacéarido Sacaridos Sintetasas de | Figura 12,
activados por polisacaridos figura 22
UDP
Polisacéarido sistema de Condiciones de | Figura 12,
activacion de Kahne figura 22
sulfuro/sulféxido
de glucésilo

68




ES 2571835713

Poliamida amina, éster de Carbodiimida Figura 12, | Figura 15,
N- figura 22 ejemplo 2
hidroxisuccimida

Poliamida amina, acido Carbodiimida Figura 12,
carboxilico figura 22

Poliamida di-amina acido di- | Carbodiimida Figura 15

carboxilico

Poliamida acido di- | di-amina Carbodiimida Figura 15
carboxilico

Poliamida amina, acido | amina, acido | Carbodiimida Figura 17
carboxilico carboxilico

a -Polipéptido Carboxianhidrido Figura 19
(anillo de 5
miembros)

B-polipéptido Carboxianhidrido Figura 19 Figura 19,
(anillo de 6 ejemplo 1
miembros)

y-polipéptido Carboxianhidrido Figura 19
(anillo de 7
miembros)

a-polipéptido 2,2- Figura 19
difeniltiacinanona
(anillo de 5
miembros)

B-polipéptido 2,2- Figura 19 Figura 19,
difeniltiacinanona ejemplo 2
(anillo de 6
miembros)

y-polipéptido 2,2- Figura 19
difeniltiacinanona
(anillo de 7
miembros)

a -Polipéptido Amina, tioéster Figura 14

B-polipéptido Amina, tioéster Figura 14 Figura 14,

ejemplo 1

y-polipéptido Amina, tioéster Figura 14

w-polipéptido Amina, tioéster Figura 14

polisulfonamida | Amina, acido Carbodiimida Figura 12,
sulfénico figura 22

polifosfonato Di-alcohol Fosfonato Figura 15

activado
polifosfonato Di-alcohol alquilfosfina Reactivo Figura 15
activada oxidante, por
ejemplo, terc-
butilhidroperéxido
Poli fosfato Di-alcohol Diaminoalcoxi- Reactivo Figura 15
fosfina oxidante, por
ejemplo, terc-
butilhidroperéxido
polifosfodiéster diol Diaminofosfina Oxidante Figura 15 Figura 15,
(ButOOH) ejemplo 5
polifosfodiéster diaminofosfina diol Oxidante Figura 15 Figura 15,
(ButOOH) ejemplo 6
poliuretano diamina diisocianato Figura 15
Poliéter Epdxido Figura 19 Figura 18,
ejemplo 3
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Politioéter tioepdxido Figura 19
Polidisulfuro Tiol, tiol Oxidante Figura 11
Polioxima Aldehido, Figura 12,
hidroxilamina figura 22
Poliimina Aldehido, amina Figura 12,
figura 22
Poliimina Aldehido, amina Figura 15 Figura 15,
ejemplo 1
Polinucleétidos Nocleésido-5'- Figura 12,
fosforo-2- figura 22
metilimidazolidos
Poliaminas Amina, sulfonato Figura 14 Figura 14,
de alquilo ejemplo 2
Alcano Algueno Figura 18 Figura 18,
ejemplo 1
Alcano alqueno Figura 18 Figura 18,
ejemplo 2
Policicloalcano di-dieno Di-alqueno Figura 15 Figura 15,
(benzoquinona) ejemplo 7
Polivinilo unidad de Figura 18
vinilcloruro
Poliestireno unidad de Iniciador radical, | Figura 18
estireno AIBN
Polietileno unidad de etileno Figura 18 figura 18,
ejemplo 1
Plantillas

[0339] En una seccién, la molécula modelada es enlazada por medio de un solo enlazador a la plantilla
complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada. En otra seccidn, el método para
modular a una molécula modelada comprende el paso adicional de liberar a la plantilla o plantilla complementaria
gue modelo a la molécula modelada, y obtener una molécula modelada que no esta enlazada a la plantilla
complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

[0340] La plantilla comprende preferiblemente n elementos codificadores en una secuencia lineal. La plantilla que
comprende a n elementos codificadores también puede ser ramificada. N tiene preferiblemente un valor de desde 2
a 200, por ejemplo desde 2 a 100, asi como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por
ejemplo desde 2 a 30, tal como desde 2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a
8, por ejemplo desde 2 a 6, tal como desde 2 a 4, por ejemplo 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80,
tal como desde 3 a 60, tal como desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a
15, por ejemplo desde 3 a 15, tal como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde
3 a 4, por ejemplo 3, tal como desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a
40, por ejemplo desde 4 a 30, tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como
desde 4 a 8, tal como desde 4 a 6, por ejemplo 4, por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo
desde 5 a 60, tal como desde 5 a 40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo, desde 5 a 15,
tal como desde 5 a 10, tal como desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por
ejemplo desde 6 a 80, tal como desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a
20, tal como desde 6 a 15, por ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100,
tal como desde 7 a 80, por ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde
7 a 20, por ejemplo desde 7 a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, por ejemplo 7, por ejemplo desde 8 a
100, tal como desde 8 a 80, por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como
desde 8 a 20, por ejemplo desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, tal como 8, por ejemplo 9, por ejemplo desde 10 a
100, tal como desde 10 a 80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal
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como desde 10 a 20, por ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100,
tal como desde 12 a 80, por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como
desde 12 a 20, por ejemplo desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14
a 60, tal como desde 14 a 40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal
como desde 16 a 100, tal como desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo
desde 16 a 30, tal como desde 16 a 20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a
60, tal como desde 18 a 40, por ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal
como desde 20 a 80, por ejemplo desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como
desde 20 a 25, por ejemplo desde 22 a 100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22
a 40, por ejemplo desde 22 a 30, tal como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por
ejemplo desde 25 a 60, tal como desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo
desde 30 a 80, tal como desde 30 a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a
100, tal como desde 35 a 80, por ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo, desde 40 a 100, tal
como desde 40 a 80, por ejemplo desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como
desde 45 a 100, por ejemplo desde 45 a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50
a 100, por ejemplo desde 50 a 80, tal como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por
ejemplo desde 60 a 80, tal como desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo
desde 70 a 80, tal como desde 80 a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

[0341] En algunas secciones del invento es preferido que la plantilla esté adherida a un soporte sélido o semisélido.

[0342] La plantila en una secciéon preferiblemente comprende o consiste esencialmente de nucledtidos
seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de acidos deoxirribonucléicos (ADN), acidos ribonucleicos
(ARN), acidos nucleicos de péptidos (PNA - peptide nucleic acids), acidos nucleicos bloqueados (LNA - locked
nucleic acids), y morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

[0343] En otra seccion, la plantilla de elementos codificadores comprende o consiste esencialmente de nucle6tidos
seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos, incluyendo
cualquiera de sus analogos o derivados, y el elemento complementario preferiblemente comprende o consiste
esencialmente de nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de
morfolinos, incluyendo a sus analogos o derivados.

[0344] Es preferido en varias secciones del invento que la plantilla pueda ser caracterizada por una o mas de las
siguientes caracteristicas: i) que la plantilla sea amplificarle, ii) que la plantilla comprenda una sola hebra de
elementos codificadores, preferiblemente una sola hebra de elementos codificadores capaces de formar una doble
hélice por medio de hibridacion a una plantilla complementaria que comprende a una sola hebra de elementos
complementarios, y ii) que la plantilla comprenda un lugar cebado.

Elementos codificadores

[0345] Cada elemento codificador es enlazado preferiblemente a un elemento codificador cercano por medio de un
enlace quimico covalente. Cada elemento codificador también puede estar enlazado a cada elemento codificador
cercano por medio de un enlace quimico covalente. El enlace quimico covalente es preferiblemente seleccionado de
un grupo de enlaces covalentes que consisten de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosfotioatos, y enlaces de
péptidos. Mas preferiblemente, el enlace quimico covalente es seleccionado de un grupo de enlaces covalentes que
consisten de enlaces de fosfodiésteres y enlaces de fosforotioatos.

[0346] En secciones importantes, por lo menos un elemento codificador estd adherido a un soporte soélido o
semisdlido.

[0347] Los elementos codificadores son seleccionados en una seccién del invento de un grupo que consiste de
nucleétidos, incluyendo sus analogos o derivados, aminoacidos, anticuerpos y antigenos, y preferiblemente de un
grupo que consiste de nucleétidos, derivados de nucleétidos, analogos de nucledtidos, incluyendo cualquiera de sus
combinaciones. En otra seccion, los elementos codificadores son seleccionados de grupo que consiste de
nucleétidos, incluyendo nucleétidos tales como acidos deoxirribonucléicos que comprenden una base seleccionada
de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C), y acidos ribonucleicos que comprenden a una base
seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G) y citosina (C). Ademas, en este caso, cada una puede ser un
nucleétido enlazado a un nucleétido cercano por medio de un enlace covalente, o enlazado a cada nucleétido
cercano por medio de un enlace covalente. El enlace covalente es preferiblemente un enlace de fosfodiéster o un
enlace de fosforotioato.

[0348] En otras secciones, los elementos codificadores son nucleétidos naturales y no naturales seleccionados de
un grupo que consiste de acidos deoxirribonucléicos y acidos ribonucleicos.

Elementos codificadores y los elementos complementar ios correspondientes
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[0349] Cuando los elementos codificadores son seleccionados preferiblemente de un grupo que consiste de
nucleétidos, derivados de nucle6tidos y analogos de nucleétidos en los cuales una o mas de las particulas bases y/o
de las particulas de fosfatos y/o de las particulas de ribosas o de las particulas de deoxirribosas han sido sustituidas
por una entidad molecular alterna, los elementos complementarios correspondientes son capaces de interactuar con
dichos elementos codificadores y preferiblemente comprenden o consisten esencialmente de nucleétidos
seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y morfolinos, incluyendo a
cualquiera de sus analogos o derivados. Cada nucle6tido esta enlazado a nucleétidos cercanos por medio de un
enlace Unico covalente, o enlazados a cada nucle6tido cercano por medio de un enlace quimico covalente. El enlace
quimico covalente es seleccionado preferiblemente de un grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de
fosfodiésteres y enlaces de péptidos.

Subunidades de los elementos codificadores

[0350] Los elementos codificadores en una seccién comprenden o consisten esencialmente de desde 1 a 100
subunidades, tal como desde 1 a 80 subunidades, por ejemplo desde 1 a 60 subunidades, tal como desde 1 a 40
subunidades, por ejemplo desde 1 a 20 subunidades, tal como desde 1 a 18 subunidades, por ejemplo desde 1 a 16
subunidades, tal como desde 1 a 14 subunidades, por ejemplo desde 1 a 12 subunidades, tal como desde 1 a 10
subunidades, por ejemplo desde 1 a 9 subunidades, tal como desde 1 a 8 subunidades, por ejemplo desde 1 a 7
subunidades, tal como desde 1 a 6 subunidades, por ejemplo desde 1 a 5 subunidades, tal como desde 1 a 4
subunidades, por ejemplo desde 1 a 3 subunidades, tal como desde 1 a 2 subunidades, por ejemplo 1 subunidad, tal
como desde 2 a 100 subunidades, tal como desde 2 a 80 subunidades, por ejemplo desde 2 a 60 subunidades, tal
como desde 2 a 40 subunidades, por ejemplo desde 2 a 20 subunidades, tal como desde 2 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 16 subunidades, tal como desde 2 a 14 subunidades, por ejemplo desde 2 a 12 subunidades, tal
como desde 2 a 10 subunidades, por ejemplo desde 2 a 9 subunidades, tal como desde 2 a 8 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 7 subunidades, tal como desde 2 a 6 subunidades, por ejemplo desde 2 a 5 subunidades, tal
como desde 2 a 4 subunidades, por ejemplo desde 2 a 3 subunidades, tal como 2 subunidades, tal como desde 3 a
100 subunidades, tal como desde 3 a 80 subunidades, por ejemplo desde 3 a 60 subunidades, tal como desde 3 a
40 subunidades, por ejemplo desde 3 a 20 subunidades, tal como desde 3 a 18 subunidades, por ejemplo desde 3 a
16 subunidades, tal como desde 3 a 14 subunidades, por ejemplo desde 3 a 12 subunidades, tal como desde 3 a 10
subunidades, por ejemplo desde 3 a 9 subunidades, tal como desde 3 a 8 subunidades, por ejemplo desde 3 a 7
subunidades, tal como desde 3 a 6 subunidades, por ejemplo desde 3 a 5 subunidades, tal como desde 3 a 4
subunidades, por ejemplo 3 subunidades, por ejemplo desde 4 a 100 subunidades, tal como desde 4 a 80
subunidades, por ejemplo desde 4 a 60 subunidades, tal como desde 4 a 40 subunidades, por ejemplo desde 4 a 20
subunidades, tal como desde 4 a 18 subunidades, por ejemplo desde 4 a 16 subunidades, tal como desde 4 a 14
subunidades, por ejemplo desde 4 a 12 subunidades, tal como desde 4 a 10 subunidades, por ejemplo desde 4 a 9
subunidades, tal como desde 4 a 8 subunidades, por ejemplo desde 4 a 7 subunidades, tal como desde 4 a 6
subunidades, por ejemplo desde 4 a 5 subunidades, por ejemplo 4 subunidades, tal como desde 5 a 100
subunidades, tal como desde 5 a 80 subunidades, por ejemplo desde 5 a 60 subunidades, tal como desde 5 a 40
subunidades, por ejemplo desde 5 a 20 subunidades, tal como desde 5 a 18 subunidades, por ejemplo desde 5 a 16
subunidades, tal como desde 5 a 14 subunidades, por ejemplo desde 5 a 12 subunidades, tal como desde 5 a 10
subunidades, por ejemplo desde 5 a 9 subunidades, tal como desde 5 a 8 subunidades, por ejemplo desde 5 a 7
subunidades, tal como desde 5 a 6 subunidades, tal como 5 subunidades, por ejemplo desde 6 a 100 subunidades,
tal como desde 6 a 80 subunidades, por ejemplo desde 6 a 60 subunidades, tal como desde 6 a 40 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 20 subunidades, tal como desde 6 a 18 subunidades, por ejemplo desde 6 a 16 subunidades, tal
como desde 6 a 14 subunidades, por ejemplo desde 6 a 12 subunidades, tal como desde 6 a 10 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 9 subunidades, tal como desde 6 a 8 subunidades, por ejemplo desde 6 a 7 subunidades, tal
como 6 subunidades, tal como desde 7 a 100 subunidades, tal como desde 7 a 80 subunidades, por ejemplo desde
7 a 60 subunidades, tal como desde 7 a 40 subunidades, por ejemplo desde 7 a 20 subunidades, tal como desde 7 a
18 subunidades, por ejemplo desde 7 a 16 subunidades, tal como desde 7 a 14 subunidades, por ejemplo desde 7 a
12 subunidades, tal como desde 7 a 10 subunidades, por ejemplo desde 7 a 9 subunidades, tal como desde 7 a 8
subunidades, tal como 7 subunidades, por ejemplo desde 8 a 100 subunidades, tal como desde 8 a 80 subunidades,
por ejemplo desde 8 a 60 subunidades, tal como desde 8 a 40 subunidades, por ejemplo desde 8 a 20 subunidades,
tal como desde 8 a 18 subunidades, por ejemplo desde 8 a 16 subunidades, tal como desde 8 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 8 a 12 subunidades, tal como desde 8 a 10 subunidades, por ejemplo desde 8 a 9 subunidades, por
ejemplo 8 subunidades, tal como desde 9 a 100 subunidades, tal como desde 9 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 60 subunidades, tal como desde 9 a 40 subunidades, por ejemplo desde 9 a 20 subunidades, tal como
desde 9 a 18 subunidades, por ejemplo desde 9 a 16 subunidades, tal como desde 9 a 14 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 12 subunidades, tal como desde 9 a 10 subunidades, tal como 9 subunidades, por ejemplo desde 10 a
100 subunidades, tal como desde 10 a 80 subunidades, por ejemplo desde 10 a 60 subunidades, tal como desde 10
a 40 subunidades, por ejemplo desde 10 a 20 subunidades, tal como desde 10 a 18 subunidades, por ejemplo desde
10 a 16 subunidades, tal como desde 10 a 14 subunidades, por ejemplo desde 10 a 12 subunidades, tal como 10
subunidades, tal como desde 11 a 100 subunidades, tal como desde 11 a 80 subunidades, por ejemplo desde 11 a
60 subunidades, tal como desde 11 a 40 subunidades, por ejemplo desde 11 a 20 subunidades, tal como desde 11 a
18 subunidades, por ejemplo desde 11 a 16 subunidades, tal como desde 11 a 14 subunidades, por ejemplo desde
11 a 12 subunidades, tal como desde 12 a 100 subunidades, tal como desde 12 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 12 a 60 subunidades, tal como desde 12 a 40 subunidades, por ejemplo desde 12 a 20 subunidades, tal como
desde 12 a 18 subunidades, por ejemplo desde 12 a 16 subunidades, tal como desde 12 a 14 subunidades, por
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ejemplo desde 13 a 100 subunidades, tal como desde 13 a 80 subunidades, por ejemplo desde 13 a 60
subunidades, tal como desde 13 a 40 subunidades, por ejemplo desde 13 a 20 subunidades, tal como desde 13 a 18
subunidades, por ejemplo desde 13 a 16 subunidades, tal como desde 13 a 14 subunidades, por ejemplo desde 14 a
100 subunidades, tal como desde 14 a 80 subunidades, por ejemplo desde 14 a 60 subunidades, tal como desde 14
a 40 subunidades, por ejemplo desde 14 a 20 subunidades, tal como desde 14 a 18 subunidades, por ejemplo desde
14 a 16 subunidades, tal como desde 15 a 100 subunidades, tal como desde 15 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 15 a 60 subunidades, tal como desde 15 a 40 subunidades, por ejemplo desde 15 a 20 subunidades, tal como
desde y 15 a 18 subunidades, por ejemplo desde 15 a 16 subunidades, tal como desde 16 a 100 subunidades, tal
como desde 16 a 80 subunidades, por ejemplo desde 16 a 60 subunidades, tal como desde 16 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 16 a 20 subunidades, tal como desde 16 a 18 subunidades, por ejemplo desde 17 a 100
subunidades, tal como desde 17 a 80 subunidades, por ejemplo desde 17 a 60 subunidades, tal como desde 17 a 40
subunidades, por ejemplo desde 17 a 20 subunidades, tal como desde 17 a 18 subunidades, por ejemplo desde 18 a
100 subunidades, tal como desde 18 a 80 subunidades, por ejemplo desde 18 a 60 subunidades, tal como desde 18
a 40 subunidades, por ejemplo desde 18 a 20 subunidades, tal como desde 19 a 100 subunidades, tal como desde
19 a 80 subunidades, por ejemplo desde 19 a 60 subunidades, tal como desde 19 a 40 subunidades, por ejemplo
desde 19 a 30 subunidades, tal como desde 19 a 25 subunidades, por ejemplo desde 20 a 100 subunidades, tal
como desde 20 a 80 subunidades, por ejemplo desde 20 a 60 subunidades, tal como desde 20 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 20 a 30 subunidades, tal como desde 20 a 25 subunidades.

[0351] En secciones preferidas, cada subunidad de los elementos codificadores comprende o consiste
esencialmente de un nucleoétido, o un analogo de nucleétido. El nucleétido puede ser un acido deoxirribonucléico
que comprende a una base seleccionada de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C), o puede ser un
acido ribonucleico que comprende a una base seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G), y citosina (C).
Cada nucleétido esta enlazado a un nucleétido, o analogo de nucleétido cercano por medio de un enlace covalente,
o0 enlazado a cada nucleétido o analogo de nucleétido cercano por medio de un enlace covalente incluyendo enlaces
covalentes seleccionados de un grupo que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos, y
enlaces de péptidos.

[0352] En una seccién, es preferido que por lo menos algunos de los nucleétidos mencionados sean seleccionados
de un grupo que consiste de derivados de nucleodtidos, incluyendo derivados de &acidos deoxirribonucléicos y
derivados de acidos ribonucleicos.

Subunidades de los elementos codificadores y las sub unidades de elementos complementarios
correspondientes

[0353] Las unidades de elementos codificadores son seleccionadas preferiblemente de un grupo que consiste de
nucleétidos, derivados de nucleétidos y analogos de nucledtidos en donde una o mas de una particula base y/o una
particula de fosfato y/o una particula de ribosa y/o una particula de deoxirribosa ha sido sustituida por una entidad
molecular alternativa y las subunidades de los elementos complementarios correspondientes son capaces de
interactuar con dichas subunidades de los elementos codificadores que comprenden o consisten esencialmente de
nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y morfolinos,
incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

[0354] Cada derivado de nucledtidos puede ser enlazado a un nucleétido o analogo de nucleétido cercano por
medio de un enlace quimico covalente, o cada derivado de nucleétido puede ser enlazado a cada nucle6tido o
analogo de nucledtido cercano por medio de un enlace quimico covalente. El enlace quimico covalente es
preferiblemente seleccionado grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de
fosforotioatos, y enlaces de péptidos.

Elementos complementarios

[0355] La plantilla complementaria en una secciéon comprende preferiblemente n elementos complementarios en una
secuencia linear o en una secuencia ramificada. n preferiblemente tiene un valor de desde 2 a 200, por ejemplo
desde 2 a 100, tal como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por ejemplo desde 2 a 30,
tal como desde 2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a 8, por ejemplo desde 2
a 6, tal como desde 2 a 4, tal como 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80, tal como desde 3 a 60, tal
como desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a 15, por ejemplo desde 3 a
15, tal como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde 3 a 4, por ejemplo 3, tal
como desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a 40, por ejemplo desde 4
a 30, tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como desde 4 a 8, tal como desde
4 a 6, tal como 4, por ejemplo desde 5 a 100, por ejemplo desde 5 a 80, por ejemplo desde 5 a 60, tal como desde 5
a 40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal como desde 5 a 10, tal como
desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por ejemplo desde 6 a 80, tal como
desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a 20, tal como desde 6 a 15, por
ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100, tal como desde 7 a 80, por
ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde 7 a 20, por ejemplo desde 7
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a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, tal como 7, por ejemplo desde 8 a 100, tal como desde 8 a 80,
por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como desde 8 a 20, por ejemplo
desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, por ejemplo 8, tal como 9, por ejemplo desde 10 a 100, tal como desde 10 a
80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal como desde 10 a 20, por
ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100, tal como desde 12 a 80,
por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como desde 12 a 20, por ejemplo
desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14 a 60, tal como desde 14 a
40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal como de 16 a 100, tal como
desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo desde 16 a 30, tal como desde 16 a
20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a 60, tal como desde 18 a 40, por
ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal como desde 20 a 80, por ejemplo
desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como desde 20 a 25, por ejemplo desde 22 a
100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22 a 40, por ejemplo desde 22 a 30, tal
como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por ejemplo desde 25 a 60, tal como
desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo desde 30 a 80, tal como desde 30
a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a 100, por ejemplo desde 35 a 80,
por ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal como desde 40 a 80, por
ejemplo desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 35, tal como desde 45 a 100, por ejemplo
desde 45 a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50 a 100, por ejemplo desde 50
a 80, tal como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por ejemplo desde 60 a 80, tal
como desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo desde 70 a 80, tal como
desde 80 a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

[0356] Cada nucle6tido puede ser enlazado a un nucleétido o un analogo de nucleétido cercano, por medio de un
enlace covalente, 0 enlazado a cada nucleétido o analogo de nucleétido cercano, por medio de un enlace quimico
covalente. El enlace quimico covalente es seleccionado preferiblemente de un grupo de enlaces covalentes que
consisten de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos, y enlaces de péptidos.

[0357] Los elementos complementarios son, en una seccion, seleccionados de nucledtidos, y los elementos
complementarios pueden estar, en una seccion importante, enlazados en forma enzimatica por medio de una
enzima seleccionada de un grupo que consiste de polimerasas de ADN y de ARN que dependen de la plantilla,
incluyendo a transcriptasas reversas, ligasas de ADN y ligasas de ARN, ribozimas y deoxirribozimas, incluyendo a la
transcriptasa reversa de VIH-1, la transcriptasa reversa de AMV, la polimerasa de ARN de T7, la polimerasa mutante
Y639F de ARN de t7, la Secuenasa, la polimerasa de ADN de Tagq, el fragmento de Klenow (un fragmento grande de
la polimerasa | de ADN), la ligasa de ADN, la polimerasa de ADN de T7, la polimerasa de ADN de T4, la ligasa de
ADN de T4, la polimerasa de ARN de E. Coli, la polimerasa de ADN de rTh, la polimerasa de ADN de Vent, la
polimerasa de ADN de Pfu, la polimerasa de ADN de Tte, y ribozimas con ligasas o actividades de replicasas.

[0358] Mas preferiblemente, la enzima es seleccionada de un grupo que consiste de una transcriptasa reversa de
VIH-1, una transcriptasa reversa de AMV, una polimerasa de ARN de T7, una polimerasa mutante Y639F de ARN de
T7, una Secuenasa, una polimerasa de ADN de Taq, un fragmento de Klenow (un fragmento grande de la
polimerasa | de ADN), una ligasa de ADN, una polimerasa de ADN de T7, una polimerasa de ADN de T4, y una
Ligasa de ADN de T4. Los nucledtidos son preferiblemente de una plantilla o plantilla complementaria en el
momento de su incorporacion.

[0359] En otra seccién, los elementos complementarios pueden ser seleccionados de nucleétidos, y enlazados
utilizando un agente quimico, un cambio de pH, luz, un catalizador, radiacion, tal como radiacion electromagnética, o
por medio de un acoplamiento espontaneo cuando se juntan en contacto reactivo entre si.

[0360] Cada elemento complementario es enlazado preferiblemente a un elemento complementario cercano por
medio de un enlace quimico covalente, o enlazado a cada elemento complementario por medio de un enlace
guimico covalente. El enlace quimico covalente es, en una seccion, seleccionado de un grupo de enlaces covalentes
que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos, y enlaces de péptidos. En otras secciones, el
grupo de enlaces covalentes consiste de enlaces de fosfodiésteres y enlaces de fosforotioatos.

[0361] En secciones preferidas, cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido, o un
analogo de nucleétido. El nucledtido puede ser un acido deoxirribonucleico conformado una base seleccionada de
adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C), o un acido ribonucleico que comprende a una base seleccionada
de adenina (A), uracilo (U), guanina (G) y citosina (C).

[0362] Cada uno de los nucle6tidos mencionados pueden enlazarse a un nucleétido, o analogo de nucleétido
cercano, por medio de un enlace covalente, o vinculado a cada nucleétido o analogo de nucleétido cercano, por
medio de un enlace covalente. El enlace covalente es seleccionado preferiblemente de un grupo que consiste de
enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de péptidos.

[0363] Es preferido en una seccioén que por lo menos algunos de los nucleétidos mencionados sean seleccionados
de un grupo que consiste de derivados de nucleétidos, incluyendo derivados de nucleétidos seleccionados de un
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grupo que consiste de derivados de acidos deoxirribonucléicos y derivados de acidos ribonucleicos.

[0364] En otra seccion, los elementos complementarios son nucleétidos naturales o no naturales seleccionados de
un grupo que consiste de acidos deoxirribonucléicos y acidos ribonucleicos.

Elementos complementarios y sus elementos codificado res correspondientes

[0365] Cuando los elementos complementarios seleccionados de un grupo que consiste de nucledétidos, derivados
de nucleétidos y analogos de nucleétidos en los cuales una o mas de una particula base y/o una particula de fosfato
y/o una ribosa y/o una particula de deoxirribosa ha sido sustituida por una entidad molecular alterna, los elementos
codificadores capaces de interactuar con dicho elemento complementario comprenden o consisten esencialmente de
nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA,, LNA y morfolinos,
incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

[0366] Cada nucledtido puede ser enlazado a un nucleétido o analogo de nucleétido cercano por medio de un
enlace Unico covalente o enlazado a cada nucleétido o analogo de nucleétido cercano por medio de un enlace
quimico covalente. El enlace quimico covalente es seleccionado preferiblemente de un grupo de enlaces covalentes
gue consiste de enlaces de fosfodiéster, enlaces de fosforotioatos y enlaces de péptidos.

[0367] Los elementos complementarios son seleccionados, en una seccién, de nuclettidos y los elementos
complementarios pueden, en una seccion importante, ser enlazados enzimaticamente al usar a una enzima
seleccionada de un grupo que consiste de polimerasas de ADN y de ARN que dependen de plantillas, incluyendo a
transcriptasas reversas, ligasas de ADN y ligasas de ARN, ribozimas y deoxirribozimas, incluyendo la transcriptasa
reversa del VIH-1, la transcriptasa reversa de AMV, la polimerasa de ARN de T7, la polimerasa mutante Y639F de
ARN de T7, la Secuenasa, la polimerasa de ADN de Taq, el fragmento de Klenow (un fragmento grande de la
polimerasa | de ADN), la ligasa de ADN, la polimerasa de ADN de T7, la polimerasa de ADN de T4, la ligasa de ADN
de T4, la polimerasa de ARN de E colli, la polimerasa de ADN de rTh, la polimerasa de ADN de Whnet, la polimerasa
de ADN de Pfu, la polimerasa de ADN de Tte, y ribozimas con actividades de ribasas y replicasas.

[0368] La enzima seleccionada de un grupo que consiste mas preferiblemente de la enzima es seleccionada de un
grupo que consiste de transcriptasa reversa de VIH-1, transcriptasa reversa de AMV, polimerasa de ARN de T7,
polimerasa mutante Y639F de ARN de T7, Secuenasa, polimerasa de ADN de Taq, fragmento de Klenow (un
fragmento grande de la polimerasa | de ADN), ligasa de ADN, polimerasa de ADN de T7, polimerasa de ADN de T4,
y ligasa de ADN de T4. Los nucledtidos forman, preferiblemente, una plantilla o plantilla complementaria en el
momento de la incorporacién.

[0369] En otra seccion, los elementos complementarios pueden ser seleccionados de nucleétidos, y pueden ser
enlazados al utilizar un agente quimico, un cambio de pH, luz, un catalizador, radiacion, tal como radiacién
electromagnética, o por medio de acoplamientos espontaneos cuando se los pone en contacto reactivo entre si.

Subunidades de elementos complementarios

[0370] El elemento complementario es conformado o consiste esencialmente, preferiblemente, de desde 1 a 100
subunidades, tal como desde 1 a 80 subunidades, por ejemplo desde 1 a 60 subunidades, tal como desde 1 a 40
subunidades, por ejemplo desde 1 a 20 subunidades, tal como desde 1 a 18 subunidades, por ejemplo desde 1 a 16
subunidades, tal como desde 1 a 14 subunidades, por ejemplo desde 1 a 12 subunidades, tal como desde 1 a 10
subunidades, por ejemplo desde 1 a 9 subunidades, tal como desde 1 a 8 subunidades, por ejemplo desde 1 a 7
subunidades, tal como desde 1 a 6 subunidades, por ejemplo desde 1 a 5 subunidades, tal como desde 1 a 4
subunidades, por ejemplo desde 1 a 3 subunidades, tal como desde 1 a 2 subunidades, por ejemplo 1 subunidad, tal
como desde 2 a 100 subunidades, tal como desde 2 a 80 subunidades, por ejemplo desde 2 a 60 subunidades, tal
como desde 2 a 40 subunidades, por ejemplo desde 2 a 20 subunidades, tal como desde 2 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 16 subunidades, tal como desde 2 a 14 subunidades, por ejemplo desde 2 at 12 subunidades, tal
como desde 2 a 10 subunidades, por ejemplo desde 2 a 9 subunidades, tal como desde 2 a 8 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 7 subunidades, tal como desde 2 a 6 subunidades, por ejemplo desde 2 a 5 subunidades, tal
como desde 2 a 4 subunidades, por ejemplo desde 2 a 3 subunidades, tal como 2 subunidades, tal como desde 3 a
100 subunidades, tal como desde 3 a 80 subunidades, por ejemplo desde 3 a 60 subunidades, tal como desde 3 a
40 subunidades, por ejemplo desde 3 a 20 subunidades, tal como desde 3 a 18 subunidades, por ejemplo desde 3 a
16 subunidades, tal como desde 3 a 14 subunidades, por ejemplo desde 3 a 12 subunidades, tal como desde 3 a 10
subunidades, por ejemplo desde 3 a 9 subunidades, tal como desde 3 a 8 subunidades, por ejemplo desde 3 a 7
subunidades, tal como desde 3 a 6 subunidades, por ejemplo desde 3 a 5 subunidades, tal como desde 3 a 4
subunidades, por ejemplo 3 subunidades, por ejemplo desde 4 a 100 subunidades, tal como desde 4 a 80
subunidades, por ejemplo desde 4 a 60 subunidades, tal como desde 4 a 40 subunidades, por ejemplo desde 4 a 20
subunidades, tal como desde 4 a 18 subunidades, por ejemplo desde 4 a 16 subunidades, tal como desde 4 a 14
subunidades, por ejemplo desde 4 a 12 subunidades, tal como desde 4 a 10 subunidades, por ejemplo desde 4 a 9
subunidades, tal como desde 4 a 8 subunidades, por ejemplo desde 4 a 7 subunidades, tal como desde 4 a 6
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subunidades, por ejemplo desde 4 a 5 subunidades, por ejemplo 4 subunidades, tal como desde 5 a 100
subunidades, tal como desde 5 a 80 subunidades, por ejemplo desde 5 a 60 subunidades, tal como desde 5 a 40
subunidades, por ejemplo desde 5 a 20 subunidades, tal como desde 5 a 18 subunidades, por ejemplo desde 5 a 16
subunidades, tal como desde 5 a 14 subunidades, por ejemplo desde 5 a 12 subunidades, tal como desde 5 a 10
subunidades, por ejemplo desde 5 a 9 subunidades, tal como desde 5 a 8 subunidades, por ejemplo desde 5 a 7
subunidades, tal como desde 5 a 6 subunidades, tal como 5 subunidades, por ejemplo desde 6 a 100 subunidades,
tal como desde 6 a 80 subunidades, por ejemplo desde 6 a 60 subunidades, tal como desde 6 a 40 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 20 subunidades, tal como desde 6 a 18 subunidades, por ejemplo desde 6 a 16 subunidades, tal
como desde 6 a 14 subunidades, por ejemplo desde 6 a 12 subunidades, tal como desde 6 a 10 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 9 subunidades, tal como desde 6 a 8 subunidades, por ejemplo desde 6 a 7 subunidades, tal
como 6 subunidades, tal como desde 7 a 100 subunidades, tal como desde 7 a 80 subunidades, por ejemplo desde
7 a 60 subunidades, tal como desde 7 a 40 subunidades, por ejemplo desde 7 a 20 subunidades, tal como desde 7 a
18 subunidades, por ejemplo desde 7 a 16 subunidades, tal como desde 7 a 14 subunidades, por ejemplo desde 7 a
12 subunidades, tal como desde 7 a 10 subunidades, por ejemplo desde 7 a 9 subunidades, tal como desde 7 a 8
subunidades, tal como 7 subunidades, por ejemplo desde 8 a 100 subunidades, tal como desde 8 a 80 subunidades,
por ejemplo desde 8 a 60 subunidades, tal como desde 8 a 40 subunidades, por ejemplo desde 8 a 20 subunidades,
tal como desde 8 a 18 subunidades, por ejemplo desde 8 a 16 subunidades, tal como desde 8 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 8 a 12 subunidades, tal como desde 8 a 10 subunidades, por ejemplo desde 8 a 9 subunidades, por
ejemplo 8 subunidades, tal como desde 9 a 100 subunidades, tal como desde 9 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 60 subunidades, tal como desde 9 a 40 subunidades, por ejemplo desde 9 a 20 subunidades, tal como
desde 9 a 18 subunidades, por ejemplo desde 9 a 16 subunidades, tal como desde 9 a 14 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 12 subunidades, tal como desde 9 a 10 subunidades, tal como 9 subunidades, por ejemplo desde 10 a
100 subunidades, tal como desde 10 a 80 subunidades, por ejemplo desde 10 a 60 subunidades, tal como desde 10
a 40 subunidades, por ejemplo desde 10 a 20 subunidades, tal como desde 10 a 18 subunidades, por ejemplo desde
10 a 16 subunidades, tal como desde 10 a 14 subunidades, por ejemplo desde 10 a 12 subunidades, tal como 10
subunidades, tal como desde 11 a 100 subunidades, tal como desde 11 a 80 subunidades, por ejemplo desde 11 a
60 subunidades, tal como desde 11 a 40 subunidades, por ejemplo desde 11 a 20 subunidades, tal como desde 11 a
18 subunidades, por ejemplo desde 11 a 16 subunidades, tal como desde 11 a 14 subunidades, por ejemplo desde
11 a 12 subunidades, tal como desde 12 a 100 subunidades, tal como desde 12 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 12 a 60 subunidades, tal como desde 12 a 40 subunidades, por ejemplo desde 12 a 20 subunidades, tal como
desde 12 a 18 subunidades, por ejemplo desde 12 a 16 subunidades, tal como desde 12 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 13 a 100 subunidades, tal como desde 13 a 80 subunidades, por ejemplo desde 13 a 60
subunidades, tal como desde 13 a 40 subunidades, por ejemplo desde 13 a 20 subunidades, tal como desde 13 a 18
subunidades, por ejemplo desde 13 a 16 subunidades, tal como desde 13 a 14 subunidades, por ejemplo desde 14 a
100 subunidades, tal como desde 14 a 80 subunidades, por ejemplo desde 14 a 60 subunidades, tal como desde 14
a 40 subunidades, por ejemplo desde 14 a 20 subunidades, tal como desde 14 a 18 subunidades, por ejemplo desde
14 a 16 subunidades, tal como desde 15 a 100 subunidades, tal como desde 15 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 15 a 60 subunidades, tal como desde 15 a 40 subunidades, por ejemplo desde 15 a 20 subunidades, tal como
desde 15 a 18 subunidades, por ejemplo desde 15 a 16 subunidades, tal como desde 16 a 100 subunidades, tal
como desde 16 a 80 subunidades, por ejemplo desde 16 a 60 subunidades, tal como desde 16 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 16 a 20 subunidades, tal como desde 16 a 18 subunidades, por ejemplo desde 17 a 100
subunidades, tal como desde 17 a 80 subunidades, por ejemplo desde 17 a 60 subunidades, tal como desde 17 a 40
subunidades, por ejemplo desde 17 a 20 subunidades, tal como desde 17 a 18 subunidades, por ejemplo desde 18 a
100 subunidades, tal como desde 18 a 80 subunidades, por ejemplo desde 18 a 60 subunidades, tal como desde 18
a 40 subunidades, por ejemplo desde 18 a 20 subunidades, tal como desde 19 a 100 subunidades, tal como desde
19 a 80 subunidades, por ejemplo desde 19 a 60 subunidades, tal como desde 19 a 40 subunidades, por ejemplo
desde 19 a 30 subunidades, tal como desde 19 a 25 subunidades, por ejemplo desde 20 a 100 subunidades, tal
como desde 20 a 80 subunidades, por ejemplo desde 20 a 60 subunidades, tal como desde 20 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 20 a 30 subunidades, tal como desde 20 a 25 subunidades.

[0371] En secciones importantes, cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido o un
analogo de nucleétido. El nucleétido puede ser un acido deoxirribonucléico que comprende a una base seleccionada
de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C), o un acido ribonucleico que comprende una base
seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G), y citosina (C)

[0372] Cada uno de los nucleétidos mencionados puede ser enlazado a un nucleétido o analogo de nucledtido
cercano, por medio de un enlace covalente, 0o enlazado a cada nucleétido o analogo de nucleétido cercano, por
medio de un enlace covalente. El enlace covalente es preferiblemente seleccionado de un grupo que consiste de
enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos, y enlaces de péptidos.

[0373] Es preferido en una seccion que por lo menos algunos de dichos nucleétidos sean seleccionados de un grupo
gue consiste de derivados de nucleédtidos, incluyendo derivados de nucleétidos seleccionados de un grupo que
consiste de derivados de acidos deoxirribonucléicos y derivados de acidos ribonucleicos.

Subunidades de los elementos complementarios y las s ubunidades de los elementos codificadores
correspondientes
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[0374] Cuando las subunidades de elementos complementarios son seleccionadas de un grupo que consiste de
nucleétidos, derivados de nucleétidos y analogos de nucleétidos en las cuales una o mas particulas base y/o
particulas de fosfatos y/o particulas de ribosas y/o particulas de deoxirribosas han sido sustituidas por una entidad
molecular alterna, las subunidades de los elementos codificadores que son capaces de interactuar con dichas
subunidades de elementos complementarios comprenden o consisten esencialmente, preferiblemente, de
nucledtidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos,
incluyendo a cualquiera de sus analogos o derivados.

[0375] Es preferido que cada derivado de nucledtido esté vinculado a un nucleétido o analogo de nucleétido
cercano, por medio de un enlace quimico covalente, o vinculado a cada nucleétido o analogo de nucle6tido cercano,
por medio de un enlace quimico covalente. El enlace quimico covalente puede ser seleccionado de un grupo de
enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de péptidos.

Bloques de construccion, enlazadores separables y e nlazadores selectivamente separables

[0376] En un aspecto se suministra un bloque de construccion comprendido de

i) un elemento complementario capaz de reconocer especificamente a un elemento codificador que tiene un grupo
de reconocimiento, donde dicho elemento complementario es seleccionado de nucleétidos, aminoacidos,
anticuerpos, antigenos, proteinas, péptidos y moléculas con una capacidad de reconocimiento de nucleétidos.

ii) por lo menos una entidad funcional seleccionada de un precursor de o-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-
péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos mono-, di- y tri- sustituidos, donde los residuos de
aminoacidos estan en la forma L- o en la forma D-, polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos de
sulfonamidas vinilogas, polisulfonamidas, péptidos conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos,
poliésteres, polisacaridos, policarbamatos, policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas,
glicinas ¢ligo N-sustituidas, poliéteres, oligdbmeros de etoxiformacetal, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG),
polietilenos, polidisulfuros, sulfuros de poliarileno, polinucleétidos, PNAs, LNAs, morfolinos, oligo pirrolidinonas,
polioximas, poliiminas, polietileneiminas, poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos,
fosfolipidos, glicolipidos, compuestos policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos,
proteoglicanos y polisiloxanos, y

iii) un enlazador o un enlazador selectivamente separable que divide a la entidad funcional del elemento
complementario.

[0377] El elemento complementario del bloque de construccion es seleccionado preferiblemente de una secuencia
de nucleétidos, tal como una secuencia de desde 1 a 8 nucleétidos, tal como desde 1 a 6 nucledtidos, por ejemplo,
desde 1 a 4 nucleétidos, tal como desde 1 a 3 nucledtidos, tal como 2 nucleétidos o por ejemplo 3 nucledétidos.

[0378] La entidad funcional puede ser seleccionada de un precursor de un aminoacido seleccionado de aminoacidos
alfa, aminoacidos beta, aminoacidos gamma, aminoacidos di-sustituidos, aminoacidos poli-sustituidos, aminoacidos
vinilogos, derivados de glicina N-sustituidos y otros aminoacidos modificados.

[0379] También se suministra una composicion de blogues de construccion tal como se define en este documento,
donde por lo menos 2 bloques de construccion de la composicién son diferentes.

[0380] Por lo menos un subconjunto de la pluralidad de bloques de construccién comprende, preferiblemente, un
elemento complementario y una entidad funcional y un enlazador.

[0381] En una seccion, cada bloque de construccién comprende por lo menos un grupo reactivos tipo | y/o por lo
menos un grupo reactivo tipo Il, incluyendo un grupo reactivo tipo I. 2 grupos reactivos tipo I, un grupo reactivo tipo
I, y 2 grupos reactivos tipo Il.

[0382] Por lo menos uno de dichos grupos reactivos tipo Il de la entidad funcional es seleccionada preferiblemente
del grupo que consiste de N-carboxianhidrido (NCA), N-tiocarboxianhidrido (NTA), aminas, acidos carboxilicos,
cetonas, aldehidos, hidroxilos, tioles, ésteres, tioésteres, cualquier sistema conjugado de enlaces dobles, hidracinas,
ésteres de N-hidroxisuccinimidas y epoéxidos.

[0383] En algunas secciones, el grupo reactivo tipo Il es un electréfilo, un nucledfilo, o un radical.

[0384] Por lo menos un subconjunto de dicha pluralidad de bloques de construccién comprende a un separador
selectivamente separable que divide a la entidad funcional del elemento complementario, donde dicho enlazador
selectivamente separable no es dividido bajo condiciones que resultan en la separacion de enlazadores separables
gue dividen a la entidad funcional del elemento complementario de los bloques de construccidon que no pertenecen al
subconjunto de bloques de construccion que comprenden a un enlazador selectivamente separable. Los
enlazadores separables de los bloques de construccion son separados sin dividir el por lo menos un enlazador
selectivamente separable que vincula a la molécula modelada con la plantilla complementaria, o con un elemento
complementario, o vinculando a dicha molécula modelada con un elemento modelador, o con la plantilla que modelo
la sintesis de la molécula modelada.
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[0385] Los enlazadores y enlazadores selectivamente separables pueden ser divididos con, por ejemplo, acidos,
bases, un agente quimico, luz, radiaciéon electromagnética, una enzima, o un catalizador, siempre y cuando la
division del enlazador separable resulte en la division del enlazador selectivamente separable a menos que eso se
desee.

[0386] En una seccidn, la longitud del enlazador o enlazador selectivamente separable esta en el rango de alrededor
de 0.8 A a alrededor de 70 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 60 A, por ejemplo en el rango de
desde 0.8 A a alrededor de 50 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 40 A, por ejemplo en el rango
de desde 0.8 A a alrededor de 30 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el
rango de desde 0.8 A a alrededor de 20 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en
el rango de desde 0.8 A a alrededor de 16 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 14 A, por ejemplo
en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 12 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 10 A, por
ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 8 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 7 A, por
ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 6 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 5 A, por
ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 4 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 3.5 A,
por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 3.0 A, tal como en el rango de 0.8 A a alrededor de 2.5 A, por
ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 2.0 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 1.5 A,
por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 1.0 A.

[0387] En otra seccidn, la longitud del enlazador o enlazador selectivamente separable esta en el rango de desde
alrededor de 1 A a alrededor de 60 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 40 A, por ejemplo en el
rango de 1 A a alrededor de 30 A, tal como en el rango de desde uno A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango
de desde 1 A a alrededor de 20 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango
de desde 1 A a alrededor de 16 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango
de desde 1 A a alrededor de 12 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango
de desde 1 A a alrededor de 8 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de
desde 1 A a alrededor de 6 A, tal como en el rango de desde 1 A a alrededor de 5 A, tal como en el rango de desde
1 A a alrededor de 4 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 3.5 A, por ejemplo en el rango de desde
1.0 a alrededor de 3.0 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 2.5 A, por ejemplo en el rango de
desde 1.0 A a alrededor de 2.0 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 1.5 A, por ejemplo en el rango
de desde 1.0 A a alrededor de 1.2 A.

[0388] En otra seccion, la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el rango de
desde alrededor de 2 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 2 A a alrededor de 30 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 20 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 16 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 12 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 8 A, al como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 6 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 5 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 4 A, tal como en el
rango de desde 2.0 A a alrededor de 3.5 A, por ejemplo en el rango de desde 2.0 A a alrededor de 3.0 A, tal como
en el rango de desde 2.0 A a alrededor de 2.5 A, por ejemplo en el rango de desde 2.0 A a alrededor de 2.2 A.

[0389] En una seccion adicional, el largo del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el rango de
desde alrededor de 4 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 4 A a alrededor de 30 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 20 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 16 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 12 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 8 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 6 A, tal como en el
rango de desde 4 A a alrededor de 5 A.

[0390] En otra seccion adicional, el largo del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el rango
de desde alrededor de 6 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 6 A a alrededor de 30 A, tal como en
el rango de desde 6 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 20 A, tal como en el
rango de desde 6 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 16 A, tal como en el
rango de desde 6 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 12 A, tal como en el
rango de desde 6 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 8 A, tal como en el
rango de desde 6 A a alrededor de 7 A.

[0391] En otra seccién, en largo del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el rango de desde
alrededor de 8 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 8 A a alrededor de 30 A, tal como en el rango
de desde 8 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 20 A, tal como en el rango
de desde 8 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 16 A, tal como en el rango
de desde 8 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 12 A, tal como en el rango
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de desde 8 A a alrededor de 10 A.
Moléculas modeladas

[0392] Las moléculas modeladas pueden ser enlazadas- o no enlazadas-a la plantilla que modelo la sintesis de la
molécula modelada.

[0393] En una seccion, este invento se refiere a moléculas modeladas que comprenden o que consisten
esencialmente de aminoacidos seleccionados de un grupo que consiste de a-aminoacidos, - aminoacidos, y-
aminoacidos, w- aminoécidos.

[0394] En varias secciones preferidas, la molécula modelada comprende, o consiste esencialmente, de uno o mas
residuos de aminoacidos, de a- aminoacidos, de a- aminoacidos monosustituidos, a- aminoacidos di-sustituidos, B-
aminoacidos monosustituidos, - aminoacidos di-sustituidos, B- aminoéacidos tri-sustituidos, B- aminoacidos tetra-
sustituidos, y- aminoacidos, w- aminoacidos, aminoacidos vinilogos, y glicinas N-sustituidas.

[0395] Las moléculas modeladas ya mencionadas conformadas de (- aminoacidos preferiblemente tienen una
estructura esencial conformada o que consiste esencialmente de una estructura de ciclohexano y/o una estructura
de ciclo pentano.

[0396] En otras secciones, la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de moléculas o entidades
moleculares seleccionadas de un grupo de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos B-péptidos, y-
peptides, w-peptides mono-di- y tri-sustituidos, péptidos donde los residuos de aminoacidos estan en la forma L- o
en la forma D-, polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos vinilogos de sulfonamidas,
polisulfonamidas, péptidos conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos, poliésteres,
polisacaridos, policarbamatos, policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas, glicinas oligo
N-sustituidas, poliéteres, oligdbmeros de etoxiformacetal, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG), polietilenos,
polidisulfuros, sulfuros de poliarileno, polinucledtidos, PNAs, LNAs, morfolinos, oligo pirrolinonas, polioximas,
poliiminas, polietileneiminas, poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestireno, polivinilos, lipidos, fosfolipidos,
glicolipidos, compuestos policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos, incluyendo a
compuestos poliheterociclicos, proteoglicanos, y polisiloxanos incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

[0397] Residuos cercanos de moléculas modeladas de acuerdo al invento pueden enlazarse por medio de un enlace
quimico seleccionado de un grupo de enlaces quimicos que consisten de enlaces de péptidos, enlaces de
sulfonamidas, enlaces de ésteres, enlaces de sacaridos, enlaces de carbamatos, enlaces de carbonatos, enlaces de
ureas, enlaces de fosfonatos, enlaces de uretanos, enlaces de azatidas, enlaces de peptoides, enlaces de éteres,
enlaces de etoxis, enlaces de tioéteres, enlaces individuales de carbono, enlaces dobles de carbono, enlaces triples
de carbono, enlaces de di sulfuros, enlaces de sulfuros, enlaces de fosfodiésteres, enlaces de oximas, enlaces de
iminas, enlaces de imidas, incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

[0398] Ademas, las estructuras esencial de las moléculas modeladas de acuerdo al invento puede, en un aspecto,
comprender o consistir esencialmente de un grupo molecular seleccionado de -NHN(R)CO-; -NHB(R)CO-; -
NHC(RR’)CO-; -NHC(=CHR)CO-; -NHC6H4CO-; - NHCH2CHRCO-;-NHCHRCH2CO-; -COCH2-; -COS-; -CONR-; -
COO-; -CSNH- ; - CH2 NH-; -CH2CH2-; -CH2 S-; -CH2 SO- ; -CH2S02-; -CH(CH3)S- ; -CH=CH-; - NHCO-; -
NHCONH-; -CONHO-; -C(=CH2)CH2- ; -PO2-NH-; -PO2-CH2-; -PO2-CH2N+-; -SO2NH--; y lactamicos, incluyendo a
cualquiera de sus combinaciones.

[0399] En otras secciones del invento, las moléculas modeladas no son de naturaleza polimérica.

[0400] EIl precursor es, en una seccion, seleccionado preferiblemente de un grupo de precursores que consiste de
precursores de a- aminoacidos, precursores de - aminoacidos, precursores de y- aminoacidos y precursores de w-
aminoacidos.

[0401] En alguna seccion, la molécula modelada es un oligémero o un polimero que comprende por lo menos una
secuencia repetitiva de grupos funcionales, tal como por lo menos 3 grupos funcionales repetidos por lo menos 2
veces en la molécula modelada. Las moléculas modeladas también incluyen a moléculas donde, cualquier
secuencia de por lo menos 3 grupos funcionales ocurren solamente una vez.

[0402] Algunas moléculas modeladas preferidas consisten, preferiblemente, o consisten esencialmente de por lo
menos 2 grupos funcionales diferentes, tal como por lo menos 3 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo
menos 4 grupos funcionales diferentes, tal como por lo menos 5 diferentes grupos funcionales, por ejemplo por lo
menos 6 grupos funcionales diferentes, tal como por lo menos 7 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo
menos 8 grupos funcionales diferentes, tal como por lo menos 9 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo
menos 10 grupos funcionales diferentes, tal como mas de 10 grupos funcionales diferentes. Los grupos funcionales
también puede ser idénticos.
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[0403] En un aspecto preferido del invento se suministra una molécula modelada que comprende a un polimero
conformado de una pluralidad de grupos funcionales enlazados covalentemente donde cada uno tiene por lo menos
un residuo, donde la pluralidad de residuos es preferiblemente desde 2 a 200, por ejemplo desde 2 a 100, tal como
desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por ejemplo desde 2 a 30, tal como desde 2 a 20,
por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a 8, por ejemplo desde 2 a 6, tal como desde 2 a
4, por ejemplo 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80, tal como desde 3 a 60, tal como desde 3 a 40,
por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a 15, por ejemplo desde 3 a 15, tal como desde
3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde 3 a 4, por ejemplo 3, tal como desde 4 a 100,
por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a 40, por ejemplo desde 4 a 30, tal como desde
4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como desde 4 a 8, tal como desde 4 a 6, por ejemplo 4,
por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo desde 5 a 60, tal como desde 5 a 40, por ejemplo
desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal como desde 5 a 10, tal como desde 5 a 8, por
ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por ejemplo desde 6 a 80, tal como desde 6 a 60, tal
como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a 20, tal como desde 6 a 15, por ejemplo desde 6 a
10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100, tal como desde 7 a 80, por ejemplo desde 7 a 60,
tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde 7 a 20, por ejemplo desde 7 a 15, tal como desde
7 a 10, tal como desde 7 a 8, por ejemplo 7, por ejemplo desde 8 a 100, tal como desde 8 a 80, por ejemplo desde 8
a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como desde 8 a 20, por ejemplo desde 8 a 15, tal como
desde 8 a 10, tal como desde 8, por ejemplo 9, por ejemplo desde 10 a 100, tal como desde 10 a 80, por ejemplo
desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal como desde 10 a 20, por ejemplo desde 10 a
15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100, tal como desde 12 a 80, por ejemplo desde 12
a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como desde 12 a 20, por ejemplo desde 12 a 15, tal
como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14 a 60, tal como desde 14 a 40, por ejemplo
desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal como desde 16 a 100, tal como desde 16 a
80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo desde 16 a 30, tal como desde 16 a 20, tal
como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a 60, tal como desde 18 a 40, por ejemplo
desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal como desde 20 a 80, por ejemplo desde 20
a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como desde 20 a 25, por ejemplo desde 22 a 100, tal
como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22 a 40, por ejemplo desde 22 a 30, tal como
desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por ejemplo desde 25 a 60, tal como desde 25
a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo desde 30 a 80, tal como desde 30 a 60, por
ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a 100, tal como desde 35 a 80, por ejemplo
desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal como desde 40 a 80, por ejemplo desde 40
a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como desde 45 a 100, por ejemplo desde 45 a 80, tal
como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50 a 100, por ejemplo desde 50 a 80, tal como
desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por ejemplo desde 60 a 80, tal como desde 60
a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo desde 70 a 80, tal como desde 80 a 100, por
ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

[0404] En otro aspecto preferido del invento se suministra una molécula modelada que comprende a un polimero
conformado de una pluralidad de grupos funcionales enlazados covalentemente donde cada uno contiene un
residuo, donde los residuos enlazados covalentemente son capaces de generar un polimero conformado,
exclusivamente o en combinacién con porciones adicionales, de por lo menos una porcién seleccionada de un grupo
de porciones de polimeros que consiste de a-péptidos, 3-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-
péptidos, w-péptidos mono-, di- y tri-sustituidos, péptidos donde los residuos aminoacidos estan en la forma L- 0 en
la forma D-, polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos vinilogos de sulfonamidas,
polisulfonamidas, péptidos conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos, poliésteres,
polisacaridos, policarbamatos, policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas, glicocinas
oligo N-sustituidas, poliéteres, oligébmeros de etoxiformacetales, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG), polietilenos,
polidisulfuros, sulfuros de poliarileno, polinucleétidos, PNAs, LNAs, morfolinos oligé pirrolinonas, polioximas,
poliiminas, polietileniminas, poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos, fosfolipidos,
glicolipidos, compuestos policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos, incluyendo
compuestos policiclicos, proteoglicanos, y polisiloxanos, y donde la pluralidad de residuos es preferiblemente desde
2 a 200, por ejemplo desde 2 a 100, tal como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por
ejemplo desde 2 a 30, tal como desde 2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a
8, por ejemplo desde 2 a 6, tal como desde 2 a 4, por ejemplo 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80,
tal como desde 3 a 60, tal como desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a
15, por ejemplo desde 3 a 15, tal como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde
3 a 4, por ejemplo 3, tal como desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a
40, por ejemplo desde 4 a 30, tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como
desde 4 a 8, tal como desde 4 a 6, por ejemplo 4, por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo
desde 5 a 60, tal como desde 5 a 40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal
como desde 5 a 10, tal como desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por
ejemplo desde 6 a 80, tal como desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a
20, tal como desde 6 a 15, por ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100,
tal como desde 7 a 80, por ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 at 30, tal como desde
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7 a 20, por ejemplo desde 7 a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, por ejemplo 7, por ejemplo desde 8 a
100, tal como desde 8 a 80, por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como
desde 8 a 20, por ejemplo desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, tal como 8, por ejemplo 9, por ejemplo desde 10 a
100, tal como desde 10 a 80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal
como desde 10 a 20, por ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100,
tal como desde 12 a 80, por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como
desde 12 a 20, por ejemplo desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14
a 60, tal como desde 14 a 40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal
como desde 16 a 100, tal como desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo
desde 16 a 30, tal como desde 16 a 20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a
60, tal como desde 18 a 40, por ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal
como desde 20 a 80, por ejemplo desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como
desde 20 a 25, por ejemplo desde 22 a 100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22
a 40, por ejemplo desde 22 a 30, tal como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por
ejemplo desde 25 a 60, tal como desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo
desde 30 a 80, tal como desde 30 a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a
100, tal como desde 35 a 80, por ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal
como desde 40 a 80, por ejemplo desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como
desde 45 a 100, por ejemplo desde 45 a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50
a 100, por ejemplo desde 50 a 80, tal como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por
ejemplo desde 60 a 80, tal como desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo
desde 70 a 80, tal como desde 80 a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

[0405] La molécula modelada en una seccién es preferiblemente una, donde los residuos enlazados covalentemente
son capaces de generar un polimero comprendido de, exclusivamente o en combinacién con porciones adicionales
del grupo, por lo menos una porcién seleccionada de un grupo de porciones poliméricas que consisten de a-
péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos mono-, di- y tri-
sustituidos donde los residuos aminoacidos estan en la forma de L- o en la forma de D-, y polipéptidos vinilo.

[0406] En una seccion especifica, la molécula modelada es una donde los residuos enlazados covalentemente son
capaces de generar un polisacarido.

[0407] En otro aspecto se suministra una molécula modelada conformada de una secuencia de grupos funcionales,
donde los grupos funcionales cercanos estan enlazados por una particula molecular que no es asociada por
naturaleza con dichos grupos funcionales.

[0408] Un aspecto adicional de este invento se refiere a i) una molécula modelada que comprende a una secuencia
de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a-
péptidos o un nucleodtido, ii) una molécula modelada que comprende a una secuencia de grupos funcionales
enlazados covalentemente, donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido o nucleétido
monosustituido, y iii) una molécula modelada que comprende a una secuencia de grupos funcionales enlazadas
covalentemente, donde la molécula modelada no comprende o es conformada de un péptido o un nucleétido.

Composiciones de moléculas modeladas

[0409] Las moléculas modeladas de acuerdo al invento, incluyendo a aquellas mencionadas en este documento,
pueden estar presentes en una composicion de moléculas modeladas, donde dicha composicién comprende una
pluralidad de mas de o alrededor de 10® moléculas modeladas diferentes, tales como mas de o alrededor de 10*
moléculas modeladas diferentes, por ejemplo, mas de o alrededor de 10° moléculas modeladas diferentes, tal como
méas de o alrededor de 10° moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas
modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de 10® moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o
alrededor de 10° moléculas modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de 10'° moléculas modeladas
diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10™ moléculas modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de
10" moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, tal
como méas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10"
moléculas modeladas diferentes, tal como méas de o alrededor de 10 moléculas modeladas diferentes, gor ejemplo
mas de o alrededor de 107 moléculas modeladas diferentes, tal como méas de o alrededor de 10% moléculas
modeladas diferentes.

[0410] La composicion en algunas secciones comprende preferiblemente ademas a una plantilla capaz de modelar
cada molécula modelada, o uno de sus subconjuntos. Asimismo, en un aspecto preferido de este invento, se
suministra i) una composicion que comprende a una molécula modelada y la plantilla capaz de modelar a la
molécula modelada, o ii) una composicién que comprende a una molécula modelada y a la plantilla que modelo la
sintesis de la molécula modelada.

[0411] Varias caracteristicas preferidas de las moléculas modeladas ya sean i) enlazadas a la plantilla capaz de
modelar la sintesis de la molécula modelada, o ii) estan presentes en una composicion que comprende ademas a la
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plantilla capaz de modelar la sintesis de la molécula modelada que se lista a continuacion.

[0412] Cuando estan presentes en aquellas composiciones, se prefiere que i) la plantilla no consiste exclusivamente
de nucleétidos naturales, cuando la molécula modelada es un péptido que comprende exclusivamente a a-
aminoacidos monosustituidos, ii) la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula modelada es un a-
péptido natural, iii) la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido natural, iv) la
plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido monosustituido, v) la plantilla no es un
nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido, vi) la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la
molécula modelada es un péptido, y vii) la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un péptido.

Moléculas modeladas enlazadas a la plantilla que mo  delo la sintesis de la molécula modelada

[0413] En un aspecto preferido de este invento se suministra una molécula modelada que comprende a una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido.

[0414] En otro aspecto preferido de este invento se suministra una molécula modelada que comprende a una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, en cuyo
caso la molécula modelada no comprende un a- péptido monosustituido.

[0415] En otro aspecto preferido del invento se suministra una molécula modelada que comprende a una secuencia
de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de un
enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido o un nucleétido.

[0416] En un aspecto adicional de este invento se suministra una molécula modelada que comprende a una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula modelada es un a- péptido.

[0417] En un aspecto adicional de este invento se suministra una molécula modelada comprendida de una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
plantilla no consiste exclusivamente de nucleétidos naturales, cuando la molécula modelada es un péptido que
comprende exclusivamente a a- aminoacidos monosustituidos.

[0418] En un aspecto adicional de este invento se suministra una molécula modelada que comprende a una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada esta enlazada por medio
de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde
la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula modelada es un a- péptido natural.

[0419] En un aspecto aun mas preferido de este invento se suministra una molécula modelada que comprende a
una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por
medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada,
donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido natural.

[0420] En un aspecto adicional de este invento se suministra a una molécula modelada comprendida de una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido monosustituido.

[0421] En un aspecto adicional de este invento se suministra a una molécula modelada comprendida de una
secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de
un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un a- péptido.

[0422] En un aspecto adicional de este invento se suministra una molécula modelada conformada de una secuencia
de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de un
enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula modelada es un péptido.

[0423] En un aspecto adicional de este invento se suministra una molécula modelada conformada de una secuencia

de grupos funcionales enlazados covalentemente, donde la molécula modelada es enlazada por medio de un
enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la
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plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es un péptido.

[0424] La molécula modelada puede ser obtenida de acuerdo a los métodos aqui descritos anteriormente.
En aspectos adicionales se suministra

[0425]

i) una molécula modelada comprendida de una secuencia de bloques de construccion enlazados covalentemente;

i) una molécula modelada conformada de una secuencia de bloques de construccion enlazados covalentemente,
donde la secuencia de los bloques de construccion enlazados covalentemente comprende a una secuencia de
elementos complementarios que forman a una plantilla complementaria capaz de complementar a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada, y donde la molécula modelada esta enlazada a la plantilla
complementaria o a la plantilla que modelo su sintesis; y

iii) una molécula modelada de acuerdo a cualquiera de las declaraciones anteriores, donde la molécula modelada
comprende a una secuencia de entidades funcionales que comprenden a por lo menos un grupo funcional, y
opcionalmente a por lo menos un grupo reactivo tipo Il, y donde cada entidad funcional es enlazada a un elemento
complementario o a una plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

Usos de las moléculas modeladas

[0426] Las moléculas modeladas de acuerdo a este invento pueden ser utilizadas para una variedad de propositos
comerciales.

[0427] En un aspecto, se suministra un método para examinar a moléculas modeladas que tienen, potencialmente,
una actividad predeterminada, donde dicho método comprende el paso de suministrar a una molécula objetivo o a
una entidad objetivo, incluyendo una superficie, y obtener las moléculas modeladas que tienen una afinidad para con
-0 un efecto en- dicha molécula objetivo o entidad objetivo.

[0428] Otro aspecto se refiere a un método para ejecutar ensayos en relacion a una actividad asociada
potencialmente con una molécula modelada, donde dicho método comprende el paso de suministrar una molécula
objetivo o una entidad objetivo, incluyendo una superficie, y obtener moléculas modeladas que tienen una afinidad
para con - o un efecto en- dicha molécula objetivo o entidad objetivo, y determinar la actividad de la molécula
modelada.

[0429] En otro aspecto adicional se suministra un método para seleccionar complejos o moléculas modeladas que
tienen una actividad predeterminada, donde dicho método comprende el paso de realizar un procedimiento de
seleccién y escoger a moléculas modeladas en base a criterios de seleccion predeterminados.

[0430] También se suministra un método para la examinacién de una composicién de moléculas que tienen una
actividad predeterminada el cual comprende:

i) establecer una primera composicién de moléculas modeladas tal como se describen este documento, o producidas
tal como se define en este documento por medio de cualquier método para preparar moléculas modeladas,

ii) expone la primera composicion o condiciones que enriquecen a dicha primera composicion con moléculas
modeladas que tienen una actividad predeterminada, y

iii) amplificar opcionalmente las moléculas modeladas de la composicién enriquecida obteniendo una 22
composicion,

iv) opcionalmente repetir los pasos desde el ii) al iii), y

V) obtener una composicion adicional que tiene una tasa mas alta de moléculas modeladas que tienen la actividad
predeterminada especifica.

[0431] En una seccion, el método comprende ademas un paso de mutar a las moléculas modeladas, donde dicha
mutagénesis puede ocurrir antes de ejecutar el paso iii), simultdneamente con la ejecucion del paso iii)), 0 después
de ejecutar el paso iii). La mutagénesis puede ser ejecutada como una mutagénesis aleatoria o dirigida a un lugar.

[0432] El paso iii) del método comprende preferiblemente una amplificacion de 10" a 10™ veces, y los pasos ii) y iii)
puede ser repetida, tal como por lo menos 2 veces, 3 veces, 5 veces, o por lo menos 10 veces, tal como por lo
menos 15 veces.

[0433] El método puede comprender un paso adicional de identificar a la molécula modelada que tiene a la actividad
predeterminada, y dicha identificacion puede ser conducida, por ejemplo, al analizar a la plantilla y/o a la plantilla
complementaria fisicamente o de otra forma asociada con la molécula.

[0434] Las condiciones que enriquecen a la primera composicién pueden comprender el suministro adicional de un
compafiero enlazador a dicha molécula modelada que tiene la actividad predeterminada, donde dicho compafiero
enlazador es inmovilizado directamente o indirectamente en un soporte.

[0435] Las condiciones que enriquecen a la composicion pueden involucrar cualquier método de Ultima tecnologia,
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incluyendo a uno o mas de una separacion electroforética, filtraciéon de geles, inmunoprecipitaciones, enfoque
isoeléctrico, centrifugacion, e inmovilizacion. Las condiciones que enriquecen a la composicion también pueden
comprender el paso adicional de suministrar células capaces de internalizar a la molécula modelada, o realizar
cualquier interaccion con la molécula modelada que tiene a la actividad predeterminada.

[0436] La actividad predeterminada de la molécula modelada es preferiblemente una actividad enzimatica o una
actividad catalizadora.

[0437] En otro aspecto se suministra un método para amplificar a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada que tiene o que tiene potencialmente una actividad predeterminada,
donde dicho método comprende el paso de contactar a la plantilla con medios de amplificacion, y amplificar a la
plantilla. El método para amplificar a la plantilla complementaria o a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula
modelada tiene, o tiene potencialmente, una actividad predeterminada que preferiblemente comprende los pasos de
i) contactar a la plantilla con el medio de amplificacién, y amplificar a la plantilla, y ii) obtener a la molécula modelada
en un monto incrementado de por lo menos 2 veces.

[0438] En otro aspecto se suministra un método para alterar la secuencia de una molécula modelada, incluyendo
generar una molécula modelada comprendida de una secuencia nueva o alterada de grupos funcionales, donde
dicho método comprende preferiblemente los pasos de

i) suministrar una primera plantilla complementaria o una primera plantilla capaz de modelar a la primera molécula
modelada, o una pluralidad de aquellas primeras plantillas complementarias o primeras plantillas capaces de
modelar una pluralidad de las primeras moléculas modeladas,

if) mutar o modificar a la secuencia de la primera plantilla complementaria o a la primera plantilla, o a la pluralidad de
las primeras plantillas complementarias o primeras plantillas, y generar una 22 plantilla o una 22 plantilla
complementaria, 0 una pluralidad de segundas plantillas o segundas plantillas complementarias, donde dichas
segundas plantillas o plantillas complementarias son capaces de modelar la sintesis de una 22 molécula modelada, o
una pluralidad de segundas moléculas modeladas,

donde dichas segundas moléculas modeladas comprenden una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente que no son idénticos a la secuencia de los grupos funcionales de las primeras moléculas
modeladas, y opcionalmente

iii) modelar por medio de dichas segundas plantillas o plantillas complementarias a una 22 molécula modelada, o una
pluralidad de aquellas segundas moléculas modeladas.

[0439] En otro aspecto adicional se suministra un método para alterar la secuencia de una molécula modelada,
incluyendo generar una molécula modelada comprendida de una secuencia nueva o alterada de grupos funcionales,
donde dicho método comprende, preferiblemente, los pasos de

i) suministrar una pluralidad de primeras plantillas complementarias o primeras plantillas capaces de modelar una
pluralidad de primeras moléculas modeladas,

if) recombinar las secuencias de la pluralidad de primeras plantillas complementarias o primeras plantillas, y generar
una 22 plantilla o una 22 plantilla complementaria, o una pluralidad de segundas plantillas o segundas plantillas
complementarias,

donde dichas segundas plantillas o plantilas complementarias son capaces de modelar la sintesis de una 22
molécula modelada, o una pluralidad de segundas moléculas modeladas,

donde dichas segundas moléculas modeladas comprenden una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente que no son idénticos a las secuencias de los grupos funcionales de las primeras moléculas
modeladas, y opcionalmente

iii) modelar por medio de dichas segundas plantillas o plantillas complementarias a una 22 molécula modelada o una
pluralidad de dichas segundas moléculas modeladas.

[0440] Los métodos pueden comprender, preferiblemente, el paso adicional de amplificar a la plantilla
complementaria o0 a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula modelada, donde dicho paso de amplificacién
ocurre antes de, simultaneamente con, o después del paso de mutagénesis o de la recombinacién.

[0441] Cuando se utiliza una mutagénesis, puede ser utilizada como una mutagénesis dirigida a un sitio,
mutagénesis de sintasas, mutagénesis quimicas, eliminacion de lugares Unicos (USE - unique site-elimination), PCR
propenso a errores, mezcla aleatoria de ADN propensa a errores. La mutagénesis involucra, preferiblemente, a
mezclas aleatorias de ADN y/o cualquier forma de recombinacién que incluya la recombinacién homoéloga ya sea in
vivo o in vitro.

Variaciones y equivalentes funcionales de las molécu las modeladas

[0442] Este invento también es dirigido a cualquier variacion o equivalente funcional de una molécula modelada. Las
variaciones y equivalentes funcionales podrian obtenerse por métodos de tecnologias receintes para modificar a
moléculas modeladas en la forma de polimeros, incluyendo a péptidos.

[0443] En el contexto de las moléculas modeladas de este invento, se dice que moléculas son homodlogas si
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contienen estructuras esenciales similares y/o grupos funcionales similares. Los grupos funcionales, o entidades
moleculares de grupos funcionales, se dividen en 3 grupos de acuerdo a su homologia: los grupos funcionales
cargados, los grupos hidrofébicos, y los grupos hidrofilicos. Cuando un grupo funcional incluye 2 o 3 entidades
moleculares que pertenecen a diferentes grupos de homologia, se dice que el grupo funcional pertenece a los 2 0 3
grupos de homologia diferentes.

[0444] La homologia se mide en porcentaje (%). Por ejemplo, las secuencias AABBCA-CAAA y BBAACACBBB
(donde A, B y C denotan a un grupo funcional que pertenece a los grupos de homologia A, B y C, respectivamente)
son homélogos en un 30%.

Elementos
[0445] Los elementos a continuacion no deben ser considerados reivindicaciones.

1. Un método para sintetizar una molécula modelada que comprende a una pluralidad de grupos funcionales, donde
dicho método comprende los pasos de

i) suministrar por lo menos una plantilla que comprende a una secuencia de n elementos codificadores,

donde cada elemento codificador comprende por lo menos a un grupo de reconocimiento capaz de reconocer a un
elemento complementario predeterminado, y

donde n es un niimero entero de mas de uno,

i) suministrar una pluralidad de bloques de construccion, donde cada bloque de construccion comprende

a) por lo menos a un elemento complementario que comprende a por lo menos un grupo de reconocimiento
capaz de reconocer a un elemento codificador predeterminado,

b) por lo menos una entidad funcional que comprende a por lo menos un grupo funcional y por lo menos un
grupo reactivo, y

c) por lo menos un enlazador que separa a por lo menos una entidad funcional de por lo menos un elemento
complementario,

iii) contactar a cada uno de dichos elementos codificadores con un elemento complementario capaz de reconocer a
dicho elemento codificador,

iv) opcionalmente, obtener a una plantilla complementaria, y

v) obtener a una molécula modelada que comprende a grupos funcionales enlazados covalentemente al vincular, por
medio de una reaccion que involucra a grupos reactivos, a un grupo funcional de por lo menos una entidad funcional
a un grupo funcional de otra entidad funcional.

Donde la molécula modelada es capaz de enlazarse por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la
plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada, y

donde la sintesis de la molécula modelada no involucra la interpretacion mediada por ribosomas de un &cido
nucleico.

2. El método del elemento 1, donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador individual a la
plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

3. El método del elemento 1, donde los pasos iii) al v) son repetidos.

4. El método del elemento 1, donde la plantilla que comprende a n elementos codificadores es una secuencia linear
de elementos codificadores.

5. El método del elemento 1, donde la plantilla que comprende a n elementos codificadores es ramificada.

6. El método del elemento 1, donde n tiene, preferiblemente, un valor de desde 2 a 200, por ejemplo desde 2 a 100,
tal como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por ejemplo desde 2 a 30, tal como desde
2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a 8, por ejemplo desde 2 a 6, tal como
desde 2 a 4, por ejemplo 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80, tal como desde 3 a 60, tal como
desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a 15, por ejemplo desde 3 a 15, tal
como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde 3 a 4, por ejemplo 3, tal como
desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a 40, por ejemplo desde 4 a 30,
tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como desde 4 a 8, tal como desde 4 a
6, por ejemplo 4 por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo desde 5 a 60, tal como desde 5 a
40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal como desde 5 a 10, tal como
desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por ejemplo desde 6 a 80, tal como
desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a 20, tal como desde 6 a 15, por
ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100, tal como desde 7 a 80, por
ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde 7 a 20, por ejemplo desde 7
a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, por ejemplo 7, por ejemplo desde 8 al 100, tal como desde 8 a
80, por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como desde 8 a 20, por ejemplo
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desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, tal como 8, por ejemplo 9, por ejemplo desde 10 a 100, tal como desde 10 a
80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal como desde 10 a 20, por
ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 al 100, tal como desde 12 a 80,
por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como desde 12 a 20, por ejemplo
desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14 a 60, tal como desde 14 a
40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal como desde 16 a 100, tal
como desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo desde 16 a 30, tal como
desde 16 a 20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a 60, tal como desde 18 a
40, por ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal como desde 20 a 80, por
ejemplo desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como desde 20 a 25, por ejemplo
desde 22 a 100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22 a 40, por ejemplo desde 22
a 30, tal como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por ejemplo desde 25 a 60, tal
como desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo desde 30 a 80, tal como
desde 30 a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a 100, tal como desde 35
a 80, por ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal como desde 40 a 80, por
ejemplo desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como desde 45 a 100, por ejemplo
desde 45 a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50 a 100, por ejemplo desde 50
a 80, tal como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por ejemplo desde 60 a 80, tal
como desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 o 90, por ejemplo desde 70 a 80, tal como
desde 80 a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

7. El método del elemento 1, donde la plantilla es adherida a un soporte sélido o semisélido.

8. El método del elemento 1, donde la plantilla comprende o consiste esencialmente de nucleétidos seleccionados
de un grupo que consiste de secuencias de acidos deoxirribonucléicos (ADN), acidos ribonucleicos (ARN), acidos
nucleicos de péptidos (PNA - peptide nucleic acids), acidos nucleicos bloqueados (LNA — locked nucleic acids), y de
morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

9. El método del elemento 1, donde la plantilla comprende o consiste esencialmente de nucleétidos seleccionados
de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos, incluyendo cualquiera de sus
analogos o derivados, y donde el elemento complementario comprende o consiste esencialmente de nucleétidos
seleccionados de un grupo de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos, incluyendo cualquiera de sus
analogos o derivados.

10. El método del elemento 1, donde la plantilla tiene la capacidad de amplificarse.

11. El método del elemento 1, donde la plantilla comprende una sola hebra de elementos codificadores.

12. El método del elemento 1, donde la una sola hebra de elementos codificadores es capaz de formar una hélice
doble por medio de hibridacién a una plantilla complementaria comprendida de una sola hebra de elementos
complementarios.

13. El método de cualquiera de los elementos uno al 12, donde la plantilla comprende a un lugar cebado.

14. El método de acuerdo al elemento 13, donde el lugar reservado se encuentra corriente arriba de los elementos
codificadores y es capaz de enlazar a un cebador para iniciar la incorporacién de los bloques de construccion y/o
para la amplificacion de los elementos codificadores de las plantillas.

15. El método del elemento 13, donde el lugar de cebado es corriente abajo de los elementos codificadores y es
capaz de enlazar a un oligonucleétido.

16. ElI método del elemento 15, donde el oligonucleétido comprende un punto de anclaje, que puede enlazar a la
molécula modelada.

17. El método de acuerdo al elemento 15, donde el oligonucledtido es capaz de detener incorporaciones adicionales
de los bloques de construccion.

18. El método del elemento 15, donde el lugar reservado es capaz de enlazar a un cebador en reversa.

19. El método del elemento 1, donde cada elemento codificador es enlazado a un elemento codificador cercano por
medio de un enlace quimico covalente.

20. El método del elemento 1, donde cada elemento codificador es enlazado a cada elemento codificador cercano
por medio de un enlace quimico covalente.

21. El método de cualquiera de los elementos 14 y 15, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
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grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de
péptidos.

22. El método de cualquiera de los elementos 14 y 15, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres y enlaces de fosforotioatos.

23. El método del elemento 1, donde por lo menos un elemento codificador es adherido a un soporte sélido o
semisolido.

24. El método del elemento 1, donde los elementos codificadores son seleccionados de un grupo que consiste de
nucleétidos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados, aminoacidos, anticuerpos y antigenos.

25. El método del elemento 19, donde los elementos codificadores son seleccionados de un grupo que consiste de
nucleétidos, derivados de nucledtidos y analogos de nucleétidos, incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

26. El método del elemento 20, donde los elementos codificadores son seleccionados de un grupo que consiste de
nucleétidos.

27. El método del elemento 21, donde los nucledtidos son acidos deoxirribonucleétidos que comprenden una base
seleccionada de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C).

28. El método del elemento 21 donde los nucledtidos son &cidos ribonucleicos que comprenden una base
seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G), y citosina (C).

29. El método del elemento 21, donde cada nucleétido es enlazado a un nucleétido cercano por medio de un enlace
covalente.

30. El método del elemento 21, donde cada nucleétido es enlazado a cada nucleétido cercano por medio de un
enlace covalente.

31. El método de cualquiera de los elementos 24 y 25, donde dicho enlace covalente es un enlace de fosfodiéster o
un enlace de fosforotioato.

32. El método del elemento 21, donde los elementos codificadores son nucleétidos naturales y no naturales
seleccionados de un grupo que consiste de acidos deoxirribonucléicos.

33. El método del elemento 21, donde los elementos codificadores son nucledtidos naturales y no naturales
seleccionados de un grupo que consiste de acidos ribonucleicos.

34. El método del elemento 19, donde los elementos codificadores son seleccionados de un grupo que consiste de
nucleétidos, derivados de nucle6tidos y analogos de nucleétidos en los cuales uno o mas de las particulas bases y/o
las particulas de fosfatos y/o la particula ribosa o deoxirribosa ha sido sustituida por una entidad molecular alterna.

35. El método del elemento 29, donde los elementos complementarios capaces de interactuar con dichos elementos
codificadores comprenden o consisten esencialmente de nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de
secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

36. El método de cualquiera de los elementos 27 al 30, donde cada nucleétido es enlazado a un nucleétido cercano
por medio de un enlace quimico covalente.

37. El método de cualquiera de los elementos 27 al 30, donde cada nucleédtido es enlazado a cada nucleétido
cercano por medio de un enlace quimico covalente.

38. El método de cualquiera de los elementos 31 y 32, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres y enlaces de péptidos.

39. El método del elemento 1, donde el elemento codificador comprende o consiste esencialmente, preferiblemente,
de desde 1 a 100 subunidades, tal como desde 1 a 80 subunidades, por ejemplo desde 1 a 60 subunidades, tal
como desde 1 a 40 subunidades, por ejemplo desde 1 a 20 subunidades, tal como desde 1 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 1 a 16 subunidades, tal como desde 1 a 14 subunidades, por ejemplo desde 1 a 12 subunidades, tal
como desde 1 a 10 subunidades, por ejemplo desde 1 a 9 subunidades, tal como desde 1 a 8 subunidades, por
ejemplo desde 1 a 7 subunidades, tal como desde 1 a 6 subunidades, por ejemplo desde 1 a 5 subunidades, tal
como desde 1 a 4 subunidades, por ejemplo desde 1 a 3 subunidades, tal como desde 1 a 2 subunidades, por
ejemplo 1 subunidad, tal como desde 2 a 100 subunidades, tal como desde 2 a 80 subunidades, por ejemplo desde
2 a 60 subunidades, tal como desde 2 a 40 subunidades, por ejemplo desde 2 a 20 subunidades, tal como desde 2 a
18 subunidades, por ejemplo desde 2 a 16 subunidades, tal como desde 2 a 14 subunidades, por ejemplo desde 2 a
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12 subunidades, tal como desde 2 a 10 subunidades, por ejemplo desde 2 a 9 subunidades, tal como desde 2 a 8
subunidades, por ejemplo desde 2 a 7 subunidades, tal como desde 2 a 6 subunidades, por ejemplo desde 2 a 5
subunidades, tal como desde 2 a 4 subunidades, por ejemplo desde 2 a 3 subunidades, tal como 2 subunidades, tal
como desde 3 a 100 subunidades, tal como desde 3 a 80 subunidades, por ejemplo desde 3 a 60 subunidades, tal
como desde 3 a 40 subunidades, por ejemplo desde 3 a 20 subunidades, tal como desde 3 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 3 a 16 subunidades, tal como desde 3 a 14 subunidades, por ejemplo desde 3 a 12 subunidades, tal
como desde 3 a 10 subunidades, por ejemplo desde 3 a 9 subunidades, tal como desde 3 a 8 subunidades, por
ejemplo desde 3 a 7 subunidades, tal como desde 3 a 6 subunidades, por ejemplo desde 3 a 5 subunidades, tal
como desde 3 a 4 subunidades, por ejemplo 3 subunidades, por ejemplo desde 4 a 100 subunidades, tal como
desde 4 a 80 subunidades, por ejemplo desde 4 a 60 subunidades, tal como desde 4 a 40 subunidades, por ejemplo
desde 4 a 20 subunidades, tal como desde 4 a 18 subunidades, por ejemplo desde 4 a 16 subunidades, tal como
desde 4 a 14 subunidades, por ejemplo desde 4 a 12 subunidades, tal como desde 4 a 10 subunidades, por ejemplo
desde 4 a 9 subunidades, tal como desde 4 a 8 subunidades, por ejemplo desde 4 a 7 subunidades, tal como desde
4 a 6 subunidades, por ejemplo desde 4 a 5 subunidades, por ejemplo 4 subunidades, tal como desde 5 a 100
subunidades, tal como desde 5 a 80 subunidades, por ejemplo desde 5 a 60 subunidades, tal como desde 5 a 40
subunidades, por ejemplo desde 5 a 20 subunidades, tal como desde 5 a 18 subunidades, por ejemplo desde 5 a 16
subunidades, tal como desde 5 a 14 subunidades, por ejemplo desde 5 a 12 subunidades, tal como desde 5 a 10
subunidades, por ejemplo desde 5 a 9 subunidades, tal como desde 5 a 8 subunidades, por ejemplo desde 5 a 7
subunidades, tal como desde 5 a 6 subunidades, tal como 5 subunidades, por ejemplo desde 6 a 100 subunidades,
tal como desde 6 a 80 subunidades, por ejemplo desde 6 a 60 subunidades, al como desde 6 a 40 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 20 subunidades, tal como desde 6 a 18 subunidades, por ejemplo desde 6 a 16 subunidades, tal
como desde 6 a 14 subunidades, por ejemplo desde 6 a 12 subunidades, tal como desde 6 a 10 subunidades, por
ejemplo desde 6 a 9 subunidades, tal como desde 6 a 8 subunidades, por ejemplo desde 6 a 7 subunidades, tal
como 6 subunidades, tal como desde 7 a 100 subunidades, tal como desde 7 a 80 subunidades, por ejemplo desde
7 a 60 subunidades, tal como desde 7 a 40 subunidades, por ejemplo desde 7 a 20 subunidades, tal como desde 7 a
18 subunidades, por ejemplo desde 7 a 16 subunidades, tal como desde 7 a 14 subunidades, por ejemplo desde 7 a
12 subunidades, tal como desde 7 a 10 subunidades, por ejemplo desde 7 a 9 subunidades, tal como desde 7 a 8
subunidades, tal como 7 subunidades, por ejemplo desde 8 a 100 subunidades, tal como desde 8 a 80 subunidades,
por ejemplo desde 8 a 60 subunidades, tal como desde 8 a 40 subunidades, por ejemplo desde 8 a 20 subunidades,
tal como desde 8 a 18 subunidades, por ejemplo desde 8 a 16 subunidades, tal como desde 8 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 8 a 12 subunidades, tal como desde 8 a 10 subunidades, por ejemplo desde 8 a 9 subunidades, por
ejemplo 8 subunidades, tal como desde 9 a 100 subunidades, tal como desde 9 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 60 subunidades, tal como desde 9 a 40 subunidades, por ejemplo desde 9 a 20 subunidades, tal como
desde 9 a 18 subunidades, por ejemplo desde 9 a 16 subunidades, tal como desde 9 a 14 subunidades, por ejemplo
desde 9 a 12 subunidades, tal como desde 9 a 10 subunidades, tal como 9 subunidades, por ejemplo desde 10 a
100 subunidades, tal como desde 10 a 80 subunidades, por ejemplo desde 10 a 60 subunidades, tal como desde 10
a 40 subunidades, por ejemplo desde 10 a 20 subunidades, tal como desde 10 a 18 subunidades, por ejemplo desde
10 a 16 subunidades, tal como desde 10 a 14 subunidades, por ejemplo desde 10 a 12 subunidades, tal como 10
subunidades, tal como desde 11 a 100 subunidades, tal como desde 11 a 80 subunidades, por ejemplo desde 11 a
60 subunidades, tal como desde 11 a 40 subunidades, por ejemplo desde 11 a 20 subunidades, tal como desde 11 a
18 subunidades, por ejemplo desde 11 a 16 subunidades, tal como desde 11 a 14 subunidades, por ejemplo desde
11 a 12 subunidades, tal como desde 12 a 100 subunidades, tal como desde 12 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 12 a 60 subunidades, tal como desde 12 a 40 subunidades, por ejemplo desde 12 a 20 subunidades, tal como
desde 12 a 18 subunidades, por ejemplo desde 12 a 16 subunidades, tal como desde 12 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 13 a 100 subunidades, tal como desde 13 a 80 subunidades, por ejemplo desde 13 a 60
subunidades, tal como desde 13 a 40 subunidades, por ejemplo desde 13 a 20 subunidades, tal como desde 13 a 18
subunidades, por ejemplo desde 13 a 16 subunidades, tal como desde 13 a 14 subunidades, por ejemplo desde 14 a
100 subunidades, tal como desde 14 a 80 subunidades, por ejemplo desde 14 a 60 subunidades, tal como desde 14
a 40 subunidades, por ejemplo desde 14 a 20 subunidades, tal como desde 14 a 18 subunidades, por ejemplo desde
14 a 16 subunidades, tal como desde 15 a 100 subunidades, tal como desde 15 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 15 a 60 subunidades, tal como desde 15 a 40 subunidades, por ejemplo desde 15 a 20 subunidades, tal como
desde 15 a 18 subunidades, por ejemplo desde 15 a 16 subunidades, tal como desde 16 a 100 subunidades, tal
como desde 16 a 80 subunidades, por ejemplo desde 16 a 60 subunidades, tal como desde 16 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 16 a 20 subunidades, tal como desde 16 a 18 subunidades, por ejemplo desde 17 a 100
subunidades, tal como desde 17 a 80 subunidades, por ejemplo desde 17 a 60 subunidades, tal como desde 17 a 40
subunidades, por ejemplo desde 17 a 20 subunidades, tal como desde 17 a 18 subunidades, por ejemplo desde 18 a
100 subunidades, tal como desde 18 a 80 subunidades, por ejemplo desde 18 a 60 subunidades, tal como desde 18
a 40 subunidades, por ejemplo desde 18 a 20 subunidades, tal como desde 19 a 100 subunidades, tal como desde
19 a 80 subunidades, por ejemplo desde 19 a 60 subunidades, tal como desde 19 a 40 subunidades, por ejemplo
desde 19 a 30 subunidades, tal como desde 19 a 25 subunidades, por ejemplo desde 20 a 100 subunidades, tal
como desde 20 a 80 subunidades, por ejemplo desde 20 a 60 subunidades, tal como desde 20 a 40 subunidades,
por ejemplo desde 20 a 30 subunidades, tal como desde 20 a 25 subunidades.

40. El método del elemento 39, donde cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido o un
analogo de nucledétido.
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41. El método del elemento 40, donde cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido.

42. El método del elemento 41, donde el nucleétido es un acido deoxirribonucléico que comprende a una base
seleccionada de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citocina (C).

43. El método del elemento 41, donde el nucleétido es un acido ribonucleico que comprende una base seleccionada
de adenina (A), uracilo (U), guanina (G) y citocina (C).

44. El método del elemento 41, donde cada nucleétido es enlazado a un nucleétido o un analogo de nucle6tido
cercano por medio de un enlace covalente.

45. El método del elemento 41, donde cada nucleétido es enlazado a cada nucle6tido o analogo de nucleétido
cercano por medio de un enlace covalente.

46. El método de cualquiera de los elementos 44 y 45, donde dicho enlace covalente es seleccionado de un grupo
que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de péptidos.

47. El método del elemento 40, donde por lo menos algunos de dichos nucleétidos son seleccionados de un grupo
que consiste de derivados de nucleétidos.

48. El método del elemento 47, donde los derivados de nucleétidos son seleccionados de un grupo que consiste de
derivados de acidos deoxirribonucléicos y derivados de acidos ribonucleicos.

49. El método del elemento 39, donde las subunidades del elemento codificador son seleccionadas y un grupo que
consiste de nucleétidos, derivados de nucle6tidos y analogos de nucleétidos en los cuales una o mas de particulas
base y/o particulas de fosfato y/o particulas de ribosa y/o particulas de deoxirribosas han sido sustituidas por una
entidad molecular alterna.

50. El método del elemento 49, donde las subunidades del elemento complementario capaces de interactuar con
dichas subunidades del elemento codificador comprenden o consisten esencialmente de nucledtidos seleccionados
de un grupo que consiste de secuencias de ADN, de ARN, de PNA, de LNA y de morfolinos, incluyendo cualquiera
de sus analogos o derivados.

51. El método del elemento 47, donde cada derivado de nucleétido es enlazado a un nucleétido o analogo de
nucleotidos cercano por medio de un enlace quimico covalente.

52. El método del elemento 47, donde cada derivado de nucleétido es enlazado a cada nucleétido o analogo de
nucleétidos cercano por medio de un enlace quimico covalente.

53. El método de cualquiera de los elementos 51 y 52, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de
péptidos.

54. El método de acuerdo al elemento 1, donde una plantilla complementaria es obtenida al complementar a una
pluralidad de elementos codificadores predeterminados al contactar a cada uno de dichos elementos codificadores
con un elemento complementario capaz de reconocer a dicho elemento codificador.

55. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria comprende a n elementos complementarios en
forma de una secuencia linear de elementos codificadores.

56. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria que comprende a n elementos complementarios es
ramificada.

57. El método de cualquiera de los elementos 55 y 56, donde n es preferiblemente un valor que va de desde 2 a
200, por ejemplo desde 2 a 100, tal como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por
ejemplo desde 2 a 30, tal como desde 2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a
8, por ejemplo desde 2 a 6, tal como desde 2 a 4, tal como 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80, tal
como desde 3 a 60, tal como desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a 15,
por ejemplo desde 3 a 15, tal como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde 3 a
4, por ejemplo 3, tal como desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a 40,
por ejemplo desde 4 a 30, tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como desde
4 a 8, tal como desde 4 a 6, tal como 4, por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo desde 5 a
60, tal como desde 5 a 40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal como
desde 5 a 10, tal como desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por ejemplo
desde 6 a 80, tal como desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a 20, tal
como desde 6 a 15, por ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100, tal
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como desde 7 a 80, por ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde 7 a
20, por ejemplo desde 7 a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, tal como 7, por ejemplo desde 8 a 100,
tal como desde 8 a 80, por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como desde
8 a 20, por ejemplo desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, por ejemplo 8, tal como 9, por ejemplo desde 10 a 100, tal
como desde 10 a 80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal como
desde 10 a 20, por ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100, al
como desde 12 a 80, por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como
desde 12 a 20, por ejemplo desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14
a 60, tal como desde 14 a 40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal
como de 16 a 100, tal como desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo desde
16 a 30, tal como desde 16 a 20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a 60, tal
como desde 18 a 40, por ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal como
desde 20 a 80, por ejemplo desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como desde 20 a
25, por ejemplo desde 22 a 100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22 a 40, por
ejemplo desde 22 a 30, tal como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por ejemplo
desde 25 a 60, tal como desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo desde 30
a 80, tal como desde 30 a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a 100, tal
como desde 35 a 80, por ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal como
desde 40 a 80, por ejemplo desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como desde 45 a
100, por ejemplo desde 45 a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50 a 100, por
ejemplo desde 50 a 80, tal como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por ejemplo
desde 60 a 80, tal como desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo desde 70
a 80, tal como desde 80 a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

58. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria esta adherida a un soporte sélido o semisélido.

59. ElI método del elemento 1, donde la plantilla complementaria comprende o consiste esencialmente de
nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de acidos deoxirribonucléicos (ADN), acidos
ribonucleicos (ARN), &cidos nucleicos de péptidos (PNA - peptide nucleic acids), acidos nucleicos bloqueados (LNA -
locked nucleic acids) y de morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

60. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria comprende o consiste esencialmente de
nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos,
incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados, donde el elemento codificador correspondiente de la plantilla
comprende o consiste esencialmente de nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de
ADN, ARN, PNA, LNA y de morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

61. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria tiene la capacidad de amplificarse.

62. El método del elemento 1, donde la plantilla complementaria comprende a una sola hebra de elementos
complementarios.

63. El método del elemento 55 y 56, donde la una sola hebra de elementos complementarios es capaz de formar
una hélice doble por medio de hibridacion a una plantilla que comprende a una sola hebra de elementos
codificadores.

64. El método de cualquiera de los elementos 1 a 57, donde la plantilla complementaria comprende a un lugar de
cebado.

65. El método del elemento 1, donde cada elemento complementario es vinculado a un elemento complementario
cercano por medio de un enlace quimico covalente.

66. El método del elemento 1, donde cada elemento complementario es enlazado a un elemento complementario
cercano por medio de un enlace quimico covalente.

67. El método de cualquiera de los elementos 59 y 60, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
grupo de enlaces covalentes que consisten de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de
péptidos.

68. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 65 a 67, donde el enlace de fosfodiésteres es formado por
una reaccion entre 2 grupos reactivos tipo |, donde un grupo reactivo tipo | es un grupo hidroxilo y el otro es un grupo
fosforimidazol.

69. El método de cualquiera de los elementos 59 y 60, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionada de un
grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres y enlaces de fosforotioatos.
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70. El método del elemento 1, donde por lo menos un elemento complementario esta adherido a un soporte sélido o
semisolido.

71. El método del elemento 1, donde los elementos complementarios son seleccionados de un grupo que consiste
de nucleotidos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados, aminoacidos, anticuerpos y antigenos.

72. El método del elemento 64 donde los elementos complementarios son seleccionados de un grupo que consiste
de nucledtidos, derivados de nucleétidos, analogos de nucleétidos incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

73. El método de acuerdo al elemento 72, donde, para incrementar la diversidad, los derivados de nucleétidos
comprenden a derivados naturales, asi como derivados no naturales.

74. El método del elemento 73, donde los elementos complementarios son seleccionados de un grupo que consiste
de nucleotidos.

75. El método del elemento 74, donde los nucledtidos son acidos deoxirribonucléicos que comprenden una base
seleccionada de adenina (A), timina (T), guanina (G), citosina (C), 7-deaza-guanina, 7-deaza-adenina.

76. El método del elemento 74, donde los nucleétidos son acidos ribonucleicos que comprenden una base
seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G), y citosina (C).

77. El método del elemento 74, donde cada nucleétido esta enlazado a un nucleétido o analogo de nucleétido
cercano por medio de un enlace covalente.

78. El método del elemento 74, donde cada nucleétido esta enlazado a cada nucle6tido o analogo de nucleétido
cercano por medio de un enlace covalente.

79. El método de cualquiera de los elementos 77 y 78, donde dicho enlace covalente es un enlace de fosfodiésteres
0 un enlace de fosforotioatos.

80. El método del elemento 72, donde los elementos complementarios son nucleétidos naturales o no naturales
seleccionados de un grupo que consiste de acidos deoxirribonucléicos.

81. El método del elemento 72, donde los elementos complementarios son nucleétidos naturales o no naturales
seleccionados de un grupo que consiste de acidos ribonucleicos.

82. El método del elemento 72, donde los elementos complementarios son seleccionados de un grupo que consiste
de nucledtidos, derivados de nucledtidos y analogos de nucleétidos en los cuales una o mas de una particula base
y/o una particula de fosfato y/o una particula de ribosa y/o una particula de deoxirribosa ha sido sustituida por una
entidad molecular alterna.

83. El método del elemento 82, donde los elementos codificadores capaces de interactuar con dichos elementos
complementarios comprenden o consisten esencialmente de nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de
secuencias de ADN, ARN, PNA, LNA y morfolinos, incluyendo cualquiera de sus analogos o derivados.

84. El método de cualquiera de los elementos 82 y 83, donde cada nucledtido es enlazado a un nucleétido o analogo
de nucleotido cercano, por medio de un enlace quimico covalente.

85. El método de cualquiera de los elementos 82 y 83, donde cada nucledtido es enlazado a cada nucleétido o
analogo de nucleotidos cercano, por medio de un enlace quimico covalente.

86. El método de cualquiera de los elementos 84 y 85, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de un
grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos, y enlaces de
péptidos.

87. El método de acuerdo al elemento 1, donde un elemento codificador es acoplado de una forma no covalente a
otro elemento codificador.

88. El método de acuerdo al elemento 87, donde el acoplamiento no covalente involucra a enlaces de hidrégeno.

89. El método del elemento 1, donde el elemento complementario comprende o consiste esencialmente,
preferiblemente, de 1 a 100 subunidades, tal como desde 1 a 80 subunidades, por ejemplo desde 1 a 60
subunidades, tal como desde 1 a 40 subunidades, por ejemplo desde 1 a 20 subunidades, tal como desde 1 a 18
subunidades, por ejemplo desde 1 a 16 subunidades, tal como desde 1 a 14 subunidades, por ejemplo desde 1 a 12
subunidades, tal como desde 1 a 10 subunidades, por ejemplo desde 1 a 9 subunidades, tal como desde 1 a 8
subunidades, por ejemplo desde 1 a 7 subunidades, tal como desde 1 a 6 subunidades, por ejemplo desde 1 a 5
subunidades, tal como desde 1 a 4 subunidades, por ejemplo desde 1 a 3 subunidades, tal como desde 1 a 2
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subunidades, por ejemplo 1 subunidad, tal como desde 2 a 100 subunidades, tal como desde 2 a 80 subunidades,
por ejemplo desde 2 a 60 subunidades, tal como desde 2 a 40 subunidades, por ejemplo desde 2 a 20 subunidades,
tal como desde 2 a 18 subunidades, por ejemplo desde 2 a 16 subunidades, tal como desde 2 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 12 subunidades, tal como desde 2 a 10 subunidades, por ejemplo desde 2 a 9 subunidades, tal
como desde 2 a 8 subunidades, por ejemplo desde 2 a 7 subunidades, tal como desde 2 a 6 subunidades, por
ejemplo desde 2 a 5 subunidades, tal como desde 2 a 4 subunidades, por ejemplo desde 2 a 3 subunidades, tal
como 2 subunidades, tal como desde 3 a 100 subunidades, tal como desde 3 a 80 subunidades, por ejemplo desde
3 a 60 subunidades, tal como desde 3 a 40 subunidades, por ejemplo desde 3 a 20 subunidades, tal como desde 3 a
18 subunidades, por ejemplo desde 3 a 16 subunidades, tal como desde 3 a 14 subunidades, por ejemplo desde 3 a
12 subunidades, tal como desde 3 a 10 subunidades, por ejemplo desde 3 a 9 subunidades, tal como desde 3 a 8
subunidades, por ejemplo desde 3 a 7 subunidades, tal como desde 3 a 6 subunidades, por ejemplo desde 3 a 5
subunidades, tal como desde 3 a 4 subunidades, por ejemplo 3 subunidades, por ejemplo desde 4 a 100
subunidades, tal como desde 4 a 80 subunidades, por ejemplo desde 4 a 60 subunidades, tal como desde 4 a 40
subunidades, por ejemplo desde 4 a 20 subunidades, tal como desde 4 a 18 subunidades, por ejemplo desde 4 a 16
subunidades, tal como desde 4 a 14 subunidades, por ejemplo desde 4 a 12 subunidades, tal como desde 4 a 10
subunidades, por ejemplo desde 4 a 9 subunidades, tal como desde 4 a 8 subunidades, por ejemplo desde 4 a 7
subunidades, tal como desde 4 a 6 subunidades, por ejemplo desde 4 a 5 subunidades, por ejemplo 4 subunidades,
tal como desde 5 a 100 subunidades, tal como desde 5 a 80 subunidades, por ejemplo desde 5 a 60 subunidades,
tal como desde 5 a 40 subunidades, por ejemplo desde 5 a 20 subunidades, tal como desde 5 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 5 a 16 subunidades, tal como desde 5 a 14 subunidades, por ejemplo desde 5 a 12 subunidades, tal
como desde 5 a 10 subunidades, por ejemplo desde 5 a 9 subunidades, tal como desde 5 a 8 subunidades, por
ejemplo desde 5 a 7 subunidades, tal como desde 5 a 6 subunidades, tal como 5 subunidades, por ejemplo desde 6
a 100 subunidades, tal como desde 6 a 80 subunidades, por ejemplo desde 6 a 60 subunidades, tal como desde 6 a
40 subunidades, por ejemplo desde 6 a 20 subunidades, tal como desde 6 a 18 subunidades, por ejemplo desde 6 a
16 subunidades, tal como desde 6 a 14 subunidades, por ejemplo desde 6 a 12 subunidades, tal como desde 6 a 10
subunidades, por ejemplo desde 6 a 9 subunidades, tal como desde 6 a 8 subunidades, por ejemplo desde 6 a 7
subunidades, tal como 6 subunidades, tal como desde 7 a 100 subunidades, tal como desde 7 a 80 subunidades,
por ejemplo desde 7 a 60 subunidades, tal como desde 7 a 40 subunidades, por ejemplo desde 7 a 20 subunidades,
tal como desde 7 a 18 subunidades, por ejemplo desde 7 a 16 subunidades, tal como desde 7 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 7 a 12 subunidades, tal como desde 7 a 10 subunidades, por ejemplo desde 7 a 9 subunidades, tal
como desde 7 a 8 subunidades, tal como 7 subunidades, por ejemplo desde 8 a 100 subunidades, tal como desde 8
a 80 subunidades, por ejemplo desde 8 a 60 subunidades, tal como desde 8 a 40 subunidades, por ejemplo desde 8
a 20 subunidades, tal como desde 8 a 18 subunidades, por ejemplo desde 8 a 16 subunidades, tal como desde 8 a
14 subunidades, por ejemplo desde 8 a 12 subunidades, tal como desde 8 a 10 subunidades, por ejemplo desde 8 a
9 subunidades, por ejemplo 8 subunidades, tal como desde 9 a 100 subunidades, tal como desde 9 a 80
subunidades, por ejemplo desde 9 a 60 subunidades, tal como desde 9 a 40 subunidades, por ejemplo desde 9 a 20
subunidades, tal como desde 9 a 18 subunidades, por ejemplo desde 9 a 16 subunidades, tal como desde 9 a 14
subunidades, por ejemplo desde 9 a 12 subunidades, tal como desde 9 a 10 subunidades, tal como 9 subunidades,
por ejemplo desde 10 a 100 subunidades, tal como desde 10 a 80 subunidades, por ejemplo desde 10 a 60
subunidades, tal como desde 10 a 40 subunidades, por ejemplo desde 10 a 20 subunidades, tal como desde 10 a 18
subunidades, por ejemplo desde 10 a 16 subunidades, tal como desde 10 a 14 subunidades, por ejemplo desde 10 a
12 subunidades, tal como 10 subunidades, tal como desde 11 a 100 subunidades, tal como desde 11 a 80
subunidades, por ejemplo desde 11 a 60 subunidades, tal como desde 11 a 40 subunidades, por ejemplo desde 11 a
20 subunidades, tal como desde 11 a 18 subunidades, por ejemplo desde 11 a 16 subunidades, tal como desde 11 a
14 subunidades, por ejemplo desde 11 a 12 subunidades, tal como desde 12 a 100 subunidades, tal como desde 12
a 80 subunidades, por ejemplo desde 12 a 60 subunidades, tal como desde 12 a 40 subunidades, por ejemplo desde
12 a 20 subunidades, tal como desde 12 a 18 subunidades, por ejemplo desde 12 a 16 subunidades, tal como desde
12 a 14 subunidades, por ejemplo desde 13 a 100 subunidades, tal como desde 13 a 80 subunidades, por ejemplo
desde 13 a 60 subunidades, tal como desde 13 a 40 subunidades, por ejemplo desde 13 a 20 subunidades, tal como
desde 13 a 18 subunidades, por ejemplo desde 13 a 16 subunidades, tal como desde 13 a 14 subunidades, por
ejemplo desde 14 a 100 subunidades, tal como desde 14 a 80 subunidades, por ejemplo desde 14 a 60
subunidades, tal como desde 14 a 40 subunidades, por ejemplo desde 14 a 20 subunidades, tal como desde 14 a 18
subunidades, por ejemplo desde 14 a 16 subunidades, tal como desde 15 a 100 subunidades, tal como desde 15 a
80 subunidades, por ejemplo desde 15 a 60 subunidades, tal como desde 15 a 40 subunidades, por ejemplo desde
15 a 20 subunidades, tal como desde 15 a 18 subunidades, por ejemplo desde 15 a 16 subunidades, tal como desde
16 a 100 subunidades, tal como desde 16 a 80 subunidades, por ejemplo desde 16 a 60 subunidades, tal como
desde 16 a 40 subunidades, por ejemplo desde 16 a 20 subunidades, tal como desde 16 a 18 subunidades, por
ejemplo desde 17 a 100 subunidades, tal como desde 17 a 80 subunidades, por ejemplo desde 17 a 60
subunidades, tal como desde 17 a 40 subunidades, por ejemplo desde 17 a 20 subunidades, tal como desde 17 a 18
subunidades, por ejemplo desde 18 a 100 subunidades, tal como desde 18 a 80 subunidades, por ejemplo desde 18
a 60 subunidades, tal como desde 18 a 40 subunidades, por ejemplo desde 18 a 20 subunidades, tal como desde 19
a 100 subunidades, tal como desde 19 a 80 subunidades, por ejemplo desde 19 a 60 subunidades, tal como desde
19 a 40 subunidades, por ejemplo desde 19 a 30 subunidades, tal como desde 19 a 25 subunidades, por ejemplo
desde 20 a 100 subunidades, tal como desde 20 a 80 subunidades, por ejemplo desde 20 a 60 subunidades, tal
como desde 20 a 40 subunidades, por ejemplo desde 20 a 30 subunidades, tal como desde 20 a 25 subunidades.
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90. El método del elemento 89, donde cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido o
analogo de nucledétido.

91. El método del elemento 90, donde cada subunidad comprende o consiste esencialmente de un nucleétido.

92. El método del elemento 91, donde el nucleétido es un acido deoxirribonucléico que comprende a una base
seleccionada de adenina (A), timina (T), guanina (G), y citosina (C).

93. El método del elemento 91, donde el nucleétido es un acido ribonucleico que comprende a una base
seleccionada de adenina (A), uracilo (U), guanina (G), y citosina (C).

94. El método del elemento 91, donde cada nucledtido es enlazado a un nucleétido o analogo de nucleétido cercano
por medio de un enlace covalente.

95. El método del elemento 91, donde cada nucleétido es enlazado a cada nucleétido o analogo de nucleétido
cercano por medio de un enlace covalente.

96. El método del elemento 94, donde dicho enlace covalente es seleccionado de un grupo que consiste de enlaces
de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de péptidos.

97. El método del elemento 90, donde por lo menos algunos de dicho nucleétido son seleccionados de un grupo que
consiste de derivados de nucledtidos.

98. El método del elemento 97, donde los derivados de nucleétidos son seleccionados de un grupo que consiste de
derivados de acidos deoxirribonucléicos y derivados de acidos ribonucleicos.

99. El método del elemento 90, donde las subunidades de los elementos complementarios son seleccionadas de un
grupo que consiste de nucledtidos, derivados de nucleétidos y analogos de nucleétidos en los cuales uno o mas de
una particula base y/o una particula de fosfato y/o una particula de ribosa y/o una particula de deoxirribosa ha sido
sustituida por una entidad molecular alterna.

100. El método del elemento 99, donde las subunidades del elemento codificador capaces de interactuar con dichas
subunidades de los elementos complementarios comprenden o consisten esencialmente de nucleétidos
seleccionados de un grupo que consiste de secuencias de ADN, de ARN, de PNA, de LNA y de morfolinos,
incluyendo a cualquiera de sus analogos o derivados.

101. El método del elemento 93, donde dicho derivado de nucledtido es enlazado a un nucleétido o analogo de
nucleétido cercano, por medio de un enlace quimico covalente.

102. El método del elemento 93, donde dicho derivado de nucledtido es enlazado a cada nucleétido o analogo de
nucleétido cercano por medio de un enlace quimico covalente.

103. El método de cualquiera de los elementos 97 y 98, donde dicho enlace quimico covalente es seleccionado de
un grupo de enlaces covalentes que consiste de enlaces de fosfodiésteres, enlaces de fosforotioatos y enlaces de
péptidos.

104. El método del elemento 1, donde los elementos complementarios son seleccionados de nucleétidos, y los
elementos complementarios son enlazados enzimaticamente.

105. El método de acuerdo al elemento 100, donde la enzima es seleccionada de un grupo que consiste de
polimerasas de ADN y de ARN que dependen de la plantilla, incluyendo a transcriptasas reversas, ligasas de ADN y
ligasas de ARN, ribozimas y deoxirribozimas, incluyendo a la transcriptasa reversa de VIH-1, la transcriptasa reversa
de AMV, la polimerasa de ARN de T7, la polimerasa mutante Y639F de ARN de T7, Secuenasas, la polimerasa de
ADN de Taq, el fragmento de Klenow (un fragmento grande de polimerasa | de ADN), ligasas de ADN, polimerasas
de ADN de T7, polimerasas de ADN de T4, ligasas de ADN de T4, polimerasas de ARN de E colli, polimerasa de
ADN de rTh, polimerasas de ADN de Vent, polimerasas de ADN de Pfu, polimerasas de ADN de Tte, polimerasas de
reparacion y ribozimas con actividades de ligasas o replicasas.

106. El método del elemento 105, donde la enzima es seleccionada de un grupo que consiste de transcriptasas
reversas de VIH-1, transcriptasas reversas de AMV, polimerasas de ARN de T7, polimerasas mutantes Y639F de
ARN de T7, Secuenasas, polimerasas de ADN de Tagq, el fragmento de Klenow (un fragmento grande de polimerasa
| de ADN), ligasas de ADN, polimerasas de ADN de T7, polimerasas de ADN de T4, y ligasas de ADN de T4.

107. El método de cualquiera de los elementos 104 a 106, donde los nucledtidos forman una plantilla
complementaria en el momento de su incorporacion.
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108. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 104 a 107, donde el cebador es recosido a un lugar de
cebado de la plantilla y una polimerasa o transcriptasa adecuada se extiende al cebador por medio de la
incorporacion de bloques de construccién para obtener una plantilla complementaria.

109. El método de acuerdo al elemento 108, donde el bloque de construccién es un derivado de un mono-, di- u
oligonucledtido.

110. El método de acuerdo al elemento 109, donde el bloque de construccion es un derivado de un mononucleétido.
111. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 109 a 110, donde la entidad funcional esta adherida a la
particula de la base nitrogenada a través de un enlazador.

112. El método de acuerdo al elemento 107, donde el enlazador comprende un enlace triple.

113. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 108 a 112, donde el bloque de construccién esta disefiado
para que la entidad funcional sobresalga y se introduzca adentro de la ranura mayor de la hélice del acido nucleico,
cuando se incorpora en una plantilla complementaria.

114. ElI método de acuerdo a cualquiera de los elementos 104 a 106, donde los elementos complementarios son
seleccionados de oligonucleétidos y los elementos complementarios son enlazados enzimaticamente utilizando una
ligasa.

115. El método de acuerdo al elemento 114, donde los oligonuclettidos del elemento complementario cada uno
comprenden 3 0 mas monoémeros de acidos nucleicos.

116. El método de acuerdo al elemento 115, donde el elemento complementario es un oligonucleétido que
comprende a desde 4 a 100 mondmeros de acidos nucleicos.

117. El método de acuerdo al elemento 1, donde un elemento complementario recose al elemento codificador, sin
acoplarse a otro elemento complementario.

118. El método de acuerdo al elemento 117, donde el elemento complementario comprende un oligonucleétido que
tiene desde 6 a 100 mondmeros de nucledtidos.

119. El método de acuerdo al elemento 119, donde el oligonucleétido tiene desde 10 a 50 mondémeros de
nucleétidos.

120. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 114 a 119, donde la longitud es de por lo menos la mitad
de la longitud del elemento complementario.

121. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 114 a 120, donde el enlazador comprende a un
oligonucledétido.

122. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 118 a 121, donde el elemento complementario del
oligonucledtido y el enlazador del oligonucleétido es un oligonucleétido continuo.

123. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 121 a 122, donde los 2 enlazadores de diferentes blogues
de construccién cada uno contienen una parte de una pareja molecular, donde dicha pareja molecular es capaz de
una interaccion reversible.

124. El método de acuerdo al elemento 123, donde la pareja molecular comprende a una secuencia de doble hebra
de acidos nucleicos que forman un dominio de dimerizacion en los enlazadores.

125. El método de acuerdo al elemento 123 a 124, donde la parte del dominio de dimerizacién de un enlazador que
esté cerca de la entidad funcional.

126. El método de acuerdo al elemento 124 o 125, donde la secuencia de los monémeros de acidos nucleicos que
forman la una parte de la pareja molecular es separada con 2, 1, o0 0 monémeros de acidos nucleicos de la entidad
funcional.

127. El método de acuerdo al elemento 126, donde la entidad funcional esta adherida directamente al dominio de
dimerizacion.

128. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 123 a 127, donde la secuencia de mondémeros de acidos
nucleicos comprende a desde 3 a 20 acidos mononucleicos.

129. El método de acuerdo al elemento 128, donde la secuencia comprende a desde 3 a 15 mondmeros de acidos
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nucleicos.

130. El método de acuerdo al elemento 129, donde la secuencia comprende a desde 4 a 12 mondémeros de acidos
nucleicos.

131. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 114 a 130, donde la entidad funcional esta adherida a una
base nitrogenada del enlazador de oligonucleétidos.

132. El método de acuerdo al elemento 131, donde la entidad funcional esta adherida a un nucleétido terminal del
enlazador.

133. El método del elemento 1, donde los elementos complementarios son seleccionados de nucleétidos, y los
elementos complementarios son enlazados al usar un agente quimico, un cambio de pH, luz, un catalizador,
radiacion, tal como radiacion electromagnética, o por medio de acoplamientos espontaneos cuando se los pone en
un contacto reactivo entre si.

134. El método de acuerdo al elemento 133, donde el agente quimico comprende un grupo de fosfoimidazolidas.

135. El método de acuerdo al elemento 133 y 134, donde el grupo de fosfoimidazolidas esta adherido al extremo 5’
del bloque de construccion y el blogque de construccién esta enlazado a una plantilla complementaria naciente en su
grupo hidroxilo de 3'.

136. El método del elemento 1, donde por lo menos un subconjunto de dicha pluralidad de bloques de construccion
comprende, preferiblemente, a un elemento complementario y/o una entidad funcional y/o un enlazador.

137. El método del elemento 1, donde un subconjunto de dicha pluralidad de bloques de construccién comprende a
un enlazador selectivamente separable que divide a la entidad funcional del elemento complementario, donde dicho
enlazador selectivamente separable no es divisible bajo condiciones que resultan en la separaciéon de enlazadores
separables que dividen a la entidad funcional del elemento complementario de bloques de construccion no
pertenecen a un subconjunto de bloques de construccion que comprenden a un enlazador selectivamente separable.

138. El método de acuerdo al elemento 102, donde la entidad funcional es liberada al dividir a enlazadores
separables de tal forma que no aparezcan vestigios del enlazador en la entidad funcional.

139. El método del elemento 137 0 138, donde los enlazadores separables son divididos, y donde el por lo menos un
enlazador selectivamente separable no es separado, y donde la molécula modelada es enlazada a la plantilla y/o al
elemento complementario por medio de dicho enlazador selectivamente separable.

140. El método de los elementos 138 a 139, donde los enlazadores son separados por medio de &cidos, bases,
agentes quimicos, luz, radiacion electromagnética, una enzima o un catalizador.

141. ElI método de acuerdo al elemento 140, donde el enlazador separado por luz comprende a una particula de
nitrofenilo.

142. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 0.8 A a alrededor de 70 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 60 A,
por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 50 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 40
A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 30 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor de
25 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 20 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a alrededor
de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 16 A, tal como en el rango de desde 0.8 A a
alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 12 A, tal como en el rango de desde 0.8 A
a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 8 A, tal como en el rango de desde 0.8
A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 6 A, tal como en el rango de desde 0.8
A a alrededor de 5 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 4 A, tal como en el rango de desde 0.8
A a alrededor de 3.5 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 3.0 A, tal como en el rango de desde
0.8 A a alrededor 2.5 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 2.0 A, tal como en el rango de desde
0.8 A a alrededor de 1.5 A, por ejemplo en el rango de desde 0.8 A a alrededor de 1.0 A.

143. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 1.0 A a alrededor de 60 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 40 A,
por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 30 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 25
A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 20 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor de
18 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 16 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a alrededor
de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 12 A, tal como en el rango de desde 1.0 A a
alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 8 A, tal como en el rango de desde 1.0 A
a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 6 A, tal como en el rango de desde 1.0 A
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a alrededor de 5 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 4 A, tal como en el rango de desde 1.0 A
a alrededor de 3.5 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 3.0 A, tal como en el rango de desde
1.0 A a alrededor de 2.5 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 2.0 A, tal como en el rango de
desde 1.0 A a alrededor de 1.5 A, por ejemplo en el rango de desde 1.0 A a alrededor de 1.2 A.

144. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 2 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 2 A a alrededor de 30, tal como
en el rango de desde 2 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 20 A, tal como
en el rango de desde 2 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor 16 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 12 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 8 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 6 A, tal como en el
rango de desde 2 A a alrededor de 5 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 4 A, tal como en el
rango de desde 2.0 A a alrededor de 3.5 A, por ejemplo en el rango de desde 2 A a alrededor de 3.0 A, tal como en
el rango de desde 2 A a alrededor de 2.5 A, por ejemplo en el rango de desde 2.0 A a alrededor de 2.2 A.

145. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 4 A alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 4 A a alrededor de 30 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 20 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 16 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 12 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 8 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 7 A, por ejemplo en el rango de desde 4 A a alrededor de 6 A, tal
como en el rango de desde 4 A a alrededor de 5 A.

146. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 6 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 6 A a alrededor de 30 A, tal
como en el rango de desde 6 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de 6 A a alrededor de 20 A, tal como
en el rango de desde 6 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 16 A, tal como
en el rango de desde 6 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 12 A, tal como
en el rango de desde 6 A a alrededor de 10 A, por ejemplo en el rango de desde 6 A a alrededor de 8 A, tal como en
el rango de desde 6 A a alrededor de 7 A.

147. El método del elemento 1, donde la longitud del enlazador o del enlazador selectivamente separable esta en el
rango de desde alrededor de 8 A a alrededor de 40 A, tal como en el rango de desde 8 A a alrededor de 30 A, tal
como en el rango de desde 8 A a alrededor de 25 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 20 A, tal
como en el rango de desde 8 A a alrededor de 18 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 16 A, tal
como en el rango de desde 8 A a alrededor de 14 A, por ejemplo en el rango de desde 8 A a alrededor de 12 A, tal
como en el rango de desde 8 A a alrededor de 10 A.

148. El método de acuerdo al elemento 1, donde la molécula modelada obtenida comprende a una secuencia de
grupos funcionales enlazados covalentemente, por medio de una reaccion que involucra a grupos reactivos, a un
grupo funcional de por lo menos una entidad funcional y a un grupo funcional de una entidad funcional cercana.

149. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 1 al 148, donde la molécula modelada es una secuencia
lineal de grupos funcionales.

150. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 1 al 148, donde la molécula modelada es una secuencia
ramificada de grupos funcionales.

151. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 1 al 148, donde la molécula modelada es una secuencia
ciclica de grupos funcionales.

152. El método del elemento 1, donde la molécula modelada es un oligémero o polimero que contiene a por lo
menos una secuencia repetitiva de grupos funcionales.

153. El método del elemento 152, donde la secuencia de por lo menos 3 grupos funcionales es repetida por lo -2
veces en la molécula modelada.

154. El método del elemento 152, donde cualquier secuencia de por lo menos 3 grupos funcionales en la molécula
modelada ocurre solamente una vez.

155. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de aminoacidos
seleccionados de un grupo que consiste de a-aminoacidos, B-aminoéacidos, y-aminoacidos, w-aminoacidos.

156. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de residuos de
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aminodcidos naturales.

157. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de a-
aminoacidos.

158. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de a-
aminoacidos mono sustituidos.

159. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de a-
aminoacidos di-sustituidos.

160. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de B-
aminoacidos monosustituidos.

161. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de B-
aminoacidos di-sustituidos.

162. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de [-
aminoacidos tri-sustituidos.

163. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de B-
aminoécidos tetrasustituidos.

164. El método de cualquiera de los elementos 115 a 118, donde la estructura esencial de dichos B- aminoacidos
comprende o consiste esencialmente de una estructura ciclicahexana y/o ciclopentana.

165. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de y-
aminodcidos.

166. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de w-
aminoacidos.

167. El método del elemento 1, donde la molécula comprende o consiste esencialmente de aminoéacidaos vinilogos.

168. ElI método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de glicinas N-
sustituidas.

169. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de moléculas o
entidades moleculares seleccionadas de un grupo de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-
péptidos, y-péptidos, w-péptidos mono-, di-, y tri- sustituidos, donde los residuos de aminoacidos estan en la forma
L- o en la forma D-, polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos de sulfonamidas vinilogas,
polisulfonamidas, péptidos conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos, poliésteres,
polisacéridos, policarbamatos, policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas, glicinas oligos
N-sustituidos, poliéteres, oligdmeros de etoxiformacetales, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG), polietilenos,
polidisulfuros, sulfuros de poliarilenos, polinucletdtidos, PNAs, LNAs, morfolinos, oligopirrolinonas, polioximas,
poliiminas, polietileniminas, poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos, fosfolipidos,
glicolipidos, compuestos policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos, incluyendo
compuestos poliheterociclicos, proteoglicanos, y polisiloxanos, incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

170. El método del elemento 1, donde los residuos cercanos de la molécula modelada estan enlazados por medio de
un enlace quimico seleccionado de un grupo de enlaces quimicos que consisten de enlaces de péptidos, enlaces de
sulfonamidas, enlaces de ésteres, enlaces de sacaridos, enlaces de carbamatos, enlaces de carbonatos, enlaces de
ureas, enlaces de fosfonatos, enlaces de uretanos, enlaces de azatidas, enlaces de peptdides, enlaces de éteres,
enlaces de etoxis, enlaces de tioéteres, enlaces carbonos individuales, enlaces carbono dobles, enlaces carbonos
triples, enlaces de disulfuros, enlaces de sulfuros, enlaces de fosfodiésteres, enlaces de oximas, enlaces de iminas,
enlaces de imidas, incluyendo cualquiera de sus combinaciones.

171. El método de acuerdo al elemento 170, donde el enlace quimico que vincula a las entidades funcionales de 2 o
mas bloques de construccion se forma por medio de una reaccién de un grupo de nucledfilos de una primera entidad
funcional con un éster o tioéster de otra entidad funcional.

172. El método de acuerdo al elemento 171, donde el enlazador del bloque de construccién que porta al grupo
tioéster es separado simultaneamente con la formacion de los enlaces que resultan en una transferencia del grupo
funcional al bloque de construccién nucleofilico.

173. El método de acuerdo al elemento 171 y 172, donde el grupo nucleofilico es seleccionado de -NH2, H2NHN-
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,HOHN-, H2N-C(O)-NH-.

174. El método del elemento 1, donde la estructura esencial de dicha molécula modelada comprende o consiste
esencialmente de un grupo molecular seleccionado de -NHN(R)CO-; -NHB(R)CO-; -NHC(RR")CO-; -NHC(=CHR)CO-
:-NHC6H4CO-; -NHCH2 CHRCO-; -NHCHRCH2 CO-; -COCH2-; -COS-; -CONR-; -COO-; -CSNH-; -CH2 NH- ; -
CH2CH2-; -CH2S-; -CH2 SO-; -CH2S02-;-CH(CH3)S-; -CH=CH-; -NHCO-; -NHCONH-; -CONHO-; -C(=CH2)CH2-;-
PO2-NH-; -PO2-CH2-; -PO2-CH2N+-; -SO2NH--; y lactamicos.

175. El método del elemento 1, donde la entidad funcional es seleccionada de un grupo de precursores
seleccionados de precursores de a- aminoacidos, precursores de - aminoacidos, precursores de y- aminoacidos y
precursores de w-aminoacidos.

176. El método del elemento 175, donde el precursor de 3-aminoacidos es un derivado de una estructura anular de
N-carboxianhidrido.

177. El método del elemento 171, donde el precursor del B-aminoacidos es un derivado de la estructura anular de
tiocarboxianhidrido (NTA).

178. El método de acuerdo al elemento 1, donde un grupo funcional de por lo menos una entidad funcional es
enlazada a otra entidad funcional por medio de una molécula de conexién.

179. El método de acuerdo al elemento 178, donde las entidades funcionales son cercanas.

180. El método del elemento 1, donde la molécula modelada comprende o consiste esencialmente de por lo menos
2 grupos funcionales diferentes, tales como 3 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 4 grupos
funcionales diferentes, tal como por lo menos 5 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 6 grupos
funcionales diferentes, tal como por lo menos 7 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 8 grupos
funcionales diferentes, tal como por lo menos 9 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 10 grupos
funcionales diferentes, tal como mas de 10 grupos funcionales diferentes.

181. El método del elemento 180, donde los grupos funcionales son idénticos.

182. El método del elemento 1, donde cada bloque de construccion comprende a por [o menos un grupo reactivo de
tipo I.

183. El método de acuerdo al elemento 1, donde cada bloque de construccion comprende a por lo menos un grupo
reactivo tipo Il.

184. El método del elemento 182, donde cada bloque de construccion comprende a 2 grupos reactivos tipo .
185. El método del elemento 183, donde cada bloque de construccion comprende a 2 grupos reactivos tipo II.

186. El método de acuerdo al elemento 185, donde por lo menos un bloque de construccién comprende a 3 0 mas,
tal como 4 o més grupos reactivos tipo Il.

187. El método de acuerdo a los elementos 185 o 186, donde los grupos reactivos tipo Il son similares.

188. El método de acuerdo a los elementos 185 o 186, donde los grupos reactivos tipo Il son comparferos de
reaccion

189. El método de acuerdo a los elementos 187 o 188, donde los grupos reactivos tipo Il son capaces de formar un
enlace entre los grupos funcionales a través de una molécula de conexién.

190. El método de acuerdo al elemento 189, donde la molécula de conexién es un compuesto di-funcional con
grupos reactivos que son compafieros de reaccion en relacion a los grupos reactivos tipo Il de las entidades
funcionales.

191. El método de acuerdo al elemento 185, donde los grupos reactivos tipo Il no son similares.

192. El método de acuerdo al elemento 191, donde los grupos reactivos tipo Il que no son similares son comparieros
de reaccion.

193. El método de acuerdo al elemento 191 o 192, donde los grupos reactivos tipo Il son capaces de formar un
enlace entre los grupos funcionales a través de una molécula de conexion.

194. El método de acuerdo al elemento 191, donde la molécula de conexiéon es un compuesto di-funcional con
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grupos reactivos que son comparfieros de reaccién en relacién a los grupos reactivos tipo Il de las entidades
funcionales.

195. El método de cualquiera de los elementos 182 a 194, donde el por lo menos un grupo reactivo tipo Il de la
entidad funcional es seleccionado de un grupo que consiste de N-carboxianhidrido (NCA), N-tiocarboxianhidrido
(NTA), cumarina, amine, acido carboxilico, cetona, aldehido, hidroxilo, tiol, éster, tioéster, alquenilo, cualquier
sistema conjugado de enlaces dobles, hidracina, éster de N-hidroxisuccinimida, un epéxido.

196. El método de los elementos 178 a 190, donde el grupo reactivo tipo Il es un electrofilo.

197. El método de acuerdo al elemento 191, donde el grupo reactivo tipo Il es un electréfilo seleccionado de un
grupo que consiste de -X-C(O)R, -X-C(O)-CHR-C(O)-R, -X-C(0)-CR=CH-R, y -X-C(O)-CHR-NHR, donde X es un S
u O, y R es independientemente un grupo funcional.

198. El método de los elementos 183 a 195, donde el grupo reactivo tipo Il es un nucleotido.

199. El método de acuerdo al elemento 198, donde el grupo reactivo tipo Il es un nucleétido seleccionado de un
grupo que consiste de -NH2, H2NHN-, HOHN-, y H2N-C(O,S)NH-.

200. El método de los elementos 183 a 195, donde el grupo reactivo tipo Il es un radical.

201. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde la entidad funcional comprende a un
grupo reactivo tipo Il conectado al enlazador.

202. El método de acuerdo al elemento 201, donde dicha entidad funcional comprende ademas a por lo menos un
grupo reactivo tipo Il adicional.

203. El método de acuerdo al elemento 202, donde la entidad funcional que comprende de por lo menos un grupo
reactivo tipo Il adicional es capaz de formar un enlace a una 22 entidad funcional que tiene un grupo reactivo tipo Il
separado entre dicha entidad funcional y el enlazador, por medio de una reaccion que involucra al grupo reactivo tipo
Il en dicha entidad funcional adicional.

204. El método de acuerdo al elemento 203, donde el enlace entre la 22 entidad funcional y el enlazador es separada
lo cual resulta en una translocacién del grupo funcional de la 22 entidad funcional a la primera entidad funcional.

205. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 201 a 204, donde el enlace entre la primera y 22 entidad
funcional se forma por medio de una reaccion directa para con sus grupos reactivos tipo Il respectivos.

206. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 201 a 204, donde el enlace entre la primera y 22 entidad
funcional son formadas a través de una molécula de conexion.

207. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde varios grupos funcionales son
enlazados por medio de una secuencia de reacciones que involucran a una pluralidad de bloques de construccion.

208. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 201 a 207, donde varios grupos funcionales son
enlazados por medio de una secuencia de reacciones que involucra una pluralidad de bloques de construccion,
donde cada uno de dichos bloques de construccién comprenden a una entidad funcional que tiene a un primer grupo
reactivo tipo Il conectado al enlazador, donde dicha entidad funcional comprende a por lo menos un grupo reactivo
tipo Il adicional.

209. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde la entidad funcional es restringida en lo
que se refiere a la rotacion para obtener una orientaciéon preferida durante la formacion de enlaces a las otras
entidades funcionales.

210. El método de acuerdo al elemento 209, donde uno o mas enlaces que vinculan a la entidad funcional al
elemento complementario son fijados en relacién a su rotacion.

211. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 209 y 210, donde la orientacion preferida es obtenida al
acoplar a la entidad funcional a la base, asi como a la particula de (deoxi)ribosa de un blogue de construccion de
nucleétidos.

212. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 209 a 211, donde la entidad funcional es acoplada a 2
bases de un dinucledtido.

213. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde la formacién de la molécula modelada
involucra a los grupos reactivos tipo Il capaces de formar un polimero a través de una polimerizacién anidnica,
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cationica o radical.

214. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, que comprenden a una entidad funcional
portadora que comprende a uno 0 mas grupos reactivos tipo Il, donde dicha entidad funcional portadora es la
estructura quimica basica para formar a una molécula modelada por medio de la adicion de grupos funcionales que
emanan de la pluralidad de blogues de construccion.

215. El método de acuerdo al elemento 214, donde la entidad funcional portadora comprende a 2 o0 mas grupos
reactivos tipo II.

216. El método de acuerdo al elemento 214 o 215, donde la entidad funcional portadora es enlazada
covalentemente a la plantilla.

217. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 214 a 215, donde la entidad funcional portadora es
enlazada a un elemento complementario capaz de reconocer a un elemento codificador de la plantilla.

218. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 214 a 217, donde los bloques de construccion adheridos a
la plantilla comprenden a entidades funcionales que portan a los grupos reactivos tipo Il capaces de formar a un
enlace a la entidad funcional portadora.

219. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 214 a 218, donde una mezcla de enlaces de grupos
funcionales a la entidad funcional portadora es obtenida al tener un nimero diferente grupos reactivos tipo Il en la
entidad funcional portadora en comparacion al nimero de grupos reactivos tipo Il en las entidades funcionales de la
pluralidad de bloques de construccion.

220. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos 214 a 219, donde la reaccién de los grupos reactivos tipo
Il en el portador y los grupos reactivos tipo Il correspondientes en los blogues de construccion resultan en un enlace
simultaneo de los grupos funcionales en relacién a la entidad funcional portadora y una separacion del enlazador
que conecta a la entidad funcional con el elemento complementario.

221. El método de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde se utiliza una pluralidad de plantillas que
tienen diferentes elementos codificadores y/o diferente orden de elementos de codificacion.

222. El método de acuerdo al elemento 221, donde 2 o mas plantillas diferentes son utilizadas.

223. El método de acuerdo al elemento 221 o 222, donde 4 o mas plantillas diferentes, tal como mas de 103, 105,
10°, 10°%, 10", 10", 10", 10"’ plantillas diferentes son utilizadas.

224. El método de acuerdo al elemento 221, donde la pluralidad de diferentes plantillas resulta en una biblioteca de
diferentes moléculas modeladas, donde cada molécula modelada es conectada a la plantilla o plantilla
complementaria especifica que modelo a la molécula.

225. El método de cualquiera de los elementos anteriores que comprende el paso adicional de liberar a la plantilla o
a la plantilla complementaria de la molécula modelada, y obtener una molécula modelada que no esta enlazada a la
plantilla complementaria o a la plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

226. Una molécula modelada que se puede obtener de acuerdo a cualquiera de los elementos 1 a 225, una
pluralidad de grupos funcionales enlazados donde cada uno comprende un residuo, donde los residuos enlazados
covalentemente son capaces de generar a un polimero que comprende, exclusivamente o en combinacién con
porciones adicionales, a por lo menos una porcién seleccionada de un grupo de porciones poliméricas que consisten
de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos, mono-, di-, y tri-
sustituidos donde los residuos de aminoacidos estan en la forma de L- o en la forma de D-, polipéptidos vinilogos,
glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos vinilogos de sulfonamidas, polisulfonamidas, péptidos conjugados que
comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos, poliésteres, polisacaridos, policarbamatos, policarbonatos,
poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas, glicinas oligo N-sustituidas, poliéteres, oligobmeros de
etoxiformacetales, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG), polietilenos, polidisulfuros, sulfuros de poliarilenos,
polinucleétidos, PNAs, LNAs, morfolinos, pirrolinonas de oligos, polioximas, poliiminas, polietileniminas, poliimidas,
poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos, fosfolipidos, glicolipidos, compuestos policiclicos que
comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos, incluyendo a compuestos poliheterociclicos,
proteoglicanos y polisiloxanos, y donde la pluralidad de residuos es preferiblemente desde 2 a 200, por ejemplo
desde 2 a 100, tal como desde 2 a 80, por ejemplo desde 2 a 60, tal como desde 2 a 40, por ejemplo desde 2 a 30,
tal como desde 2 a 20, por ejemplo desde 2 a 15, tal como desde 2 a 10, tal como desde 2 a 8, por ejemplo desde 2
a 6, tal como desde 2 a 4, por ejemplo 2, tal como desde 3 a 100, por ejemplo desde 3 a 80, tal como desde 3 a 60,
tal como desde 3 a 40, por ejemplo desde 3 a 30, tal como desde 3 a 20, tal como desde 3 a 15, por ejemplo desde
3 a 15, tal como desde 3 a 10, tal como desde 3 a 8, por ejemplo desde 3 a 6, tal como desde 3 a 4, por ejemplo 3,
tal como desde 4 a 100, por ejemplo desde 4 a 80, tal como desde 4 a 60, tal como desde 4 a 40, por ejemplo desde
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4 a 30, tal como desde 4 a 20, tal como desde 4 a 15, por ejemplo desde 4 a 10, tal como desde 4 a 8, tal como
desde 4 a 6, por ejemplo 4, por ejemplo desde 5 a 100, tal como desde 5 a 80, por ejemplo desde 5 a 60, tal como
desde 5 a 40, por ejemplo desde 5 a 30, tal como desde 5 a 20, por ejemplo desde 5 a 15, tal como desde 5 a 10, tal
como desde 5 a 8, por ejemplo desde 5 a 6, por ejemplo 5, tal como desde 6 a 100, por ejemplo desde 6 a 80, tal
como desde 6 a 60, tal como desde 6 a 40, por ejemplo desde 6 a 30, tal como desde 6 a 20, tal como desde 6 a 15,
por ejemplo desde 6 a 10, tal como desde 6 a 8, tal como 6, por ejemplo desde 7 a 100, tal como desde 7 a 80, por
ejemplo desde 7 a 60, tal como desde 7 a 40, por ejemplo desde 7 a 30, tal como desde 7 a 20, por ejemplo desde 7
a 15, tal como desde 7 a 10, tal como desde 7 a 8, por ejemplo 7, por ejemplo desde 8 a 100, tal como desde 8 a 80,
por ejemplo desde 8 a 60, tal como desde 8 a 40, por ejemplo desde 8 a 30, tal como desde 8 a 20, por ejemplo
desde 8 a 15, tal como desde 8 a 10, tal como 8, por ejemplo 9, por ejemplo desde 10 a 100, tal como desde 10 a
80, por ejemplo desde 10 a 60, tal como desde 10 a 40, por ejemplo desde 10 a 30, tal como desde 10 a 20, por
ejemplo desde 10 a 15, tal como desde 10 a 12, tal como 10, por ejemplo desde 12 a 100, tal como desde 12 a 80,
por ejemplo desde 12 a 60, tal como desde 12 a 40, por ejemplo desde 12 a 30, tal como desde 12 a 20, por ejemplo
desde 12 a 15, tal como desde 14 a 100, tal como desde 14 a 80, por ejemplo desde 14 a 60, tal como desde 14 a
40, por ejemplo desde 14 a 30, tal como desde 14 a 20, por ejemplo desde 14 a 16, tal como desde 16 a 100, tal
como desde 16 a 80, por ejemplo desde 16 a 60, tal como desde 16 a 40, por ejemplo desde 16 a 30, al como desde
16 a 20, tal como desde 18 a 100, tal como desde 18 a 80, por ejemplo desde 18 a 60, tal como desde 18 a 40, por
ejemplo desde 18 a 30, tal como desde 18 a 20, por ejemplo desde 20 a 100, tal como desde 20 a 80, por ejemplo
desde 20 a 60, tal como desde 20 a 40, por ejemplo desde 20 a 30, tal como desde 20 a 25, por ejemplo desde 22 a
100, tal como desde 22 a 80, por ejemplo desde 22 a 60, tal como desde 22 a 40, por ejemplo desde 22 a 30, tal
como desde 22 a 25, por ejemplo desde 25 a 100, tal como desde 25 a 80, por ejemplo desde 25 a 60, tal como
desde 25 a 40, por ejemplo desde 25 a 30, tal como desde 30 a 100, por ejemplo desde 30 a 80, tal como desde 30
a 60, por ejemplo desde 30 a 40, tal como desde 30 a 35, por ejemplo desde 35 a 100, tal como desde 35 a 80, por
ejemplo desde 35 a 60, tal como desde 35 a 40, por ejemplo desde 40 a 100, tal como desde 40 a 80, por ejemplo
desde 40 a 60, tal como desde 40 a 50, por ejemplo desde 40 a 45, tal como desde 45 a 100, por ejemplo desde 45
a 80, tal como desde 45 a 60, por ejemplo desde 45 a 50, tal como desde 50 a 100, por ejemplo desde 50 a 80, tal
como desde 50 a 60, por ejemplo desde 50 a 55, tal como desde 60 a 100, por ejemplo desde 60 a 80, tal como
desde 60 a 70, por ejemplo desde 70 a 100, tal como desde 70 a 90, por ejemplo desde 70 a 80, tal como desde 80
a 100, por ejemplo desde 80 a 90, tal como desde 90 a 100.

227. La molécula modelada de acuerdo al elemento 226, donde la molécula modelada es un polimero.
228. La molécula modelada de acuerdo al elemento 227, donde el polimero es lineal.
229. La molécula modelada de acuerdo al elemento 227, donde el polimero es ramificado.

230. La molécula modelada de acuerdo al elemento 226 a 229, donde los residuos enlazados covalentemente son
capaces de generar a un polimero que comprende, exclusivamente o en combinacidon con porciones adicionales
seleccionadas de un grupo de, por lo menos una porcion seleccionada de un grupo de porciones poliméricas que
consisten de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w- péptidos mono-,
di-, y tri- sustituidos, péptidos donde los residuos de aminoacidos estan en la forma de L- o en la forma de D-, y
polipéptidos vinilogos.

231. La molécula modelada de acuerdo a los elementos 226 a 230, donde los residuos enlazados covalentemente
son capaces de generar a un polisacarido.

232. Una molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 a 231, que comprende a una secuencia
de grupos funcionales, donde los grupos funcionales cercanos estan enlazados por medio de una particula
molecular que no es asociada naturalmente con dichos grupos funcionales.

233. Una molécula modelada que comprende a una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido o un nucleétido.

234. Una molécula modelada que comprende a una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido o un nucleétido monosustituido.

235. Una molécula modelada que comprende a una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada no comprende o consiste de un péptido o un nucleétido.

236. Una composicion modelada de moléculas preparadas de acuerdo a cualquiera de Ios elementos 221 a 224,
donde dicha comp03|C|0n comprende a una pluralidad de mas de o alrededor de 10 moléculas modeladas
dlferentes tal como mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas dlferentes por ejemplo més de o alrededor de
10° moléculas modeladas dlferentes tal como mas de o alrededor de 10° moléculas modeladas dlferentes por
ejemplo mas de o alrededor de 10’ moléculas modeladas dlferentes tal como mas de o alrededor de 10® moléculas
modeladas dlferentes por ejemplo mas de o alrededor de 10° moléculas modeladas d|ferentes tal como mas de o
alrededor de 10™ moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas
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diferentes, tal como mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de
10" moléculas modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de 10™ moléculas modeladas diferentes, por
ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, tal como mas de o alrededor de 10
moléculas modeladas diferentes, por ejemplo mas de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes, tal como
més de o alrededor de 10" moléculas modeladas diferentes.

237. La composicion de acuerdo al elemento 236, donde la pluralidad de moléculas modeladas es seleccionada de
un grupo de moléculas modeladas definidas en cualquiera de los elementos 226 a 235.

238. La composicién de acuerdo a cualquiera de los elementos 236 y 237, donde dicha composicion comprende
ademas a la plantilla capaz de modelar a cada molécula modelada, o uno de sus subconjuntos.

239. Una composicion de acuerdo al elemento 238, donde la molécula modelada es enlazada a la plantilla capaz de
modelar a la molécula modelada.

240. La composicion de acuerdo al elemento 239, donde la molécula modelada es enlazada covalentemente a la
plantilla.

241. La composicién de acuerdo al elemento 239, donde la molécula modelada es enlazada no covalentemente a la
plantilla.

242. La composicion de acuerdo al elemento 241, donde el enlace no covalente involucra uno o mas enlaces
seleccionados de un grupo que consiste de enlaces de hidrogeno, enlaces de van der Waals, y enlaces ionicos.

243. Un complejo que comprende a una molécula modelada y a la plantilla que modelé la sintesis de la molécula
modelada.

244, La composicidon de acuerdo a cualquiera de los elementos 236 a 242, donde la plantilla no es un nucleétido
natural, cuando la molécula modelada es un a- péptido.

245. La composicién de acuerdo a cualquiera de los elementos 236 a 242, donde la molécula modelada no es un a-
péptido que ocurre naturalmente.

246. La composicién de acuerdo a cualquiera de los elementos 236 a 242, donde la molécula modelada no es un a-
péptido.

247. La composicion de acuerdo al elemento 236 al 242, donde la plantilla no consiste exclusivamente de
nucleétidos naturales, cuando la molécula modelada es un péptido que comprende exclusivamente a a- aminoacidos
monosustituidos.

248. La composicion de acuerdo a los elementos 236 a 242, donde la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la
molécula modelada es un a-péptido natural.

249. La composicién de acuerdo a los elementos 236 al 242, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la
molécula modelada es un a-péptido natural.

250. La composicion de acuerdo al elemento 236 a 242, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula
modelada es un a-péptido monosustituido.

251. La composicion de acuerdo al elemento 236 al 242, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula
modelada es un a-péptido.

252. La composicion de acuerdo a los elementos 236 al 242, donde la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la
molécula modelada es un péptido.

253. La composiciéon de acuerdo a los elementos 236 al 242, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la
molécula modelada es un péptido.

254. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
cuando la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla
que modelé la sintesis de la molécula modelada, donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a-
péptido.

255. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelé la sintesis de la molécula modelada, donde la molécula modelada no comprende a un a-péptido
monosustituido.
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256. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la molécula modelada no comprende o consiste de un a- péptido
0 un nucleétido.

257. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o la plantilla que
modeld la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula
modelada es un a- péptido.

258. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no consiste exclusivamente de nucleétidos naturales,
cuando la molécula modelada es un péptido comprendido exclusivamente de a-aminoacidos monosustituidos.

259. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modeld la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula
modelada es un a-péptido natural.

260. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelé la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es
un a-péptido natural.

261. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es
un a-péptido monosustituido.

262. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelé la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es
un a-péptido.

263. Una molécula modelada conformada de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a una plantilla complementaria o a la plantilla
gue model6 la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido natural, cuando la molécula
modelada es un péptido.

264. Una molécula modelada conformada de una secuencia de grupos funcionales enlazados covalentemente,
donde la molécula modelada es enlazada por medio de un enlazador a la plantilla complementaria o a la plantilla que
modelo la sintesis de la molécula modelada, donde la plantilla no es un nucleétido, cuando la molécula modelada es
un péptido.

265. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada es un oligbmero o un polimero que comprende por lo menos a una secuencia repetitiva de grupos
funcionales.

266. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la secuencia
de por lo menos 3 grupos funcionales es repetida por lo menos 2 veces en una molécula modelada.

267. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde cualquier
secuencia de por lo menos 3 grupos funcionales en la molécula modelada ocurre solamente una vez.

268. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de aminoacidos seleccionados de un grupo que consiste de a-
aminoacidos, B-aminoacidos, y-aminoacidos, w-aminoacidos.

269. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de residuos de aminoacidos naturales.

270. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de a-aminoacidos.
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271. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de a-aminoacidos monosustituidos.

272. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de a-aminoacidos disustituidos.

273. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de - aminoacidos monosustituidos.

274. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de B-aminoacidos disustituidos.

275. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de B-aminoacidos trisustituidos.

276. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de -aminoacidos tetrasustituidos.

277. La molécula modelada de cualquiera de los elementos 273 a 276, donde la estructura esencial de dichos B-
aminoacidos comprende o consiste esencialmente de una estructura de ciclohexano y/o una estructura de
ciclopentano.

278. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de y-aminoacidos.

279. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 a 235, y 254 a 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de w-aminoacidos.

280. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de aminoacidos vinilogos.

281. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de glicinas N-sustituidas.

282. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada comprende o consiste esencialmente de moléculas o entidades moleculares seleccionadas de un grupo
de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos mono-, di-, y tri
sustituidos, péptidos en los cuales los residuos de aminoacidos estan en la forma de L- o en la forma de D-,
polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas, péptidos vinilogos de sulfonamidas, polisulfonamidas, péptidos
conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos prostéticos, poliésteres, polisacaridos, policarbamatos,
policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos, azatidas, glicinas oligo N-sustituidas, poliéteres,
oligbmeros de etoxiformacetales, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG), polietileno, polidisulfuros, sulfuros de
poliarilenos, polinucledtidos, PNAs, LNAs, morfolinos, pirrolinonas de oligos, polioximas, poliiminas, polietileniminas,
poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos, fosfolipidos, glicolipidos, compuestos
policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos, incluyendo a compuestos
poliheterociclicos, proteoglicanos, y polisiloxanos, incluyendo a cualquiera de sus combinaciones.

283. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde los residuos
cercanos de la molécula modelada estan enlazados por medio de un enlace quimico seleccionado de un grupo de
enlaces quimicos que consisten de enlaces péptidos, enlaces de sulfonamidas, enlaces de ésteres, enlaces de
sacaridos, enlaces de carbamatos, enlaces de carbonatos, enlaces de ureas, enlaces de fosfonatos, enlaces de
uretanos, enlaces de azatidas, enlaces de peptoides, enlaces de éteres, enlaces de etoxis, enlaces de tioéteres,
enlaces individuales de carbonos, enlaces dobles de carbono, enlaces triples de carbono, enlaces de disulfuros,
enlaces de sulfuros, enlaces de fosfodiésteres, enlaces de oximas, enlaces de iminas, enlaces de imidas, aminas,
amidas, incluyendo a cualquiera de sus combinaciones.

284. La molécula modelada de acuerdo al elemento 283, donde la molécula modelada no es un a- péptido.

285. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la estructura
esencial de dicha molécula modelada comprende o consiste esencialmente de un grupo molecular seleccionado de -
NHN(R)CO- ; - NHB(R)CO-; -NHC(RR’)CO- ; -NHC(=CHR)CO-; -NHC6 H4 CO-; -NHCH2 CHRCO-; -NHCHRCH2
CO-; -COCH2-; -COS-; -CONR-; -COO-; -CSNH-; -CH2 NH-; -CH2CH2-; -CH2S-; -CH2S0-; -CH2S02-; -CH(CH3)S-
; -=CH=CH-; -NHCO-; -NHCONH-; -CONHO-; -C(=CH2)CH2-; -PO2-NH-; -PO2-CH2- ; -PO2-CH2N+-; -SO2NH-- ; y
lactamicos incluyendo a cualquiera de sus combinaciones.

286. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde el precursor
es seleccionado de un grupo de precursores seleccionados de precursores de a-aminoacidos, precursores de -

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

aminoacidos, precursores de y-aminoacidos, y precursores de w-aminoacidos.

287. La molécula modelada que de acuerdo a cualquiera de los elementos 219 al 226, y 240 al 250, donde la
molécula modelada comprende o consiste esencialmente de por lo menos 2 grupos funcionales diferentes, teles
como por lo menos 3 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 4 grupos funcionales diferentes, tal
como por lo menos 5 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 6 grupos funcionales diferentes, como
por lo menos 7 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 8 grupos funcionales diferentes, tal como
por lo menos 9 grupos funcionales diferentes, por ejemplo por lo menos 10 grupos funcionales diferentes, tal como
mas de 10 grupos funcionales diferentes.

288. La molécula modelada de acuerdo al elemento 287, donde los grupos funcionales son idénticos.

289. La molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 264, donde la molécula
modelada es obtenible por medio de un método de acuerdo a cualquiera de los elementos 1 al 218.

290. Una molécula modelada comprendida de una secuencia de blogques de construccién enlazados
covalentemente, donde la secuencia de los bloques de construccion enlazados covalentemente comprende a una
secuencia de elementos complementarios que forman a una plantilla complementaria capaz de complementar a la
plantilla que modeld la sintesis de la molécula modelada, y donde la molécula modelada es enlazada a la plantilla
complementaria o a la plantilla que model6 su sintesis.

291. Una molécula modelada de acuerdo a cualquiera de los elementos anteriores, donde la molécula modelada
comprende a una secuencia de entidades funcionales que comprenden a por lo menos un grupo funcional, y
opcionalmente a por lo menos un grupo reactivo tipo Il, y donde cada entidad funcional es enlazada a un elemento
complementario o a una plantilla que modelo la sintesis de la molécula modelada.

292. La composicion de acuerdo a los elementos 226 al 291, donde la modelaciéon es preparada de acuerdo al
elemento 1 al 225, donde dicha molécula modelada es enlazada a otra molécula seleccionada de un grupo que
consiste de ADN, ARN, anticuerpos, péptidos o proteinas, o sus derivados.

293. Un método para examinar moléculas modeladas que tienen potencialmente una actividad predeterminada,
donde dicho método comprende el paso de suministrar a una molécula objetivo o0 a una entidad objetivo, incluyendo
una superficie, y obtener a moléculas modeladas que tengan una afinidad para con -0 un efecto en- dicha molécula
objetivo o entidad objetivo.

294. Un método para efectuar ensayos en actividades asociadas potencialmente con moléculas modeladas, donde
dicho método comprende el paso de suministrar a una molécula objetivo o a una entidad objetivo, incluyendo una
superficie, y obtener a moléculas modeladas que tengan una afinidad para con -0 un efecto en- dicha molécula
objetivo o entidad objetivo, y determinar la actividad de la molécula modelada.

295. Un método para seleccionar complejos o moléculas modeladas que tengan una actividad predeterminada,
donde dicho método comprende el paso de realizar un procedimiento de seleccion y seleccionar a moléculas
modeladas basandose en criterios predeterminados de seleccién.

296. Un método para examinar una composicion de moléculas que tienen una actividad predeterminada el cual
comprende:

i) Establecer una primera composicién de moléculas modeladas, donde dichas moléculas modeladas son definidas
como en cualquiera de los elementos 226 al 235, y 254 al 290, o producidos tal como se define en cualquiera de los
elementos 1 al 225.

ii) Exponer a la primera composiciéon a condiciones que enriquezcan a dicha primera composicién con moléculas
modeladas que tengan a la actividad predeterminada, y

iii) Amplificar opcionalmente a las moléculas modeladas de la composicion enriquecida obteniendo a una 22
composicion,

iv) Opcionalmente y adicionalmente repetir los pasos ii) al iii), y

v) Obtener una composicion adicional que tenga una tasa mas alta de moléculas modeladas que tengan a la
actividad especifica predeterminada.

297. El método del elemento 296, que comprende adicionalmente un paso de mutar a las moléculas modeladas,
donde dicha mutagénesis puede ocurrir antes de ejecutar el paso iii), simultaneamente al ejecutar el paso iii) o
después de ejecutar el paso iii).

298. El método del elemento 297, donde la mutagénesis es ejecutada como una mutagénesis aleatoria o dirigida a
un lugar especifico.

299. El método del elemento 296, donde el paso iii) comprende a una amplificacion de 10" a 10" veces.
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300. El método del elemento 296, donde los pasos ii) y iii) son repetidos por lo menos 2, 3, 5 veces, tal como por lo
menos 10 veces, tal como por lo menos 15 veces.

301. El método del elemento 296, que comprende adicionalmente un paso de identificacion de la molécula modelada
gue tiene a la actividad predeterminada.

302. El método del elemento 296, donde la identificacion es realizada por un andlisis de la plantilla y/o fisicamente
de la plantilla complementaria o por otros medios asociados con la molécula.

303. El método del elemento 296, donde las condiciones de enriquecimiento de la composicion comprenden
suministrar a un compafiero de enlaces a dicha molécula modelada que tiene la actividad predeterminada, donde
dicho comparfiero de enlaces es inmovilizado directamente o indirectamente a un soporte.

304. El método del elemento 296, donde las condiciones de enriquecimiento de la composicion involucran a
cualquiera 0 a mas de uno de los siguientes métodos: separacion electroforética, filtracion de geles,
inmunoprecipitaciones, enfoques isoeléctricos, centrifugacion, e inmovilizacion.

305. El método del elemento 296, donde la actividad predeterminada es una actividad enzimatica o una actividad
catalitica.

306. El método del elemento 296, donde las condiciones que enriquecen a la composicién comprenden suministrar
células capaces de internalizarse en la molécula modelada, o realizar una interaccion con la molécula modelada que
tiene a la actividad predeterminada

307. Un método para amplificar a la plantilla complementaria o a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula
modelada que tiene, o que tiene potencialmente una actividad predeterminada, donde dicho método comprende el
paso de contactar a la molécula con medios de amplificacion y amplificar a la plantilla.

308. Un método para amplificar a la plantilla complementaria o a la plantilla que modelé la sintesis de la molécula
modelada que tenga, o que tenga potencialmente, una actividad predeterminada, donde dicho método comprende
los pasos de i) contactar a la plantilla con medios de amplificacion, y amplificar a la plantilla, y ii) obtener la molécula
modelada que ha sido incrementada en un monto de por lo menos 2 veces.

309. Un método para alterar la secuencia de una molécula modelada, incluyendo generar a una molécula modelada
gue comprende a una secuencia nueva o alterada de grupos funcionales, donde dicho método comprende
preferiblemente los pasos de:

i) Suministrar una primera plantilla complementaria o una primera plantilla capaz de modelar a la primera molécula
modelada, o una pluralidad de dichas primeras plantillas complementarias o primeras plantillas capaces de modelar
una pluralidad de primeras moléculas modeladas,

i) mutar o modificar la secuencia de la primera plantilla complementaria o de la primera plantilla, o pluralidad de
primeras plantillas complementarias o primeras plantillas, y generar una 22 plantilla o una 22 plantilla
complementaria, o una pluralidad de segundas plantillas o segundas plantillas complementarias,

donde dicha o dichas segundas plantillas o plantillas complementarias son capaces de modelar la sintesis de una 22
molécula modelada, o una pluralidad de segundas moléculas modeladas,

donde dicha 22 molécula o moléculas modeladas comprenden a una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente que no son idénticos a la secuencia de los grupos funcionales de la primera molécula o moléculas
modeladas, y opcionalmente

iii) modelar por medio de dicha 22 plantilla o plantillas o plantillas complementarias a una 22 molécula modelada, o
una pluralidad de dichas segundas moléculas modeladas.

310. Un método para alterar la secuencia de una molécula modelada, incluyendo generar a una molécula modelada
gue comprende a una secuencia nueva o alterada de grupos funcionales, donde dicho método comprende,
preferiblemente, los pasos de

i) suministrar una pluralidad de primeras plantillas complementarias o de primeras plantillas capaces de modelar una
pluralidad de primeras moléculas modeladas,

i) recombinar las secuencias de la pluralidad de las primeras plantillas complementarias o las primeras plantillas, y
generar una 22 plantilla o una 22 plantilla complementaria, o una pluralidad de segundas plantillas o de segundas
plantillas complementarias,

donde dicha 22 plantilla o plantillas o plantillas complementarias son capaces de modelar la sintesis de una 22
molécula modelada, o una pluralidad de segundas moléculas modeladas,

donde dicha 2® molécula o moléculas modeladas comprende a una secuencia de grupos funcionales enlazados
covalentemente que no son idénticos a la secuencia de los grupos funcionales de la primera molécula o moléculas
modeladas, y opcionalmente

iii) modelar por medio de una 22 plantilla o plantillas o plantillas complementarias a una 22 molécula modelada, o una
pluralidad de dichas segundas moléculas modeladas.

106



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

311. El método de cualquiera de los elementos 309 y 310, que comprende un paso adicional de amplificar a la
plantilla complementaria o a la plantilla que model6 la sintesis de la molécula modelada, donde dicho paso de
amplificacién ocurre antes de, simultdneamente con, o después del paso de mutagénesis o de recombinacion.

312. El método del elemento 309 al 310, donde la mutagénesis es conducida como una mutagénesis dirigida a un
sitio especifico, mutagénesis de cintas, mutagénesis quimica, eliminacién de lugares Unicos (USE - unique site-
elimination), PCR propenso a errores, mezcla aleatoria de ADN propenso a errores.

313. El método del elemento 309 al 310, donde la mutagénesis es realizada por medio de una mezcla aleatoria de
ADN o cualquier forma de recombinacién incluyendo a recombinaciones homoélogas ya sea in vivo o in vitro.

314. Un bloque de construccion que comprende

i) un elemento complementario capaz de reconocer especificamente a un elemento codificador que tiene a un grupo
de reconocimiento, donde dicho elemento complementario es seleccionado de nucleotidos, aminoécidos,
anticuerpos, antigenos, proteinas, péptidos y moléculas con la capacidad de reconocer a nucleétidos,

i) por lo menos una entidad funcional seleccionada de un precursor de a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-
péptidos; a-péptidos, B-péptidos, y-péptidos, w-péptidos mono-, di-, y tri-sustituidos, péptidos donde los residuos de
aminoacidos estan en la forma de L- o en la forma de D-, polipéptidos vinilogos, glicopoli-péptidos, poliamidas,
péptidos vinilogos de sulfonamidas, polisulfonamidas, péptidos conjugados que comprenden a, por ejemplo, grupos
prostéticos, poliésteres, polisacaridos, policarbamatos, policarbonatos, poliureas, polipeptidilfosfonatos, poliuretanos,
azatidas, glicinas oligo N-sustituidas, oligomeros de etoxiformacetales, poli-tioéteres, polietilenglicoles (PEG),
polietilenos, polidisulfuros, sulfuros de poliarilenos, polinucleétidos, PNAs, LNAs, morfolinos, pirrolinonas de oligos,
polioximas, poliiminas, polietileniminas, poliimidas, poliacetales, poliacetatos, poliestirenos, polivinilos, lipidos,
fosfolipidos, glicolipidos, compuestos policiclicos que comprenden a, por ejemplo, ciclos alifaticos o aromaticos,
incluyendo a compuestos poliheterociclicos, proteoglicanos y polisiloxanos, y

iii) un enlazador que separa a la entidad funcional del elemento complementario.

315. El bloque de construccion de acuerdo al elemento 314, donde el elemento complementario es seleccionado de
una secuencia de nucledétidos, tal como una secuencia de desde 1-4 nucleétidos, tal como desde 1-3 nucleétidos, tal
como 2 nucleétidos o 3 nucledtidos.

316. El bloque de construccién de acuerdo al elemento 314, donde la entidad funcional es seleccionada de un
precursor 0 un aminoacido seleccionado de aminoacidos alfa, aminoacidos beta, aminoacidos gama, aminoacidos
di-sustituidos, aminoéacidos poli-sustituidos, aminoacidos vinilogos, derivados N-sustituidos de glicina, y otros
aminoacidos modificados.

Ejemplos

Ejemplo 1 al 7: Preparacion del bloque de construccié n de mononucledtidos (1)

[0446] El bloque de construccién | podria ser preparado de acuerdo al esquema general se muestra mas adelante:
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Ejemplo 1: Preparacién del acido 3- terc-Butoxicarbonilamino-propiénico (N-Boc-B-alanina)(1a)
[0447]

/\'{‘D'LH"'“-"LL‘UH

M

[0448] A una soluciéon de B-alanina (2,25 g, 25 mmol) en NaHCO3 ag. (25 mL) se agreg6 bicarbonato de di-terc-
butilo (4.36 g, 20 mmol) y acetonitrilo (25 ml). La mezcla de la reaccién fue agitada a la temperatura del cuarto
durante 18 horas. Se agregdé EtOAc (100 mL) y el pH fue ajustado a 4-5 al agregar NaH2PO4 -el producto fue
extraido a EtOAc (3 x 50 mL), secado (Na2S04), y evaporado hasta secarse al vacio para generar a 3. 71 g (98%).

[0449] *H NMR (CDCls) & 11 (1H, br s, COOH), 5,07 (1H, br s, NH), 3,40 (2H, m), 2,58 (2H, m), 1,44 (9H, s, ‘Bu).
Ejemplo 2: Preparacion de éster de propargilo de N-Boc-B-alanina (1b).

[0450]

Xoj‘*H’“‘V‘ﬁ“ﬂ"“"%

[0451] N-Boc-B-alanina (1,91 g, 10.1 mmol) y alcohol propargilico (0.6 5 75 g, 12 mmol) fueron disueltos en EtOAc
(25 mL). Se agreg6 diciclohexil-carbodiimida (DCC, 2.06 g, 10 mmol) a la solucion y después de 16 horas de
agitarse a la temperatura del cuarto, la mezcla de la reaccion fue filtrada y evaporada hasta secarse al vacio. Se
generé al producto crudo.

Ejemplo 3: Preparacién del éter de 3',5'-Di-terc-butildimetilsililo de 5-yodo-2’-deoxiuridina (1c).

[0452]
L]
Yy

e

T

[0453] Se disolvieron 5-yodo-2’-deoxiuridina (Aldrich, 2.39 g, 6.7 mmol) e imidazol (2.025 g, 29.7 mmol) en DMF
anhidrido (10 ml). Una solucién de cloruro de terc-butildimetilsililo (2.24 gramos, 14.9 milimoles) en DMF anhidrido (5
ml) se agrego y la mezcla resultante fue agitada durante 16 horas a la temperatura del cuarto.

La mezcla de la reaccion fue vertida en EtOAc (400 mL), lavada con NH4CI (50% sat. ag, 80 mL) seguido por agua
(80 ml). Después de secarse con Na2S04, se removié el EtOAc bajo presion reducida para dejar a un aceite
incoloro que se solidifico al reposar. La re - cristalizaciéon en n-hexano (14 ml) gener6 a: 2.64 g, 80%.

"H NMR (CDCI3) & 8.18 (1H, br s, NH); 8.10 (1H, s); 6,23 (1H, dd); 4,40 (1H, dt); 4.05 (1H, dd); 3.92 (1H, dd); 3.78
(1H,dd); 2,32 (1H, ddd); 2.05 (1H, ddd); 0.95(9H, s, '‘Bu); 0.90(9H, s, '‘Bu); 0.15 (3H, s, CHs); 0.13 (3H, s, CHs); 0.08
(3H, s,CHa); 0.07 (3H, s, CH3).

>t

Ejemplo 4: Preparacién del compuesto (1d)

[0454]

o o
g X
HM N
1§i ﬂ"l“m
U
O“-’r:r:_
Compuesto (1d)
[0455] Una solucién de éter de sililo de yodo (1c) (1.62 gramos, 2.7 milimoles, N- Boc-B-alanina (1a) (2.03 g, 8.9

mmol) y trietilamina (0.585 gramos, 5.8 milimoles) en 10 ml de DMF seco fueron agitados a la temperatura del
cuarto. N fue pasado a través de la solucién durante 20 minutos. Se agregaron tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (25
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69 mg, 0.2 milimoles) y yoduro de cobre (I) (90 mg, 0.4 milimoles) y la mezcla de la reaccion fue agitada la
temperatura del cuarto durante 32 horas.

Se vertié EtOAc (100 mL) a la mezcla de la reaccién, seguido de un lavado (aq Na-HCO3 ag (50 mL); salmuera (50
mL)), se secd (Na2S04), y una remocion del solvente por medio de evaporacion al vacio.

El producto crudo (2.4 gramos) fue purificado por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con un
gradiente de EtOAc:Heptano (1:2)-(5:3) (volumen/volumen). Generacion del producto 1.15 g, 60%.

[0456] *H NMR (CDCI3) & 8.45 (1H, s), 8.05 (1H, s, 6-H), 7.35 (1H, bs, NH), 6.25 (1H, dd, 1'-H), 4.82 (2H, s, CH20),
4,39 (1H, m, 3-H), 3.97 (1H, m, 4-H), 3.80 (2H, dd, 5',5"-H), 3.40 (2H, m, CH2N), 2.58 (2H, t, CH2), 2,2 (1H, m, 2-
H),

2.0 (1H, m, 2"-H), 1.45 (9H, s, 'Bu), 0.93 (9H, s, 'Bu), 0.89 (9H, s, 'Bu), 0.15 (3H, s, CH3), 0.13 (3H, s, CH3), 0.08
(3H,

s, CH3), 0.07 (3H, s, CH3).

Ejemplo 5: Preparacién del compuesto (1e).
[0457]

{dendX

HH
O#"N
HD’\Q
O
Compuesto (1e)

[0458] Una solucién de éter de sililo de N- Boc-B-alanina (1d) (100 mg, 0.15 milimoles), acido acético glacial (75 mg,
1.25 mmol) y trihidrato de cloruro de tetrabutilamonio (TBAF - tetrabutylammonium fluoride trihydrate) (189 mg, 0.6
milimoles) en 2 ml de THF seco se agité a la temperatura del cuarto durante 3d. La mezcla de la reaccién fue
evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna de silice eluyéndose con un gradiente de
dicloroetano (DCM):metanol (MeOH) (95:5)-(88:12) (v/v). Generacion del producto 26 mg, 38%.

[0459] *H NMR (CD30D) & 8.35 (1H, s, 6-H), 6.15 (1H, t, 1™-H), 4.80 (2H, s, CH20), 4,32 (1H, dt, 3-H), 3.86 (1H, g,
4-H), 3.70 (2H, dd, 5',5"-H), 3.24 (2H, m, CH2N), 2.47 (2H, t, CH2), 2,28-2.10 (1H, m, 2',2"-H), 1.44 (9H, s, 'Bu).

Ejemplo 6: Preparacién del compuesto (1f)

[0460]
o o
V@MEADX
2 9 9 o

] ™
i
Ho p Hdr

COMPUESTO 1f

[0461] Se disolvieron nucleésidos de N-Boc-B-alanina (1e) (26 mg, 57 umol) en 200 ul de trimetilfosfato seco.
Después de enfriarse a 0 °C, una solucion de oxicloruro de fosforo (POCI3) en trimetilfosfato seco fue agregada (100
pl de solucion madre (104 mg/mililitros), 68 pumol). La mezcla de la reaccion fue agitada a 0 °C durante 2 horas.
Subsiguientemente una solucion de pirofosfato de tributilamonio (Sigma P-8533) (67.8 mg, 143 mmol en 300 mL de
DMF seco) y tributilamina (26.9 mg, 145 ymol en 150 yL de DMF seco) fue agregada a 0 °C. La reaccion fue agitada
a la temperatura del cuarto durante 3 minutos y luego detenida por medio de la adicién de 1 ml de 1.0 de
hidrogencarbonato de trietilamonio.

EJEMPLO 7: Preparacién del compuesto |

[0462]

COMPUESTO |

Remocidn del grupo de proteccién de N-Boc

[0463] Después de la fosforilacion, 50 ul de la mezcla de la reaccidon de fosforilacion es ajustada a un pH = 1
utilizando HCI e incubandose a la temperatura del cuarto durante 30 minutos. A la mezcla se le ajusta el pH = 5.5
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utilizando NaOH y Na-acetato equimolar (pH 5.5) antes de la purificacién en TLC.

Purificacion de los derivados de nucleétidos utilizando cromatografia de capa delgada (TLC - thin-layer
chromatography)

[0464] A partir de la mezcla cruda, 20 muestras de 2 pl fueron colocadas en gel de Kiesel 60 F254 TLC (Merck). Los
solventes organicos y los nucleésidos no-fosforilados fueron separados de los derivados de nucleétidos utilizando
100% de metanol como una solucién de ejecucion. Subsiguientemente, la placa TLC fue secada al aire y el derivado
de nucledtidos fue identificado por medio de sombras ultravioleta. El Kiesel que contenia al derivado de los
nucleétidos fue aislado y extraido 2 veces utilizando 10 mM de Na-acetato (pH = 5.5) como un solvente. El gel de
Kiesel fue removido por medio de centrifugacién y es sobrenadante fue secado al vacio. El derivado de nucleétidos
fue re-suspendido en 50-100 ml de H20 a una concentracion final de 1-3 mM. La concentracion de cada derivado de
nucleétidos fue evaluada por medio de absorciéon ultravioleta antes de usarse en reacciones de extension de
polimerasas.

Ejemplos 8 al 13: Preparacion de los bloques de const  ruccién de mononucleétidos (Il)

[0465] EI blogue de construccion |l podria ser preparado de acuerdo al esquema general que se muestra a
continuacion:
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Ejemplo 8: Preparacion de N-Boc-3-fenil-B-alanina (2a).

[0466]
X %
KA
M
COMPUESTO 2a

[0467] A una solucién de acido 3-amino-3-fenilpropionico (3.30 gramos, 20 mmol) en NaHCO3 (50% de sat. aq, 25
mL) se agreg6 bicarbonato de di-terc-butilo (4.36 gramos, 20 mmol) y acetonitrilo (30 ml). La mezcla de la reaccion
fue agitada la temperatura del cuarto durante 18 horas. Se agregé bicarbonato de di-terc-butilo (4.36 gramos, 20
mmol) y la mezcla de la reaccién fue agitada a la temperatura del cuarto durante 18 horas.

Se agreg6 EtOAc (100 mL) y el pH fue ajustado a 4-5 por medio de la adicion de NaH2PO4. El producto fue extraido
a EtOAc (3 x 100 mL), secado (Na2S04), y evaporado hasta secarse al vacio para generar al producto crudo 5.6
gramos (105%)

Ejemplo 9: La preparacion de éter de 3',5’-Di-terc-butildimetilsililo de 5-(3-Hidroxipropin-1-il)-2’-deoxiuridina (2b).

[0468]
%ﬁ’\*’

. C:ﬁ"N
S
T

COMPUESTO 2b

[0469] Una solucion de éter de sililo de yodo (3) (1.30 gramos, 2.2 milimoles), alcohol propargilico (0.386 g, 6.9
milimoles) y trietilamina (0.438 gramos, 4.3 milimoles) en 7 ml de DMF seco se le sacé el aire con N,. Se agrego
Tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (228 mg, 0.2 mmol) y yodo de cobre (I) (120 mg, 0.4 mmol) y a la mezcla de la
reaccion se la agité a la temperatura del cuarto durante 32 horas.

[0470] Se vertio EtOAc (100 mL) a la mezcla de la reaccion, seguido de un lavado (Na-HCO3 aq (50 mL); salmuera
(50 mL)), un secado (Na2S04), y una remocion del solvente por medio de evaporacion al vacio.

El producto crudo (1.73 g) fue purificado por cromatografia de columna silice eluyéndose con un gradiente de
EtOAc:Heptano (2:3)-3:2) (v/v). Generacion del producto 0.713 gramos, 63%.

[0471] *H NMR (CDCI3) & 8.47 (1H, s), 8.05 (1H, s, 6-H), 6.29 (1H, dd, 1'-H), 4,42 (2H, s, CH2), 4,39 (1H, m, 3'-H),
3.98 (1H, m, 4’-H), 3.83 (2H, dd, 5',5"-H), 2,32 (1H, m, 2'-H), 2.02 (1H, m, 2"-H), 0.93 (9H, s, 'Bu), 0.89 (9H, s, 'Bu),
0.15 (3H, s, CH3), 0.13 (3H, s, CH3), 0.08 (3H, s, CH3), 0.07 (3H, s, CH3).

Ejemplo 10: Preparacion del compuesto (2¢)

[0472]

[0473] Se disolvieron N-Boc-3-fenil-B-alanina (8)(265 mg, 1.0 mmol) y el compuesto (2b) (255 mg, 0.5 milimoles) en
THF (15 ml). Se agregaron Diisopropil-carbodiimida (DIC, 126 mg, 1 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 10 mg)
a la solucion, y después de 16 horas de agitarse a la temperatura del cuarto la mezcla de la reaccién fue vertida en
EtOAc (100 mL), lavada con NaHCO3 (50% sat. aqg, 50 mL), secada (Na2S04), filtrada y evaporado al vacio.

El producto crudo fue purificado por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con un gradiente de
EtOAc:Heptano (1:2)-(2:3) (v/v). Generacion del producto 335 mg, 88%.

[0474] *H NMR (CDCI3) & 8.49 (1H, s), 8.04 (1H, s, 6-H), 7.29 (5H, m, Ph), 6.27 (1H, dd, 1-H), 5.5 (1H, bd), 5.09
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(1H,m), 4,80 (2H, s, CH2), 4,39 (1H, m, 3'-H), 3.98 (1H, m, 4’-H), 3.82 (2H, dd, 5',5"-H), 2,87 (2H, d), 2.29 (1H, m, 2-
H), 2.01 (1H, m, 2"-H), 1.41 (9H, s, 'Bu), 0.91 (9H, s, ‘Bu), 0.89 (9H, s, 'Bu), 0.15 (3H, s, CH3), 0.13 (3H, s, CH3),

0.08
(3H, s, CH3), 0.07 (3H, s, CH3).
0 (W]
V\HEHJL‘UX
HA H
A

Ejemplo 11: Preparaciéon de compuesto 2d
o ol

[0475]
33

QOH

COMPUESTO 2d

[0476] Una solucion del compuesto (2¢) (334 mg, 440 umol), acido acético glacial (190 mg, 3.15 milimoles) y
trihidrato de fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) (500 mg, 1.58 mmol) en 6 ml de THF seco se agit6 a la temperatura
del cuarto durante 18 horas.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con
un gradiente de (DCM):(MeOH) (95:5)-(9:1) (v/v). Generacion del producto 122 mg, 52%.

[0477] 'H NMR (CDCI3) & 10.1 (1H, s), 8.24 (1H, s, 6-H), 7.3 (5H, m, Ph), 6.37 (1H, dd, 1'-H), 5.6 (1H, bs), 5.09
(AH,m),

4,79 (2H, s, CH2), 4,52 (1H, m, 3'-H), 4.0 (1H, m, 4-H), 3.85 (2H, dd, 5’,5"-H), 2,87 (2H, d), 2.4 (1H, m, 2’-H), 2.25
(aH,

m, 2"-H), 1.4 (9H, s, ‘Bu).

Ejemplo 12: Preparacién del compuesto (2e):

[0478]

OH

COMPUESTO 2e

[0479] El compuesto (2d) (122 mg, 230 umol) fue disuelto en 400 ul de trimetilfosfato seco. Después de enfriarse a 0
°C, se agreg06 una solucién de oxicloruro de fésforo (POCI3) en trimetilfosfato seco (400 ul de soluciéon madre (105
mg/mL), 276 micromoles). La mezcla de la reaccion fue agitada a 0 °C durante 2 horas.

Subsiguientemente una solucién de pirofosfato de tributialmonio (273 mg, 576 pmol en 1.2 ml de DMF seco) y
tributilamina (109 mg, 587 pmol en 600 pl de DMF seco) fue agregada a 0 °C. La reaccion fue agitada a la
temperatura del cuarto durante 10 minutos y luego se detuvo por medio de la adiciéon de 1.0 M de hidrogencarbonato
de trietilamonio (1 ml).

Ejemplo 13: Preparacién del compuesto I

[0480] j\?
9 @ GAVH

—E P P b
mﬂd B B v )
O HO

x

COMPUESTO 1l
Remocidn del grupo de proteccién de N-Boc

[0481] Después de la fosforilacion, 50 pl de la mezcla de la reaccion de fosforilacion se ajustd a un pH = 1 utilizando
HCI e incubandose a la temperatura del cuarto durante 30 minutos. A la mezcla se le ajusté el pH = 5.5 utilizando
NaOH y Na-acetato equimolar (pH 5.5) antes de su purificacion con TLC.
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Purificacion de los derivados de nucledtidos utilizando cromatografia de capa delgada (TLC - thin-layer
chromatography)

[0482] De la mezcla cruda, 20 muestras de 2 pl fueron colocadas en TLC de gel de Kiesel 60 F254 TLC (Merck). Los
solventes organicos y los nucleésidos no fosforilados fueron separados de los derivados de nucleétidos utilizando un
100% de metanol como una solucién de ejecucién. Subsiguientemente, la placa de TLC fue secada al aire y el
derivado de nucleétidos fue identificado por medio de sombras de ultravioleta. El Kiesel que contenia a los derivados
de nucledtidos fue aislado y extraido 2 veces utilizando 10 mM de Na-acetato (pH = 5.5) en calidad de solvente. El
gel de Kiesel fue removido por medio de centrifugacion y el sobrenadante fue secado al vacio. El derivado de los
nucleétidos fue re - suspendido en 50-100 ul de H,O a una concentracion final de 1-3 mM. La concentracion de cada
derivado de nuclettidos fue evaluada por medio de absorcién ultravioleta antes de usarse en reacciones de
extension de polimerasas.

Ejemplos 14 al 18: Preparacion del bloque de construc  cién de mononucleétidos (Il1)
[0483] El blogue de construccién Il podria ser preparado de acuerdo al esquema general que se muestra a
continuacion:

o

[+] 8]
Hal "‘\.ALQH - '}{D’J'L H"\"-"JL‘OH
CaHyMO: N
B3 0eE2 CeHMNOy

l 1EY,2060

Y5 US U ba g

£y H N0y
2272570

CoxgHanM; DSy
EA 0840

(=] [+]
H"u‘U‘""HJ‘GK
H M

CagtlrrN

453, 4437

l
o
mf\ﬁ l
e oo
g LT
P

N
Cothaghis01ePy
" 6033629
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HO  HO

HO
Cis"h"szrﬂmpi

H
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Ejemplo 14: Preparaciéon de amidas de propargilo de N-Boc-B-alanina (3a)
[0484]

pE BN W

COMPUESTO 2A

[0485] Se disolvié a N-Boc-B-alanina(l1a) (1,05g, 5.5 mmol) y amina de propargilo (0.90 gramos, 16.5 milimoles) en
THF (10 ml). Se agregé Diisopropil-carbodiimida (DIC, 695 g, 5.5 mmol) y la mezcla de la reacciéon fue agitada
durante 16 horas a la temperatura del cuarto. Se agreg6 agua (20 ml) y el producto fue extraido a EtOAc (3x30 mL).
El EtOAc combinado fue secado (Na2SO4) y evaporado. El producto crudo fue purificado por medio de
cromatografia de columna de silice eluyéndose con un gradiente de EtOAc:Heptano (2:3)-(3:2.5) (v/v). Generacién
del producto 0.925 gramos 74%.

H NMI? (CDCI3) 8 6.69 (1H, bs, NH), 5,32 (1H, bs, NH), 4.04 (2H, bs), 3,41 (2H, dd), 2,45 (2H, t), 2.24 (1H, s), 1,44
(9H, s, Bu).

Ejemplo 15: Preparacién del compuesto (3b)
[0486]

WH; :L:iox

COMPUESTO 3b

[0487] Una solucion de 5-yodo-2'-deoxicitidina (176 mg, 0.5 mmol), amida de propargilo de N-Boc-B-alanina (14) y
trietilamina (100 mg, 1.0 mmol) en DMF seco (5 ml) se agit6 a la temperatura del cuarto. Se pasé N a través de la
solucion durante 20 minutos. Se agregaron tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (66.5 mg, 0.057 mmol) y yoduro de
cobre (1) (20.7 mg, 0.108 mmol) y la mezcla de la reaccion fue agitada a la temperatura del cuarto durante 5 d.

Se agrego6 imidazol (112 mg, 1.6 mmol). Una solucién de cloruro de terc-butildimetilsililo (234 mg, 1.5 mmol) en DMF
anhidrido (1 ml) fue agregada y la mezcla resultante fue agitada durante 16 horas a la temperatura del cuarto.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y se agregd EtOAc (25 mL). La mezcla resultante fue filtrada y el solvente
fue removido por medio de evaporacion al vacio.

El producto crudo fue purificado por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con DCM:MeOH (92.5-
7.5) (vlv). Generacion del producto 80 mg, 25%.

[0488] *H NMR (CDCI3) & 8.13 (H, s), 6.21 (1H, dd, 1-H), 4.66 (1H, m), 4,16 (2H, s, CH2), 4,04-3.85 (4H, m), 3.35-
3.31 (2H, m), 2,43-2.36 (2H, m), 2.12-1.99 (1H, m), 1.44 (9H, s, '‘Bu), 0.95 (9H, s, 'Bu), 0.92 (9H, s, 'Bu), 0.17 (3H, s,
CH3), 0.15 (3H, s, CH3), 0.13 (3H, s, CH3), 0.12 (3H, s, CH3).

Ejemplo 16: Preparacién del compuesto (3c)
[0489]

COMPUESTO 3c

[0490] Una solucién del compuesto (3b) (84 mg, 0.12 milimoles) y trihidrato de fluoruro de Tetrabutilamonio (155 mg,
0.45 mmol) en 2 ml de THF seco se agité a la temperatura del cuarto durante 4 dias.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con
un gradiente de DCM:MeOH (9:1)-(8:2) (v/v). Generacion del producto 27 mg, 48%.

[0491] *H NMR (CDCI3) & 8.32 (1H, s), 6.20 (1H, dd, 1-H), 4.35 (1H, dt), 4,15 (2H, s, CH2), 3.95 (1H, q), 3.83 (1H,
dd), 3.72 (1H, dd), 3,36-3.30 (3H, m), 2.42-2.36 (3H, m), 2.13 (1H, dt), 1.40 (9H, s, 'Bu).
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Ejemplo 17: Preparacién del compuesto (3d)

[0492] W e g X

COMPUESTO 3d

[0493] El compuesto (3c) (27 mg, 60 umol) fue disuelto en 100 pl detrimetilfosfato seco. Después de enfriarse 0 °C,
una solucién de oxicloruro de fésforo (POCI3) en trimetilfosfato seco fue agregada (100 pL de solucion madre (110
mg/mL), 72 umol). La mezcla de la reaccién fue agitada a 0 °C durante 2 horas.

Subsiguientemente se agregd una solucién de pirofosfato de tributilamonio (71 mg, 150 umol en 300 ul de DMF
seco) y tributilamina (28.3 miligramos, 153 umol en 150 ul de DMF seco) fue agregada a 0 °C. La reaccién fue
agitada a la temperatura del cuarto durante 3 minutos y luego se detuvo por medio de la adiciéon de 1.0 M de
hidrogencarbonato de trietilamonio (1 ml).

Ejemplo 18: Preparacién del compuesto I

[0494]
O
iH: H"l'LU'""NH?
ﬁjﬁﬁﬂ
o 5]
un I} n N
HO—P, . R
m“ﬂﬂ EJ“D
OH
COMPUESTO Il

Remocidn del grupo de protecciéon de N-Boc

[0495] Después de la fosforilacién, 50 ul de la mezcla de la reaccion de la fosforilacién es ajustada a un pH = 1
utilizando HCI e incubandose a la temperatura del cuarto durante 30 minutos. La mezcla es ajustada a un pH 5.5
utilizando NaOH y Na-acetato equimolar (pH 5.5) antes de su purificacion en TLC.

Purificacion de derivados de nucleétidos utilizando cromatografia de capa delgada (TLC - thin-layer chromatography)
[0496] Desde la mezcla del crudo, 20 muestras de 2 pl fueron colocadas en TLC de gel de Kiesel F254 (Merck). Los
solventes organicos y los nucleésidos no fosforilados fueron separados de los derivados de nucleétidos utilizando un
100% de metanol como solucidon de ejecucion. Subsiguientemente, la placa TLC es secada al aire y el derivado del
nucleétido es identificado por medio de sombras de ultravioleta. El Kiesel que contiene al derivado de los nucleétidos
fue aislado y extraido 2 veces utilizando 10 mM de Na-acetato (pH = 5.5) en calidad de solvente. El gel de Kiesel fue
removido por medio de centrifugacion y el sobrenadante fue secado al vacio. El derivado de nucleédtidos fue re-
suspendido en 50-100 pl de H.O a una concentracion final de 1-3 mM. La concentracion de cada derivado de
nucleétido fue evaluada por medio de absorcion de ultravioleta antes de utilizarse en reacciones de extension de
polimerasas.

Ejemplo 19 a 22: Preparacion de los blogues de construccion de mononucleétidos (1V)
[0497] El bloque de construccion IV puede ser preparado de acuerdo al esquema general que se muestra a
continuacion:
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Ejemplo 19: Preparacién de la N-acetil-B-alanina (4a)
[0498] o .

A Aoy

K

COMPUESTO 4a

[0499] A una solucién de B-alanina (2,25 g, 25 mmol) en NaHCO3 ag. (15 mL) se agregé acetonitrilo (15 ml) y
anhidrido acético (2.55 gramos, 25 mmol). La mezcla de la reaccion fue agitada a la temperatura del cuarto durante
3 horas. Se agreg6 anhidrido acético (: 55 g, 25 mmol) y después de 2 horas el pH fue ajustado a 4-5 por medio de
la adicion de NaH2PO4.

[0500] EI producto fue extraido a EtOAc (3 x 50 mL), secado (Na2S04), y evaporado hasta secarse al vacio para
generar a 1.96 gramos (60%).

Ejemplo 20: Preparacién de éster de propargilo de N-Acetil-3-alanina (4b).

[0501]
A
S

COMPUESTO 4b

[0502] A una solucion de N-Acetil-B-alanina (4a) en THF (20 mL) se agreg6 alcohol propargilico (840 mg, 15 mmaol),
hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) (1.035 gramos, 5.39 milimoles), trietilamina (540
mg, 5.4 milimoles) y 4-dimetilaminopiridina (5 mg). La mezcla de la reaccion fue agitada la temperatura del cuarto
durante 2d.

La mezcla de la reaccion fue vertida en EtOAc (100 mL), lavada con NaH2PO4 (50% de sat. aq, 2x50 mL) seguido
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por NaHCO3 (50% de sat. aq, 50 mL). Después de secarse (Na2S04), el EtOAc fue removido bajo presion reducida
para dejar un aceite incoloro que se solidificé al reposar. Generacion del producto 536 mg, 50 9%.

Ejemplo 21: Preparacién del compuesto (4c)
[0503]
[} [}
5 -J'L\_,.r"‘-.HJ-.‘
D‘LN
m E
COMPUESTO 4c
[0504] Una solucién de 5-yodo-2’-deoxicitidina (200 mg, 0.56 mmol), trietilamina (100 mg, 1 mmol y el compuesto
(4b)
(190 mg, 1.13 mmol) en DMF anhidrido (7 ml) se agité a la temperatura del cuarto. Se pas6 N, a través de la
solucion durante 20 minutos. Se agregaron tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (70mg, 0.06 mmol) y yoduro de cobre (1)
(22 mg, 0.12 mmol) y la mezcla de la reaccién fue agitada la temperatura del cuarto durante 4 d.
La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con
un gradiente de DCM:MeOH (9:1)-(8:2) (v/v). Generacién del producto 141 mg, 63%.
'H NMR (CD30D) & 8.41 (1H, s), 6.20 (1H, dd, 1'-H), 4.97 (2H, s), 4.38 (1H, dt), 3.97 (1H, q), 3.85 (1H, dd), 3.75
(1H,
dd), 3,46 (2H, t), 2.61 (2H, t), 2.39 (1H, m), 2.18 (1H, m).

Ejemplo 22: preparacién del compuesto IV:
[0505]

2 %
“T‘"‘-d oﬂpvf“‘o
HO {o

COMPUESTO IV

[0506] El compuesto (4c) (140 mg, 355 umol) fue disuelto en 600 ul de trimetilfosfato seco. Después de enfriarse a 0
°C, una solucién de oxicloruro de fésforo (POCI3) en trimetilfosfato seco fue agregada (600 microlitros de solucion
madre (108 mg/mL),420 micromoles). La mezcla de la reaccion fue agitada a 0 °C durante 2 horas.
Subsiguientemente una solucién de pirofosfato de tributilamonio (422 mg, 890 pmol en 1.8 ml de DMF seco) y
tributilamina (168 mg, 900 pmol en 0.9 mililitros de DMF seco) fue agregada a 0 °C. La reaccion fue agitada a la
temperatura del cuarto durante 3 minutos y luego detenida por medio de la adicion de 1.0 de hidrogencarbonato de
tretilamonio (1 ml).

[0507] A partir de la mezcla cruda, 20 muestras de 2 pl fueron colocadas en el TLC de gel de Kiesel 60 F254
(Merck). Los solventes organicos y los nucledsidos no fosforilados fueron separados de los derivados de nucleétidos
utilizando un 100% de metanol como solucién ejecutora. Subsiguientemente, la placa PLC fue secada al aire y el
derivado de nucledtidos fue identificado por medio de sombras de ultravioleta. El Kiesel que contenia al derivado de
nucleétidos fue aislado y extraido 2 veces utilizando 10 mM de Na-acetato (pH = 5.5) como solvente. El gel de Kiesel
fue removido por medio de centrifugacion y el sobrenadante fue secado al vacio. El derivado de nucleétidos fue re -
suspendido en 50-100 pl de H.O a una concentracion final de 1-3 mM. La concentracion de cada derivado de
nucleétidos fue evaluada por medio de la absorcién de ultravioleta antes de usarse en reacciones de extension de
polimerasas.

Ejemplos 23 al 27: Preparacién del bloque de construc  cion de mononucleétidos (V)

[0508] El blogue de construccién V puede ser preparado de acuerdo al esquema general que se muestra a
continuacion:
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Ejemplo 23: Preparacién del éster etilico de acido 2-aminoxi-acético (5a)

[0509]

COMPUESTO 5a

[0510] Se agrego cloruro de acetilo (5 ml) a etanol abs. (50 ml) y la solucién fue enfriada la temperatura del cuarto.
Se agregé acido 2-aminoxi-acético (2:1) (1.10 gramos, 10 mmol) y la mezcla de la reaccion fue agitada durante 16
horas a la temperatura del cuarto. La mezcla de la reaccion fue evaporada, se agregé K2CO3 aq. (2M) (10 mL) y el
producto fue extraido a éter dietilico (5x20 mL), secada (Na2S04), evaporada y enfriada para generar 1.007 gramos,
84%.

'H NMR (CDCI3) 8 4.24 (2H, s), 4.22 (2H, q), 1.30 (3H, t).

Ejemplo 24: Preparacién de éster etilico de acido Pent-4-inoilaminooxi-acético
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[0511]

éx\j\:ﬂvﬁ‘vﬂ

COMPUESTO 5b

[0512] A una solucion de éster etilico de acido 2-aminoxi-acético (5° 73 mg, 4.8 milimoles) y acido 4-pentindico (441
mg, 4.5 milimoles) en 15 ml de EtOAc se agreg6 diciclohexilcarbodiimida (928 mg, 4.5 mmol) y la mezcla resultante
fue agitada la temperatura del cuarto durante 16 horas.

La mezcla de la reaccion fue filtrada, y la filtracion fue lavada con EtOAc (2x5 mL). El EtOAc combinado fue lavado
con NaH2P0O4 aq y NaHCO3 aq, secado (Na2S04), y evaporado para generar a 950 mg del producto crudo.

El producto crudo fue purificado por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con un gradiente de
EtOAc:Heptano (1:3)-(1:1) (v/v). Generacién del producto 700 mg, 78%.

'H NMR (CDCI3) 8 4.41 (2H, s), 4.18 (2H, q), 2.77 (1H, t), 2.34 (2H, dt), 2.17 (2H, bt),1.40(3H.t).

Ejemplo 25: Preparaciéon del compuesto 5¢
H
.o,'\‘IT,G-,‘_/
ity o a
h.jm|
/\QN

OH

[0513]

HO

COMPUESTO 5c¢

[0514] Una solucién de 7-Deaza-7-yodo-2’-deoxiadenosina (125 mg, 0.33 mmol), (preparada tal como fue descrito
por Seela, F.; Synthesis (Sintesis) 1996, 726-730), trietilamina (67 mg, 0.66 mmol) y el compuesto (5b) (305 mg,
1.53 mmol) en DMF anhidrido (7mL) fue agitada a la temperatura del cuarto. Se pasé N, a través de la solucion
durante 20 minutos. Se agregaron Tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (75mg, 0.065 mmol) y yoduro de cobre (I) (24
mg, 0.33 mmol) y la mezcla de la reaccion fue agitada a la temperatura del cuarto durante 16 horas.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con
DCM:MeOH (9:1) (v/v). Generacion del producto 129 mg, 86%.

'H NMR (d® DMSO) 511.6 (1H, s), 8.09 (1H, s), 7.63 (1H, s), 6.47 (1H, dd), 5.26 (1H, d), 5.08 (1H, t), 4.42 (2H, s),
4.32

(1H, m), 4.08 (2H, q), 3.81 (1H, m), 3.54 (2H, m), 2.66 (1H, t), 2.46 (1H, m), 2.30 (2H, t), 2.15 (2H, ddd), 1.15 (3H, t).
Ejemplo 26: Preparacién del compuesto 5d:

[0515]

COMPUESTO 5d

[0516] El compuesto (5¢) (117 mg, 260 pmol) fue disuelto en 500 ul de trimetilfosfato seco. Después de enfriarse a 0
°C, una solucion de oxicloruro de fosforo (POCI3) en trimetilfosfato seco fue agregada (400 de solucion madre (120
mg/mL), 310 pmol). La mezcla de la reaccion fue agitada a 0 °C durante 2 horas.

Subsiguientemente una solucién de tributilamoniopirofosfato (200 mg, 420 pmol en 1.00 mL de DMF seco) y
tributilamina (123.6 mg, 670 umol en 500 umol de DMF seco) se agregé a 0 °C. La reaccion fue agitada a la
temperatura del cuarto durante 3 minutos y luego se detuvo al agregarse 1 ml de 1.0 M de
trietilamoniohidrogencarbonato.
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Ejemplo 27: Preparacién del compuesto V:

[0517] |
H‘n,.n,‘lr.QH
MH; <
il
o 0
m-u':'r.\nji‘c_ﬁ 'QH H
e Hc{"\ii?
H
COMPUESTO V

[0518] La mezcla de la reaccion del compuesto (5d) (2.0 mililitro) fue diluida con agua (6.0 mililitro) y ajustada a pH =
13 utilizando NaOH (2M, aq). Después de la incubaciéon a 5 °C durante 64 horas, la mezcla de la reaccién fue
extraida con EtOAc (5x5 mL), ajustada a pH 7.0 utilizando HCI (2M, aq), evaporada y diluida con un amortiguador de
acetato de trietilamonio (500 ul, 0.1 M aq).

El producto crudo de trifosfato fue purificado por medio de HPLC en una columna Waters Xterra MS C18, utilizando
el siguiente sistema de amortiguacion: (A) acetato de trietilamonio acuoso (0.1 M, pH 7) y (B) acetonitrilo: agua
(80:20) que contenia acetato de trietilamonio (0.1 M). La tabla de tiempo gradiente contiene 8 registros que son:

Tiempo A% B%
0.00 & 2
1.00 & 2

10.00 a0 10
16.00 B5 15
18.00 65 a5
20.00 0 100
25.00 0 100
25.10 100 0

[0519] Los tiempos de reaccidon del compuesto V y del compuesto 5d fueron 4.82 minutos y 7.29 minutos
respectivamente, medidos por de medio de un monitoreo de absorcion ultravioleta a 260 nm. Las fracciones que
contenian al producto puro fueron agrupadas y liofilizadas 2 veces a partir de agua (3 ml).

Ejemplos 28 al 30: Preparacion del bloque de construc  cién de mononucleétidos (V1)
Ejemplo 28: Preparacién del éster de 4-oxo-4H-benzo[d][1,2,3]triacin-3-ilo de acido pent-4-vndico

[0520]
o o i
g il oo iy
”%N rI»J.,,QN

o

[0521] Se disolvié a acido pentindico (200 mg, 2.04 milimoles) en THF (4 ml). La solucion fue enfriada en un bafio de
salmuera-agua helada. Se agregd una solucion de diciclohexilcarbodiimida (421 mg, 2.04 mmol) en THF (2 mL). 3-
Hidroxi-1,2,3-benzotriacin-4(3H)-ona (333 mg, 2.04 mmol) fue agregada después de 5 minutos. La mezcla de la
reaccion fue agitada durante una hora a 10 °C y luego durante 2 horas a la temperatura del cuarto. El TLC indico
una conversion completa de 3-hidroxi-1,2,3-benzotriacin-4(3H)-ona (eluyente: acetato etilico). Las sales precipitadas
fueron filtradas. La filtracion fue concentrada al vacio y cristalizada a partir de hexano (4 ml). Los cristales fueron
filtrados, sacados y secados. Produccion: 450 mg, 93% RF = 0.8 (acetato etilico).

Ejemplo 29: Preparacion del éster de 4-isopropilo de éster de 1-terc-butilo de acido 2-Pent-4-inoilamino-succinicco

(6b)

[0522]
| |
S | |
o === s =g
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[0523] Se disolvié a hidrocloruro de éster de a,B-di-terc-butilo de acido L-aspartico (Novabiochem 04-12-5066, 200
mg, 0.71 mmol) en THF (5 ml). El éster activado 6a (173 mg, 0.71 mmol) y diisopropiletilamina (0.15 mL, 0.86 mmol)
fueron agregados. La mezcla fue agitada durante la noche. Se agreg6 diclorometano (10 ml). La fase organica fue
lavada con &cido citrico (2 x 10 mL), NaHCOS3 saturado (aq, 10 mL), salmuera (10 ml), secada (Na2SO42 y
concentrada a un jarabe. Un espectro NMR indicé que el jarabe era lo suficientemente puro para mas sintesis. "H-
NMR (CDCI3): 8116.6 (1H, NH), 4.6 (1H, CH), 2.8 (2H, CH2), 2.4 (4H, 2 x CH2), 1.9 (1H, CH), 1.2 (18H, 6 x CH3).
Ejemplo 30: Preparacion del éster de di-terc-butilo de acido 2-{5-[1-(4-Hidroxi-5-(O-trifosfato-hidroximetil)-
tetrahidrofurano-2-il)-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahidro-pirimidin-5-il]-pent-4-inoilamino}-succinicco (V1)

[0524]

Ll Il ~_1
53"--'" m-—"J" N_.':_.-"_D \[l’."ﬂ'-'.lh o ‘Tl /th
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II T ||
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[0525] El nucleétido (20 mg, 0.022 milimoles) fue disuelto en agua-etanol (1:1, 2 ml) la solucién fue desgasificada y
mantenida bajo una atmdsfera de argén. El catalizador Pd(PPh2(m-C6H5S0O3Na"))4 (20 mg, 0.016 mmol) preparado
de acuerdo a A.L. Casalnuovo et al. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 4324-4330, trietilamina (0.02 mililitros, 0.1
milimoles) y el alquino (compuesto 6b) (20 mg, 0.061 milimoles) fueron agregados. Algunos cristales de Cul fueron
agregados. La mezcla de la reaccién fue agitada durante 6 horas. La sal de trietilamonio de LH8037 fue obtenida
después de la purificacién por medio de RP- HPLC (eluyente: 100 mM de acetato de trietilamonio — 20% de
acetonitrilo en 100 mM de acetato de trietilamonio). "H-NMR (D20): 6 8.1 (1H, CH), 6.2 (1H, CH), 4.8 (1H, CH), 4.6
(1H, CH), 4.1 (3H, CH, CH2), 2.8 (2H, CH2), 2.7 (2H, CH2), 2.5 (2H, CH2), 2.3 (2H,CH2),1.4 (18H, 6 x CH3).

[0526] Inmediatamente antes de la incorporacion o después de la incorporacion, los grupos protectores de éster de
di-terc-butilo pueden ser separados para obtener al &cido carboxilico libre correspondiente.

Ejemplos 31 al 32: Preparacion del bloque de construc  cién de mononucledétidos (VII)

Ejemplo 31: Preparacion del éster de di-terc- butilo de &cido 2-{5-[4-amino-1-(4-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidrofuran-
2-il)-2-0x0-1,2-dihidro-pirimidin-5-il]-pent-4-inoilamino}-succinico

[0527]

a 5 H;'JI_ % J*“"fm
D T
o A‘*—n__—- ""N—{:: Tl
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_Ilfh %
) OH
fih Ta

[0528] El compuesto (7a) (30 mg, 19%) fue obtenido del compuesto (6b) (140 mg, 0.43 milimoles) y 5-yodo-2-
deoxicitidina (100 mg, 0.28 milimoles) utilizando el procedimiento descrito para la sintesis del compuesto VI. '"H-NMR
(MeOD-D3): 6 8.3 (1H, CH), 6.2 (1H, CH), 4.8 (1H, CH), 4.6 (1H, CH), 4.4 (1H, CH), 4.0 (1H, CH), 3.8 (2H, CH2), 2.8
(4H, 2 x CH2), 2.7 (2H, CH2), 2.4 (1H, CH2), 2.2 (1H, CH2), 1.4 (18H, 6 x CH3).
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Ejemplo 32: Preparacion del éster de di-terc-butilo de acido 2-{5-[4-amino-1-(4-hidroxi-5-(O-trifosfato-hidroximetil)-
tetrahidro-furan-2-il)-2-oxo-1,2-dihidro-pirimidin-5-il]-pent-4-inoilamino}-succinico (Compuesto VII)
[0529]
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[0530] Se agrego cloruro de fosforoxi (6.0 microlitros, 0.059 milimoles) a una solucion fria (0 °C) de 7a (30 mg, 0.054
milimoles) fosfato de trimetilo (1 ml). La mezcla fue agitada durante una hora. Una solucién de pirofosfato de bis-n-
tributilamonio (77 mg, 0.16 milimoles) en DMF (1 ml) y tributilamina (40 ul, 0.16 milimoles) fue agregada. Se agreg6
agua (2 ml). El pH de la solucién fue medido y se determiné que era neutral. La solucion fue agitada a la temperatura
del cuarto durante 3 horas y a 5 °C durante la noche. Un monto pequefio del compuesto VII (unos miligramos) fue
obtenido después de la purificacion por medio de RP-HPLC (eluyente: 100 mM de acetato de trietlamonio — 20%
de acetonitrilo en 100 mM de acetato de trietilamonio). 7a (18 mg) se obtuvo otra vez.

[0531] Inmediatamente antes de, o subsiguientemente a la incorporacién se podrian separar a los grupos
protectores de éster de di-terc-butilo para obtener al correspondiente acido carboxilico libre.

Ejemplos 33 y 34: Preparacién del bloque de construcc  ién de mononucledétidos (VIII)

Ejemplo 33: Preparacion del acido 2-pent-4-inoilamino-6-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-hexandico, (8a)

[0532]
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[0533] El compuesto 6a (250 mg, una. 0 mmol) fue agregado a una solucion de N-e-trifloroacetil-L-lisina
(Novabiochem, 04-12-5245) (250 mg, 1.0 mmol) en DMF (3 mL). Se agreg0 etildiisopropilamina (0.2 mL, 1.2 mmaol).
La solucion fue agitada la temperatura del cuarto durante la noche y procesada por medio de RP-HPLC (eluyente:
metanol de agua). Produccién: 50 mg, 15%. '"H-NMR (D20): 6 4.4 (1H, CH), 3.4 (2H, CH2), 2.5 (4H, 2 x CH2), 2.3
(1H, CH), 1.9 (1H, CH2), 1.8 (1H, CH2) 1.6 (2H, CH2), 1.5 (2H, CH2).
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Ejemplo 34: La preparacién de &cido 2-{5-[1-(4-Hidroxi-5-(O-trifosfato-hidroximetil)-tetrahidrofuran-2-il)-2,4-dioxo-
1,2,3,4-tetrahidro-pirimidin-5-il]-pent-4-inoilamino}-6-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-hexandico (Compuesto VIII)

[0534] ,
F
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[0535] La sal de trietilamonio del compuesto VIII (11 miligramos) fue obtenida del compuesto 8a (50 mg, 0.15
milimoles) y 5-yodo-2-deoxiuracilo (50 mg, 0.06 mmol) utilizando el procedimiento descrito para la sintesis del
compuesto VI.

Ejemplos 35 al 39: Preparacion del bloque de construc  cién de mononucleétidos (IX)
Ejemplo 35: Preparacién de la amida de di-Boc-Lisin-propargilo (compuesto 9a) C19H33N305 Mw 383.48

[0536] o
o
[ I
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[0537] Se disolvio Boc-Lys-(Boc)-OSu (Novabiochem 04-12-0017, 0.887 g, 2 mmol) en THF (10 ml). Se agrego
propargilamina (0.412 mililitros, 6 mmol) y la solucion fue agitada durante 2 horas. El TLC (etilacetato:heptano 1:1)
mostré soélo un producto. Se agregé diclorometano (20 ml) y la mezcla fue lavada sucesivamente con acido citrico
(1M, 10 ml) y saturada con carbonato de hidrégeno de sodio (10 ml), la fase organica fue secada con sulfato de
magnesio filtrada y evaporada para dar al compuesto 9a (0.73 gramos) en forma de un jarabe incoloro.

[0538] *H-NMR: 8 6.55 (1H, NH), 5.15 (1H, NH), 4.6 (1H, CH-NH), 4.05 (2H, CH-C-CH2-N), 3.75 (1H, NH), 3.1 (2H,
CH2-NH) 2.25 (1H, CH-C-CH2), 1.9-1.3 (6H, 3 x CH2), 1.4 (18H, 6 x CH3).

Ejemplo 36: Preparaciéon de 5-yodo-3’-O-acetil-5'-O-TBDMS-2’-deoxiuridina (compuesto 9b) C17H27IN206Si Mw
510.40
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[0539]

1 THDOMSCL  Imidazol
1) Ac),

Piridina

P

[0540] Se disolvio 5-yodo-2’-deoxiuridina (Sigma 1-7125, 2.50 g, 7.06 mmol) e imidazol (0.961 g, 14.12 mmol) en
DMF (10 ml) se enfri6 a 0 °C y una solucion de TBDMSCI (t-butil-dimetil-cloruro, 1,12 g, 7.41 mmol) en
diclorometano (5.0 mililitro) fue ejecutada durante 20 minutos. La agitaciéon continué a la temperatura del cuarto
durante 18 horas, y la mezcla fue evaporada. El nucleésido mono - sililado crudo fue disuelto en piridina (40 ml) y
enfriado a 0 °C. El anhidrido acético (4.0 mililitros, 42.3 milimoles) fue agregado durante 30 minutos y la agitaciéon
continué durante 18 horas a la temperatura del cuarto. La mezcla de la reaccion fue evaporada y disuelta en
diclorometano (20 ml) y se agreg6 acido citrico (2M, 20 ml). La fase acuosa fue extraida y recuperada con
diclorometano (2 x 20 ml). Las fases organicas combinadas fueron lavadas con bicarbonato de sodio saturado (20
ml) secadas con sulfato de sodio y evaporadas (5.85 gramos). La forma de re cristalizacion de etilacetato/EtOH
generd a 9b (2.54, g) puro para una sintesis de TLC (acetato etilico). Mas re - cristalizaciones generaron una
muestra pura analitica mp.172.4-173.1 °C.

Ejemplo 37: Preparacién de 5-yodo-3’-O-acetil-2’-deoxiuridina (compuesto 9¢) C11H13IN206 Mw 396.14

[0541]
Q
1
I
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-

[0542] Se disolvi6 a 5-yodo-3'-O-acetil-5’-O-TBDMS-2'-deoxiuridina (compuesto 9b) (2.54 g, 4.98 mmol) en THF (25
ml), se agrego trihidrato de fluoruro de amonio de tetra butilo (TBAF - tetra butyl ammonium fluoride trihydrat, 3.2 g,
10.1 mmol) y se agité durante 18 horas a la temperatura del cuarto. A la mezcla de la reaccién se le agregé agua (25
ml) y se agit6 durante una hora. Se agregé entonces resina de intercambio de iones IR-120 H* (26 ml) y la agitacién
continud durante una hora. La solucion fue filtrada y reducida a aproximadamente 10 ml al vacio. Los cristales fueron
recaudados y secados al vacio (1.296 gramos).

Ejemplo 38 Preparaciéon de 5-yodo-5'-trifosfato-2’-deoxiuridina, sal de trietil-amonio  (compuesto  9d)

C9H14IN2014P3 + n-N(CH2CH3)3 Mw 897.61 para n =3.
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[0543]
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[0544] Se disolvié 5-yodo-3'-O-acetil-2’-deoxiuridina (compuesto 9c) (2.54 g, 4.98 mmol) en piridina (3.2 mililitros) y
dioxano (10 ml). Una solucion de 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforina-4-ona en dioxano (3.60 mililitros, 1M, 3.60
milimoles) se agreg6 agitdndose. La mezcla de la reaccion fue agitada durante 10 minutos a la temperatura del
cuarto seguida por adiciones simultaneas de pirofosfato de bis(tri-n-butilamonio) en DMF (9.81 ml, 0.5 M, 4.91 mmol)
y tri-n-butilamina (3.12 mililitros, 13.1 milimoles) se continud agitdndose durante 10 minutos y el intermedio fue
oxidado al agregar una solucién de yodo (90 ml, 1% masa/volumen en piridina/agua (98/2, volumen/volumen)) hasta
que se alcanzé el color permanente de yodo. A la mezcla de la reaccion se la dej6 a reposar durante 15 minutos y
luego se le quitd el color con tiosulfato de sodio (5% en solucién acuosa, masa/volumen). La mezcla de la reaccion
fue evaporada hasta generar un aceite amarillo. El aceite fue agitado en agua (20 ml) durante 30 minutos y
concentrado y luego se agreg6é armonio acuoso (100 ml, 25%). Esta mezcla fue agitada durante 1.5 horas a la
temperatura del cuarto y luego evaporada a un aceite de un producto trifosfato crudo. El material crudo fue purificado
utilizando la columna DEAE Sephadex A25 (aproximadamente 100 ml) eluida con un gradiente lineal de
hidrogencarbonato de trietil-amonio [TEAB - hidrogencarbonato de trietil-amonio] de 0.05 M a 1.0 M (pH
aproximadamente 7.0-7.5); un flujo de 8 ml/fraccion/15 minutos. Las fracciones positivas fueron identificadas por
medio de RP18 HPLC eluyéndose con un gradiente de 10 mM de TEAA (acetato de trietilamonio - triethylammonium
acetate) en agua a 10 mM de TEAA con un 20% de agua en acetonitrilo. Las fracciones apropiadas fueron
agrupadas y evaporadas. Produccién aproximadamente 1042 mg.

Ejemplo 39: Preparacion de 5-(amida de Lisin-propargilo)-5-trifosfato-2’-deoxicitidina, sal de trietilamonio
(compuesto IX) C18H30N5015P3 + n-N(CH2CH3)3 Mw 952.95 para n =3
[0545]

[0546] 5-yodo-3'-O-acetil-5'-trifosfato-2’-deoxiuridina, sal de trietilamonio (compuesto 9d) (0.0087 g, 9.7 micromoles)
fueron disueltos en agua (100 pl). Se reemplazé cuidadosamente al aire con argon. La amida de Di-Boc-Lisina-
propargilo (compuesto 9a) (18.6 miligramos, 48.5 micromoles) fue disuelta en dioxano (100 pl), se agregé trietilamina
(2.7 microlitros, 19.4 microlitros, Pd((PPh2)(m-C6H4S0O3Na")-(H20))4 (compuesto 9d) (5 mg, 4.4 micromoles) y
yoduro de cobre (I) (0.4 microlitros, 2.1 micromoles) en el orden especificado. La mezcla de la reaccion fue agitada
durante 18 horas a la temperatura del cuarto en una atmésfera inerte y luego se evapord. El material crudo fue
tratado con acido clorhidrico acuoso (0.2 M, 1 ml) durante 15 minutos a 30 °C. El (compuesto IX) fue obtenido por
medio de HPLC C18 con 10 mM de TEA (acetato de trietilamonio - triethylammonium acetate) en agua a 10 mM de
TEAA con un 20% de agua en acetonitrilo. Las fracciones apropiadas fueron desaladas utilizando filtraciones de gel
(farmacia G-10, 0.7 ml).

Ejemplos 40 a 45: Preparacion del bloque de construcc  ién de mononucleoétidos (X)
Ejemplo 40: Preparacién de Boc-Lys-(Boc)-OH (compuesto 10a) C16H30N206 Mw 346.42
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[0547] Se disolvio lisina (Novabiochem 04-10-0024; 3.65 g, 20 mmol) en hidréxido de sodio (2 M, 40 ml), se agrego
dioxano (60 ml) y bicarbonato de di-terc-butilo (8.73 gramos, 40 mmol) en el orden especificado. La mezcla fue
agitada durante 1.75 horas a 60 °C. Se agreg6 agua (50 ml) y la solucién fue lavada con diclorometano (4 x 25 ml).
La fase acuosa fue enfriada a 0 °C con hielo y luego se acidific6 con 2 M de HCI (pH = 3) y se extrajo con
diclorometano (4 x 25 ml). La fase orgéanica fue secada con sulfato de magnesio. La evaporacion facilitd (compuesto
10a) 6.8 gramos en forma de aceite incoloro. '"H-NMR: 8 9.5 (1H, COOH), 5.3 (1H, CH), 4.7 (1H, NH), 4.3 (1H, NH),
3.1 (2H, CH2-NH), 1.8 (2H, CH2-CH), 1.5(6H,3xCH2), 1.45 (18H, 6 x CH3).

Ejemplo 41: Preparacién de éster de di-Boc-Lisina-propargilo (compuesto 10b) C19H32N206 Mw 384.47

[0548]

a (o]
I | 2
BocHN—CH—C=—0H oH BmHN—(lZH—C—D
=_._/

CHy _— CH;

| DCC, EtN, THF |

THz — CH;

I N

CH; CH;

NHEo: ILHEIu:

[0549] Se disolvié Boc-Lis-(Boc)-OH (compuesto 10a) (3.46 g, 10 mmol) en THF (25 ml). Una solucién, a 0 °C, de
diciclohexilcarbodiimida (2.02 g, 10 mmol) en THF (25 ml) y trietilamina (1.39 ml) fue agregada en el orden
especificado. A la mezcla se le permitidé calentarse a la temperatura del cuarto y se agitd6 durante 18 horas. La
suspension resultante fue filtrada y evaporada. El aceite 5.45 g fue pre-purificado por medio de cromatografia de
columnas heptano: etilacetato 3:1.

Se genero el 10b puro por medio de HPLC- C18 10% de MeOH: 90% de H20 — 100% MeOH

'"H-NMR: 8 5.1 (1H, NH), 4.75 (2H, CH-C-CH2-0). 4.6 (1H, NH), 4.35 (1H, CH-NH), 3.1 (2H, CH2-NH) 2.5 (1H, CH-
CCH2), 1.9-1.4 (6H, 3 x CH2), 1.5 (18H, 6 x CH3)

Ejemplo 42: Preparacién de 5-yodo-3’,5’-di-O-TBDMS-2'deoxicitidina (compuesto 10c) C21H40IN304Si2 Mw 581.64

[0550]

s HH;

TBDMSCL Imidazol
S —— TROMS0D

H
TEOMS O H

[0551] Se disolvié 5-yodo-2-deoxi-Citidina (Sigma | -7000, 0.353 g, 1 mmol) en DMF (4 ml), se agreg6 cloruro de
sililo de t-Butil-dimetilo (TBDMS-CI, 0.332 g, 2.2 mmol) y imidazol (0.204 g, 3 mmol). La solucion fue agitada durante
15 horas a 50 °C seguido por una evaporacion. Se agreg6 diclorometano (25 ml) y acido citrico (2M, 10 ml) a la
mezcla seca. La fase acuosa fue extraida y recuperada con diclorometano (2 x 10 ml). Las fases organicas
combinadas fueron lavadas con bicarbonato de sodio saturado (15 ml), secadas con sulfato de sodio y evaporadas.
El compuesto 10 ¢ (0.405 g) fue obtenido por medio de la cristalizacién de EtOH/Etilacetato.

'H-NMR: 8 8.1 (1H, H-6), 6.25 (1H, H-1'), 4.35 (1H, H-4"), 4.0 (1H, H-4"), 3.9 (1H, H-5'), 3.75 (1H, H-5"), 2.5 (1H, H-
2),

1.95 (1H, H-2"), 1.85 (2H, NH), 0.95 (9H, 3 x CH3), 0.9 (9H, 3 x CH3), 0.15 (6H, 2 x CH3), 0.1 (6H, 2 x CH3).
Preparaciéon de 5-(éster de di-Boc-Lisina-propargilo)-3',5’-di-O-TBDMS-2'-deoxicitidina _ (compuesto 10d)

C40H71IN5010Si2Mw 838.19
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[0552]

THOMED

[0553] ElI compuesto 10c (0.116 gramos, 0.2 milimoles) fue disuelto en diclorometano (10 ml) el aire se reemplaz6
cuidadosamente con argén. Se agregd éster de di-Boc-Lisina-propargilo (compuesto 10b) (0.232, 0.6 mmol),
trietilamina (0.083 ml, 0.6 mmol), di-cloro-bis-trifenilfosfina-paladio 11 (0.0074 g, 0.01 mmol) y yoduro de cobre (I)
(0.0038 g, 0.02 mmol) en el orden especificado. La mezcla de la reaccién fue agitada durante 15 horas a la
temperatura del cuarto en una atmdsfera inerte. La mezcla de la reaccién fue evaporada, re-disuelta en MeOH/H20
1:1 1 ml y purificada utilizando un 45% de H20:55% de MeCN — 100% de MeCN.

"H-NMR: 8 'H-NMR: 8 8.2 (1H, H-6), 6.25 (1H, H-1’), 5.15 (1H, NH), 4.9 (2H, C-CH2-0), 4.6 (1H, NH), 4.4 (1H, H-4"),
4.3 (1H, CH-NH), 4.0 (1H, H-4"), 3.9 (1H, H-5), 3.75 (1H, H-5"), 2.5 (1H, H-2'), 3.1 (2H, CH2-NH), 1.95 (1H, H-2),
1.9-1.4 (6H, 3 x CH2), 1.85 (2H, NH), 1.5 (18H, 6 x CH3), 0.95 (9H, 3 x CH3), 0.9 (9H, 3 x CH3), 0.15 (6H, 2 x CH3),
0.1 (6H, 2 x CH3)

Ejemplo 44: Preparacién de 5-(éster de di-Boc-Lisina-propargil)-2'-deoxicitidina (compuesto 10e) C28H43IN5010
Mw 609.67

[0554]

BacHH —— el —i iy Il

| an:HN—TH—c NH;
oM,
il T i 1
, Dl L |
- THAF, THF, AcOH |
1 TH‘ N
CH ——
| L TEDMED THh i
WHBo - o
heiBoG
" H
H =
TBOMES O H H
oH H

[0555] El compuesto 10d (0.0246 gramos, 0.029 milimoles) se disolvio en THF (1 ml) y se agregd sucesivamente
acido acético (0.0165 mililitros, 0.288 milimoles) y tri-hidrato de fluoruro de amonio de tetra n-butilo (0.0454 gramos,
0.144 milimoles). La mezcla de la reaccion fue agitada durante 18 horas a la temperatura del cuarto y después se
evapord. Se re-disolvié en diclorometano y se purificé en silice (1 x 18 cm). Diclorometano/MeOH 8:2. Las fracciones
que dieron una absorcién ultravioleta en TLC fueron agrupadas y evaporadas dando (0.0128 gramos) en forma de
un aceite incoloro.

Ejemplo 45: Preparacién de 5-(éster de Lisina-propargilo)-5'-trifosfato-2’-deoxicitidina C18H30N5015P3 Mw 649.38

[0556]

B HM e £ H e s ——1 bty . “ HH,

11 PO, POUDME)
‘l 2310005, Bug
He ETNE
—_—
L
[T .Y
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[0557] El compuesto 10e (0.0128 gramos, 0.021 milimoles) se disolvié en trimetilfosfato (0.150 ml) y se enfrié a 0 °C.
Se agreg6 lentamente fosforoxicloruro en trimetilfosfato (1 M, 0.0246 ml) para no elevar a la temperatura. La
agitacion continué durante 2 horas a 0 °C y a la temperatura se le permitié elevarse a la temperatura ambiente. Se
agreg6 simultdneamente pirofosfato en DMF (0.5 M, 0.1025 ml, 0.051 milimoles) y amina de tri-n-butilo en DMF (1 M,
0.0122 ml, 0.051 mmol). La agitacion continué durante 15 minutos a la temperatura del cuarto y se agregé TEAB
(bicarbonato de amonio de trietilo - triethyl ammonium bicarbonate, 1M, pH = 7.3, 0.50 ml). La agitacién continu6
durante 3 horas y luego se evapord.

Ejemplo 46: Preparacién del compuesto X

[0558] o

iy = CH el e o

[0559] ElI material crudo fue tratado con acido clorhidrico acuoso (0.2 M, 1 ml) durante 15 minutos a 30 °C. El
compuesto X fue obtenido por medio de HPLC C18 10 mM TEAA (acetato de trietilamonio - triethylammonium
acetate) en agua a 10 mM de TEAA con un 20% de agua en acetonitrilo. Fracciones apropiadas fueron desaladas
utilizando filtraciones de gel (farmacia G-10, 0.7 ml)

Ejemplos 47 al 51: Preparacion del bloque de construc  cién de mononucleétidos (XI)
Ejemplo 47: Preparacion de 3'-O-acetil-5’-0-dimetoxitritil-5-yodo-2'-deoxiuridina (compuesto 11a). C32H31IN208. Mw

698.51 g/mol. (Analogo a "Oligonucleotide Synthesis - a practical approach" (“Sintesis de Oligonucleétidos - un
método practico”) (1984) Gait, M.J. (Ed.), IRL Press, Oxford.)

[0560]

NH
MH

1) DMT-CI/ Py DMT—0
2) Ac,0 / DMAP

[0561] 5-yodo-2'-deoxiuridina (3.54 g, 10 mmol) fue secada por medio de co-evaporacion con piridina (25 ml, 3
veces). Se agrego0 piridina (100 ml) y se evaporé pronto a un volumen reducido (80 ml). Se agregdé cloruro de 4,4'-
dimetoxitritilo (DMT-CI, 3.38 g, 10 mmol) y la mezcla de la reaccion fue agitada la temperatura del cuarto. Después
de 20 horas, se agregé DMT-CI (0.68 g, 2 mmol) adicional y la mezcla de la reaccién fue agitada durante otras 4
horas. El exceso de DHT-CI fue neutralizado con metanol (5 ml, agitado durante 10 minutos) y la mezcla de la
reaccion fue evaporada hasta secarse. El aceite fue disuelto en diclorometano (100 ml) y extraido con NaHCO3 (100
ml) acuoso saturado. La fase acuosa fue extraida y recuperada con diclorometano y las fracciones combinadas de
diclorometano fueron secadas con MgS04 anhidrido, filtradas y evaporadas. El aceite crudo fue disuelto en
diclorometano (75 ml) y triturado con pentano (250 ml). La re-trituracién del aceite crudo al disolverse en acetato
etilico (75 ml) y al agregar pentano (250 ml) dio una espuma roja después de la evaporacion. La produccion de la 5'-
0-dimetoxitritil-5-yodo-2’-deoxiuridina cruda fue 5.84 gramos. La S’-O- dimetoxitritil-S-yodo-2’-deoxiuridina cruda fue
obtenida por medio de cromatografia en diclorometano en silice (Merck Kieselgel 60, 230-400 mesh ASTM, art.
9385) eluyéndose con un gradiente de metanol (0-5% de metanol en diclorometano). La generacion purificada de 5'-
0-dimetoxitritil-5-yodo-2’-deoxiuridina fue 4.26 gramos (6.5 milimoles, 65%). La 5’-0-dimetoxitritil-5-yodo-2’-
deoxiuridina (6.0 g, 9.1 mmol) fue secada por medio de co-evaporacion con piridina (10 ml, 2 veces). Se agregé
piridina (50 ml) y anhidrido acético (5 ml) y dimetilaminopiridina (DMAP, un monto catalitico). La mezcla de la

130



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

reaccion fue agitada durante la noche a la temperatura del cuarto. El exceso de anhidrido acético fue neutralizado
con metanol (10 ml, agitado durante 15 min.) y la mezcla de la reaccién fue evaporada hasta secarse. El aceite fue
disuelto en diclorometano (150 ml) y extraido con NaHCO03 (50 ml) saturado acuoso. La fase acuosa fue extraida y
recuperada con diclorometano y las fracciones combinadas de diclorometano fueron secadas con MgSO4 anhidrido,
filtradas y evaporadas. La 3'-O-acetil-5’-O-dimetoxitritil-5-yodo-2’-deoxiuridina purificada fue obtenida por medio de
cromatografia de columnas en diclorometano/metanol (98/2, volumen/volumen) en silice (Merck Kieselgel 60, 230-
400 mesh ASTM, art.9385) eluyéndose con un gradiente de metanol (2-6% de metanol en diclorometano). La
producciéon fue 5.75 gramos (8.2 milimoles). La re - cromatografia en diclorometano/pentano (80/20,
volumen/volumen) eluyéndose con un gradiente de metanol (2-6’) gener6 a la 3'-O-acetil-5’-O-dimetoxitritil-5-yodo-2'-
deoxiuridina (4.18 g, 6.0 mmol, 60%) purificada deseada.

Ejemplo 48: Preparacién de N-trifluoroacetil-3-amidopropino (compuesto 11 b). C5H4F3NO. Mw. 151.09 g/mol.
(Referencia: Cruickshank et al. (1988) Tetrahedron (tetraedro) Lett. 29. 5221-5224)

[0562] 0

\\/NHE CF;COOEt -

— CFy

[0563] La propargilamina (7.0 mililitros, 5.88 gramos, 0.11 moles) fue disuelta en 100 ml de metanol helado y
trifluoroacetato etilico (18 ml, 19.2 g, 0.135 mol) fue agregado lentamente agitandose en hielo. El bafio de hielo fue
removido y a la mezcla de la reaccion se le permitio calentarse a la temperatura del agua y agitarse lo cual continué
durante la noche. Después de 24 horas, el andlisis de TLC (silice, diclorometano/metanol, 9/1, volumen/volumen)
mostré una conversion completa de la propargilamina (tal como se observo por la desaparicion del color positivo-la
reaccion en la prueba de ninhidrina, 110 °C). La mezcla de la reaccion fue evaporada, re-disuelta en diclorometano
(100 ml) y extraida con carbonato de hidrégeno de sodio acuoso. La fase acuosa fue extraida y recuperada con
diclorometano (25 ml) y las fases combinadas de di cloro metano fueron extraidas con agua (100 ml). La fase
acuosa fue extraida y recuperada con diclorometano (25 ml) y las fases combinadas de diclorometano fueron
secadas con sulfato de magnesio, filtradas y evaporadas a un aceite amarillo. El aceite fue purificado por medio de
destilacion recolectando al producto purificado a 38-39 °C / 1 mmHg. Produccién 11.0 gramos (73 mmol, 66%).

Ejemplo 49: Preparacién _de 3'-O-acetil-5'-O-dimetoxitritil-5-(N-trifluoro-acetil-3-amido-propinil)-2’-deoxiuridina
(compuesto 11c). C35H35N308, Mw 625.67 g/mol.

[0564]

[0565] 3'-O-Acetil-5'-O-dimetoxitritil-5-yodo-2’-deoxiuridina (4.15 g, 6.0 mmol) fue disuelta en acetato etilico (240 ml)
y se agregaron N- trifluoroacetil-3-aminopropino (1.81 g, 12 mmol), trietilamina (3.09 g, 4.23 ml, 30.5 mmol), cloruro
de bis(trifenilfosfina)-paladio(ll) (0.091 g, 0.13 mmol) y yoduro de cobre (I) (0.091 g, 0.48 mmol) en el orden
especificado. La mezcla de la reaccion fue lavada con nitrégeno, cubierta y agitada a la temperatura ambiente. La
reaccion fue seguida por un andlisis de TLC (silice, CH2CI2/MEOH, 95/5, v/v) y detenida después de 24 horas
cuando todo el material de inicio fue consumido. La mezcla de la reaccion fue extraida 2 veces con EDTA (5% v/v,
300 ml) acuoso y una vez con el tiosulfato de sodio (5% v/v, 300 ml). Las fases acuosas fueron extraidas y
recuperadas con acetato etilico y las fracciones combinadas de acetato etilico fueron secadas (MgSO4 anhidrido),
filtradas y evaporadas. La cromatografia de columna en diclorometano/pentano (80/20, v/v) eluyéndose con un
gradiente de metanol (0-5%) dio a la 3'-O-acetil-5’-O-dimetoxitritil-5-(N-trifluoroacetil-3-amido-propinil)-2’-deoxiuridina
cruda (4.2 g) en forma de un aceite café. La re-cromatografia en etilacetato/pentano (50/50 a 60/40,
volumen/volumen) dio al producto purificado deseado (1.99 gramos, 3.2 milimoles).

Ejemplo 50: Preparacién de 3’-O-acetil-5-(N-trifluoroacetil-3-amidopropinil)-2’-deoxiuridina. C16H16F3N307, Mw
419.31 g/mol.

131



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

[0566]

F4COCHN FyCOCHN ““-«.‘
A

DMAT=—0

[0567] Se disolvio 3'-O-acetil-5’-O-dimetoxitritil-5-(N-trifluoroacetil-3-amidopropinil)-2’-deoxiuridina (1.99 g, 2.8 mmaol)
en diclorometano (133 ml) y se enfri6 a 0 °C. Una solucion de &cido tricloroacético en diclorometano (3%,
masa/volumen) fue agregada lentamente a la mezcla de la reaccion la cual fue agitada durante 15 minutos a 0 °C. El
andlisis de TLC (silice, CH2CI2/MeOH, 95/5 v/v) confirmé la destritilacion total y la reaccion fue neutralizada por
medio de la adicién de 2-propanol (10 ml), donde la neutralizacién del DMT" fue observada por un cambio de color
de naranja a incoloro. Se continu6 agitandose durante 2 minutos y mezcla de la reaccién fue vertida en NaHCO3
(100 ml) acuoso saturado y extraida 2 veces con diclorometano. La fase acuosa fue extraida y recuperada con
diclorometano y las fracciones combinadas de diclorometano fueron secadas (MgSO4 anhidrido), filtradas y
evaporadas. La espuma fue disuelta en diclorometano (50 ml) y triturada con pentano (200 ml). La trituracion fue
repetida y la precipitacion fue re-disuelta y evaporada, primero a partir del metanol y luego a partir del cloroformo
para dar una espuma amarilla. La 3’-O-acetil-5-(N-trifluoroaoctil-3-amidopropinil)-2’-deoxiuridina purificada fue
obtenida por medio de cromatografia de columna de gel silice en dicloroetano/metanol (gradiente: 95/5 a 89/11,
volumen/volumen). La produccién fue 0.37 gramos después de la re-cromatografia, eluyéndose con un gradiente en
diclorometano/metanol (98/2 a 95/5, volumen/volumen).

Ejemplo 51: Preparacién _de 5-(3-aminopropil)-5'-trifosfato-2’-deoxiuridina, sal de _trietilamonio (compuesto XlI). C
12H18N3014P3 + n-N(CH2CH3)3. Mw 824.78 g/mol para n = 3. (Ludwig, J. y Eckstein, F. (1989) J. Org. Chem. 54,

631-635)
F4COCHN
L e o i
A | |

[0568]
HO—P—0—P—0—P—0

OH oH OH H

——l

[0569] Se disolvié 3'-O-acetil-5-(N-trifluoroacetil-3-amidopropinil)-2’-deoxiuridina (42.5 mg, 0.10 mmol) en piridina
anhidrida (2 ml) y se evaporé. El aceite fue disuelto en piridina anhidrida (100 ul) y dioxano anhidrido (300 pl). Una
solucién de 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforina-4-ona en dioxano (100 pl, 1M, 0.11 milimoles) fue agregada
agitandose y después de 30 segundos se observo una precipitacion de hidrocloruro de piridinio. La mezcla de la
reaccion fue agitada durante 10 minutos a la temperatura del cuarto seguido por una adicion simultdnea de
pirofosfato de bis(tri-n-butilamonio) en DMF (300 pl, 0.5 M) y tri-n-butilamina (100 pl). Se continud agitandose
durante 10 minutos y el intermedio fue oxidado al agregar una solucién de yodo (3 ml, 1% masa/volumen en
piridina/agua (98/2, volumen/volumen)) hasta alcanzar el color permanente del yodo. La mezcla de la reaccion fue
dejada a reposar durante 15 minutos y luego se le quitd el color con tiosulfato de sodio (4 gotas, 5% de una solucién
acuosa, masa/volumen). La mezcla de la reaccidn fue transferida a un matraz de fondo redondo (50 ml) con agua y
se evaporo hasta obtener un aceite amarillo. El aceite fue agitado en agua (10 ml) durante 30 minutos y se agrego
una concentracion de amonio acuoso (20 ml, 32%). Esta mezcla fue agitada durante una hora a la temperatura del
cuarto y luego evaporada a un aceite del producto del trifosfato crudo. El material crudo fue purificado utilizando una
columna DEAE Sephadex A25 (aproximadamente 100 ml) eluida con un gradiente linear de hidrogencarbonato de
trietilamonio [TEAB - triethylammonium hydrogencarbonate] de desde 0.05 M a 1.0 M (pH de aproximadamente 7.5-
8.0); flujo de 8 ml/fraccion/15 minutos. Las fracciones positivas fueron identificadas por medio de RP18 HPLC
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eluyéndose con un gradiente de desde 10 mM de TEAA (acetato de trietilamonio - triethylammonium acetate) en
agua a 10 mM de TEAA con un 20% de agua en acetonitrilo. Las fracciones apropiadas fueron agotadas y
evaporadas. Produccion aproximadamente 90 mg.

Ejemplo 52 a 54: Preparacion del bloque de construcci ~ 6n de mononucleoétidos (XII)
Ejemplo 52: Ester de mono-(3-terc-butoxicarbonilamino-propilo) de &cido succinico

[0570]

=]

. o o
H_EH.-"'H__.J'H\GH ¥ _.-'TI!"'H- l_u\\ #_;IHD/\\.-. 4 [:;ﬂ- — "T‘L\UIJN”}H'!J.HG”JJ“H’EHIIDH

122

[0571] Se agregaron trietilamina (5.0 mililitros, 36 mmol) y bicarbonato de di-terc-butilo (7.0 gramos, 32 mmol) a una
solucion de 3-aminopropanol (1.0 gramos, 26.6 milimoles) en metanol (10 ml). La solucion fue agitada durante 2
horas a la temperatura del cuarto. EI metanol fue evaporado y el residuo fue disuelto en agua (50 ml) y extraido con
diclorometano (50 ml). La fase organica fue secada (Na2S04) y concentrada al vacio. El material crudo fue disuelto
en diclorometano (20 ml) y DMF (4 ml). Se agregaron trietilamina (5.0 mililitros, 36 mmol) y anhidrido succinico (3.0
g, 30 mmol) en forma de porciones a la solucion (la reaccién exotérmica). La mezcla de la reaccion fue agitada
durante 2 horas, luego concentrada y procesada por medio de RP-HPLC (eluyente: agua — metanol). Produccién
6.0 gramos, 82%. 1H-NMR (CDCI3): 6 4.2 (2H, CH2), 3.2 (2H, CH2), 2.7 (4H, 2 x CH2), 1.8 (2H, CH2), 1.4 (9H, 3 x
CH3).

9-[4-(isopropil-dimetil-silaniloxi)-5-(isopropil-dimetil-silaniloximetil)-tetrahidro-furan-2-il]-9H-purin-6-ilamina

(compuesto 12b)
[0572]

1Zb

[0573] Se agregaron imidazol (: 0 g, 29.4 milimoles) y cloruro de terc-butildimetilsililo (3.0 g, 19.9 milimoles) a una
solucién de monohidrato de deoxiadenosina (1.33, 4.94 milimoles) en DMF (10 mililitros). La solucién fue agitada a
60 °C durante la noche. La mezcla fue concentrada en un solido al vacio. Un proceso por medio de cromatografia de
destellos género al compuesto transparente 12c en una producciéon de 2.1 gramos, 94%. "H-NMR (CDCI3): 6 8.3
(1H, HC=), 8.1 (1H, HC=), 6.4 (1H, CH), 6.0 (2H, 2 x OH), 4.6 (1H, CH), 4.1 (1H, CH), 3.9 (1H, CH), 3.8 (1H, CH), 2.6
(1H, CH2), 2.4 (1H, CH2), 0.9 (18H, 6 x CH3), 0.0 (12H, 4 x CH3).

Ejemplo 53: Ester de 3-terc-butoxicarbonilamino-propilo de acido N-[9-(4-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidrofurano-2-il)-
9H-purin-6-il]-succinamico.
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[0575] Una solucion de diciclohexilcarbodiimida (366 mg, 1.78 mmol) en acetato etilico (15 mL) fue agregada a una
solucién enfriada con agua helada de 12a (488 mg, 1.78 milimoles) en THF (10 ml). Algunos cristales de 4-
dimetilaminopiridina y 12b (850 mg, 1.78 milimoles) fueron agregados. La temperatura de la reaccion se elevo
lentamente a la temperatura del cuarto y la mezcla fue agitada durante la noche. Las sales precipitadas fueron
filtradas. La fase organica fue lavada con NaHCO3 (20 mL) saturado, secada (Na2S04) y concentrada a un sélido.
Aproximadamente 20 mg de 12c fueron aislados después de un lavado por medio de cromatografia y 510 mg del
material inicial de 12b fueron recuperados. El 12¢ (20 mg) fue disuelto en THF (2 ml). Se agregaron trihidrato de
tetrabutilamonio (100 mg) y acido acético (0.2 mililitros). La mezcla fue agitada durante un dia, luego concentrada al
vacio y procesada por medio de la mastografia de columna. Produccién 10 mg. Compuesto 12c. '"H-NMR (CDCI3): &
8.4 (1H, HC=), 8.2 (1H, HC=), 6.4 (1H, CH), 5.8 (2H, 2 x OH), 4.6 (1H, CH), 4.2 (2H, CH2), 4.1 (1H, CH), 3.8 (1H,
CH), 3.7 (2H, CH2), 3.0 (4H, 2 x CH2), 2.7 (3H, 2 x CH2), 2.4 (1H, CH2), 1.8 $2H, CH2), 1.4 (9H, 3 x CH3), 0.9 (18H,
6 x CH3), 0.0 (12H, 4 x CH3). Informacion seleccionada de NMR para 12d: "H-NMR (MeOD-D3): & (14.6 (1H, CH),
4.1 (2H, CH2), 3.8 (1H, CH), 3.7 (1H, CH), 3.6 (2H, CH2), 3.2 (2H, CH2), 3.0 (2H, CH2), 2.8 (3H, 2 x CH2), 2.5 (1H,
CH2), 1.8 (2H, CH2), 1.4 (9H, 3 x CH3).

Ejemplo 54: Ester de 3-terc-butoxicarbonilamino-propilo de &cido N-[9-(4-hidroxi-5-hidroximetil-tetrahidrofuran-2-il)-
9H-purin-6-il]-succindmico

[0576] o
\ H v H
ﬂhj}i.,n.ﬂ_ﬂ_nvahuﬁuh_&"yﬂ_g, = ‘H“II?’HDEH-ETNV%?DM",;H;JLEHH
! o o ’,l / o o fll
Mo~y N o
() — .y
N’FH'N \H"-- W
HO\_j N N - N -
O R P ]
O N Sh SN L0
am ce
124 XL

[0577] LHB075b (10 mg) fue convertido al trifosfato LH8075c correspondiente utilizando el procedimiento descrito
para la sintesis del compuesto VII. El TLC indic6 la conversion completa del compuesto 12d.

[0578] Inmediatamente antes de su incorporacion, el grupo terc-butoxi puede haber sido hidrolizado para liberar al
acido carboxilico libre. Alternamente, el grupo terc-butoxi puede haber sido separado después de la formacién de la
molécula modelada.

Ejemplo 55: Acido N-[9-(4-hidroxi-5-(O-trifosfato-hidroximetil)-tetrahidrofuran-2-il)-9H-purin-6-il]-succindmico
(compuesto XliI)
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[0580] Se suspendio a dATP (5 umol) en DMF (4 x 1 mL) y luego se concentré a un soélido al vacio 4 veces. El solido
fue suspendido en DMF (1 mL). Se agregé anhidrido succinico (5 mg, 0.05 mmol) a -20 °C. La mezcla fue agitada
durante 3 horas, y luego concentrada a un sélido y purificada por medio de RP-HPLC (eluyente: 0.1 por ciento de
HCOOH en agua — 10% de metanol, 0.1 por ciento de HCOOH en agua). El material purificado fue disuelto en
amonio acuoso (25%, 1 ml) y agitado durante 3 horas. La mezcla fue concentrada al vacio y procesada por medio de
RP-HPLC (eluyente: 0.1 por ciento de HCOOH en agua — 10% de metanol, 0.1 por ciento de HCOOH en agua).
Una comparacién con el material inicial indico que el producto se eluyé 40s después de la columna que el material
inicio.

Ejemplo 56 y 57: Preparacién de bloques de construcci 6n de mononucleétidos (XIV)
Ejemplo 56: Benciloxi-etinil-diisopropilo-silano (compuesto 14a)

[0581]

e OH

Loy oy — O
Ol =) 0

14a

Una solucién de alcohol bencilico (0.1 mililitros, 1.0 mmol) en THF (0.5 mililitros) fue agregada en forma de gotas a
una solucion enfriada (-78 °C) de diisopropiletilamina (1 mL), diclorodiisopro-pilsilano (0.3 mL, 1.62 mmol) en THF (4
mL). La solucién fue agitada durante 3 horas (-78 — -20 °C). La mezcla fue enfriada a -78 °C y se agregd un
complejo de litioacetilida-etilendiamina (250 mg, 2.71 mmol). La mezcla de la region fue agitada durante 5 horas (-78
— 20 °C). Se agreg6 agua (4 ml). La mezcla fue extraida con diclorometano (20 ml). La fase orgéanica fue secada
(Na2S04) y concentrada. El compuesto 14a (100 mg, 41%) fue obtenido después de cromatografia de destellos. 'H-
NMR (CDClz): 6 7.4 (5H, 5 x HC=), 5.0 (2H, CH2), 2.6 (1H, CH),1.0 (14H, 2 x CH, 2 x CH3).

Ejemplo 57: 5-{[Diisopropil-(2-metileno-pent-3-eniloxi)-silanil]-etinil}-1-(4-hidroxi-5-(O-trifosfatohidroximetil)-
tetrahidrofuran-2-il)-1H-pirimidina-2,4-diona (compuesto XIV)
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[0583] Se disolvieron 5-yodo-dUTP (200 mg, 0.56 mmaol), diisopropiletilamina (0.1 mL) y 14a (100 mg, 0.41 mmol) en
DMF (2 ml). Se hizo burbujas con argon a través de la solucién durante 5 minutos. Se agregaron Tetrakispaladio (57
mg, 0.49 mmol) y Cul (19 mg, 0.1 mmol) y la mezcla fue agitada durante 5 horas a 50 °C. El solvente fue evaporado
y sacado, y el 14b fue purificado por medio de cromatografia de destellos. Un espectro NMR revel6 que el jarabe
consistia de un 66%. El jarabe fue (40 mg) convertido al trifosfato correspondiente (compuesto XIV) utilizando el
procedimiento descrito en la sintesis del compuesto VII. El TLC indicé una conversién completa del 14b. Informacion
seleccionada de NMR para LH8061a: "H-NMR (MeOD-D3): &: 83 (1H, HC=), 7.3 (5h,
HC=), 6.2 (1H, CH), 5.0 (2H, CH2), 4.3 (1H, CH), 3.8-3.2 (3H, CH2, CH), 2.3 (1H, CH2), 2.2 (1H, CH2), 1.0 (14H, 2 x
CH, 4 x CH3).

Ejemplo 58 a 63: Preparacion del bloque de construcci  6n de mono nucleétidos (XV)

[0584] El bloque de construccion XV podria ser preparado de acuerdo al esquema general que se muestra a
continuacion:
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Ejemplo 58: Preparacién del compuesto 15a

[0585]

COMPUESTO 15a

[0586] A una solucién de acido 3-amino-butirico (2.06 g, 20 mmol) en NaHCO3 (50% de sat. aq, 25 mL) se
agregaron dicarbonato de di-terc-butilo (4.36 gramos, 20 mmol) y acetonitrilo (30 ml). La mezcla de la reaccion fue
agitada a la temperatura del cuarto durante 18 horas. Dicarbonato de di-terc-butilo (4.36 gramos, 20 mmol) fue
agregado y la mezcla de la reaccién fue agitada a la temperatura del cuarto durante 18 horas. Se agregé EtOAc (100
mL) y el pH fue ajustado a 4-5 por medio de la adicion de NaH2PO4. El producto fue extraido a EtOAc (3 x 100 mL),
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secado (Na2S04), y evaporado hasta secarse completamente al vacio para generar al producto crudo 4.6 gramos
(113%).

Ejemplo 59: preparacién del compuesto 15b
[0587]
n] N ]
NI

[0588] El compuesto 28 (1.023 gramos, 5.0 milimoles), 3-etinil-fenol (Lancaster, 0.675 g, 12 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP, 300 mg, 2.5 mmol) fueron disueltos en EtOAc (10 mL). Se agregd Diciclohexil-
carbodiimida (DCC, 2.06 g, 10 mmol) a la solucion y después de 16 horas de agitacion a la temperatura del cuarto,
la mezcla la reaccion fue filtrada y evaporada hasta secarse al vacio. El producto crudo fue purificado por medio de
cromatografia de columnas silice eluyéndose con un gradiente de EtOAc:Heptano (1:3)-(1:2)(v/v). Generacién del
?roducto 720 mg, 73%

H NMR (CDCI3) 6 7.36-7.09 (4H, m, Ph), 4.89 (1H, bs, NH), 4.22 (1H, bm,CH), 3.10 (1H, s), 2.77 (2H, d), 1.40 (3H,
0,

1.32 (3H, d).

COMPUESTO 15b

Ejemplo 60: Preparaciéon del compuesto 15¢
[0589]

e “
g

COMPUESTO 15¢

[0590] Una solucion de éter de 3',5'-Di-terc-butildimetilsililo de 5-yodo-2’-deoxiuridina (730 mg, 1.25 mmol),
trietilamina (250 mg, 2.5 mmol) y el compuesto (15b) (456 mg, 1.5 mmol) en DMF anhidrido (3 ml) fue agitada a la
temperatura del cuarto. Se pas6 N a través de la solucion durante 20 minutos.

Se agregaron tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (109 mg, 0.094 mmol) y yoduro de cobre (1) (36 mg, 0.188 mmol) y la
mezcla de la reaccion fue agitada a la temperatura del cuarto durante 3 d.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columnas silice eluyéndose con
un gradiente de EtOAc:Heptano (1:3)-(1:2)(v/v). Generacién del producto 807 mg, 85%.

'H NMR (CDCI3) & 8.38 (1H, s), 8.08 (1H, s, 6-H), 7.39-7.1 (4H, m, Ph), 6.33 (1H, dd, 1'-H), 4.9 (1H, bs), 4.45 (1H,
dt), 4,80 (2H, s, CH2), 4,2 (1H, m), 4.02 (1H, m, 4’-H), 3.95 (1H, dd, 5'-H), 3.79 ng, dd, 5"-H), 2,78 (2H, d), 2.36 (1H,
m, 2'-H), 2.07 (1H, m, 2"-H), 1.46 (9H, s, 'Bu), 0.93 (9H, s, tBu), 0.91 (9H, s, ‘Bu), 0.15 (3H, s, CH3), 0.13 (3H, s,
CH3), 0.11 (3H, s, CH3), 0.09 (3H, s, CH3).

Ejemplo 61: preparacion del compuesto 15d

[0591]

4] [+]
o ALK
N ]
Py
m’\@
OH
COMPUESTO 15d

[0592] Una solucién del compuesto (15c) (807 mg, 1.06 milimoles), acido acético glacial (1.0 gramos, 16 mmol) y
trinidrato de fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF — tetrabutylammonium fluoride trihydrate) (2.36 gramos, 7.5
milimoles) en 20 ml de THF seco fue agitada la temperatura del cuarto durante 3 d.

La mezcla de la reaccion fue evaporada y purificada por medio de cromatografia de columna silice eluyéndose con
(DCM):(MeOH) (9:1) (v/v). Generacion del producto 408 mg, 72%.

[0593] *H NMR (CD30D) & 8.46 (1H, s, 6-H), 7.39 (2H, m, Ph), 7.28 (1H, m, Ph), 7.12 (1H, m, Ph), 6.75 (1H, bd),
6.27

(1H, dd, 1-H), 4.44 (1H, dt, 4-H), 3.96 (1H, t, 3-H), 3.86 (1H, dd, 5"-H), 3.77 (1H, dd, 5"-H), 2,72 (2H, d), 2.35-2.27
(2H, m, 2', 2"-H), 1.46 (9H, s, tBu), 1.27 (3H, d).
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Ejemplo 62: Preparacion del compuesto 15e

[0594]

S

r BB

o
N
Hni PR
R
OH

COMPUESTO 15e

[0595] EI compuesto (15d) (138.5 miligramos, 260 umol) fue disuelto en 500 pl de trimetilfosfato seco. Después de
enfriarse a 0 °C una solucién de oxicloruro de fésforo (POCI3) en trimetilfosfato seco fue agregada (400 pl de
solucién madre (120 mg/mililitros), 310 umol). La mezcla de la reaccion fue agitada a 0 °C durante 2 horas.
Subsiguientemente una solucién de tributilamoniopirofosfato (200 mg, 420 umol en 1.00 mililitros de DMF seco) y
tributilamona (123 mg, 670 pmol en 500 pl de DMF seco) fue agregada a 0 °C. La reaccién fue agitada a la
temperatura del cuarto durante 3 minutos y luego fue detenida por medio de la adicién de 1 ml de 1.0 M de
trietilamoniohidrogencarbonato.

Ejemplo 63: Preparacién del compuesto XV

[0596]
a j\”LNH;
I-gﬁ
8 % ow
HO=F. P .P.
EEN ARG
0

COMPUESTO XV

Remocién del grupo de proteccidon N-Boc

[0597] Después de la fosforilacion, 50 ul de la mezcla de la reaccion de fosforilacion es ajustada a un pH = 1
utilizando HCI incubada a la temperatura del cuarto durante 30 minutos. La mezcla es ajustada a un pH 5.5
utilizando NaOH y Na-acetato (pH 5.5) equimolares antes de una purificacién con TLC.

Purificacion de derivados de nucleétidos utilizando cromatografia de capa delgada (TLC - thin-layer chromatography)
[0598] De la mezcla cruda, se colocaron 20 muestras de 2 pl en un TLC de Gel de Kiesel 60 F254 (Merck).
Solventes organicos y nucleésidos no fosforilados fueron separados de los derivados de nucledsidos utilizando un
100% de metanol como una solucién ejecutora. Subsiguientemente, la placa de TLC es secada al aire y el derivado
del nucleétido es identificado por medio de sombras ultravioleta. El Kiesel que contenia al derivado del nucleétido
fue aislado y extraido 2 veces utilizando 10 mM de Na-acetato (pH = 5.5) como solvente. El gel de Kiesel fue
removido por medio de centrifugacién y el sobrenadante fue secado al vacio. El derivado de los nucleétidos fue re -
suspendido en 50-100 pl de H,O a una concentracion final de 1-3 mM. La concentracion de cada derivado de
nucleétido fue evaluada por medio de una absorcion ultravioleta antes de utilizarse en reacciones de extension de
polimerasas.

Ejemplo 64: Incorporacién de polimerasas de diferentes derivados de nucleétidos

[0599] Cebadores de extensiones diferentes fueron etiquetados 5’ con ¥p utilizando quinasas de polinucleétidos T4
usando el protocolo estandar (Promega, cat# 4103). Estos cebadores de extension fueron reconocidos para un
cebador tipo plantilla utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en un amortiguador de extension (20 mM de Hepes,
40mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse a 80 °C durante 2 minutos y luego enfriandose
lentamente a alrededor de 20 °C. El nucle6tido de tipo silvestre o los derivados de nucleétidos fueron agregados
entonces (alrededor de 100 puM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasas reversas AMV (Promega,
parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Las muestras fueron mezcladas con un colorante de formamida y
ejecutadas en una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto
radiografias (Kodak, BioMax film). La incorporacién puede ser identificada por el cambio de movilidad diferentes para
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los derivados de nucledtidos en comparacion al nucleétido de tipo silvestre. La figura 49 muestra la incorporaciéon de
varios derivados de nucledtidos. En la linea 1-5 el cebador de extension 5-GCT ACT GGC ATC GGT-3'
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1) fue utilizado junto con el cebador plantilla 5-GCT GTC TGC AAG
TGA TAA CCG ATG CCA GTA GC-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2), en la linea 6-11 el cebador
de extension 5'-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3) fue utilizado junto con
el cebador plantilla 5-GCT GTC TGC AAG TGA TGA CCG ATG CCA GTA GC-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 4) y en la linea 12-15 el cebador de extensiéon 5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERQO: 5) fue utilizado junto con el cebador plantilla 5-GCT GTC TGC AAG TGA CGT AAC CGA
TGC CAG TAG C-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6). La linea 1, dATP; la linea 2, el compuesto XI;
la linea 3, el compuesto I1X; la linea 4, el compuesto I; la linea 5, el compuesto II; la linea 6, no tenia nucledétidos; la
linea 7, dCTP; la linea 8, el compuesto VII; la linea 9, el compuesto X; la linea 10, el compuesto IV; la linea 11, el
compuesto lll; la linea 12, sin nucleodtidos; la linea 13, dTTP; la linea 14, dTTP y dATP; la linea 15, dTTP y el
compuesto X. Estos resultados ilustran la posibilidad de incorporar una variedad de derivados de nuclettidos de
dATP, dTTP y dCTP utilizando diferentes enlazadores y entidades funcionales. Otras polimerasas tales como Taq,
M-MLV y VIH también han sido probadas con resultados positivos.

Ejemplo 65: Incorporaciéon de polimerasas hidrélisis de derivados de nucleétidos gue contienen a enlazadores
separables de ésteres

[0600] Un cebador de extension (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1))
fue etiquetada con 5’ con 32P utilizando la quinasa de polinucledtidos T4 usando el protocolo estandar (Promega,
cat# 4103). Este cebador de extension fue recosido con un cebador tipo plantilla (5-TAA GAC CGA TGC CAG TAG
C-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 7)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en un amortiguador de
extensién (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse a 80 °C durante
2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. El nucleétido de tipo silvestre o los derivados de
nucleétidos fueron agregados entonces (100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasa reversa de
AMV (Promega, parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Muestras hidrolizadas fueron tratadas con 0.1 M de
NaOH a 50 °C durante 15 minutos y luego tituladas con HCI y NaoAc (pH 6.5) equimolar y purificadas por medio de
filtracion de gel de micro centrifugacion (BioRad). Las muestras fueron mezcladas con un colorante de formamida y
expuestas a una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto
radiografia (Kodak, BioMax film). La incorporaciéon puede ser identificada por medio de los cambios de movilidad
diferentes para los derivados de nucleétidos en comparacion con el nucleétido de tipo silvestre. La figura 50 muestra
la incorporacion de varios derivados de nucleétidos. La linea 1, el compuesto Il y el compuesto I; la linea 2, el
compuesto Il y 2 compuestos Il; la linea 3, la hidrélisis del compuesto 11l y del compuesto II; la linea 4, la hidrolisis
del compuesto Ill y 2 compuestos Il. Los resultados muestran que estos derivados de nucleétidos pueden ser
incorporados por medio de las polimerasas en este orden especifico. También muestra que uno o ambos de los
derivados de nucledtidos de los compuestos |l incorporados con un enlazador de ésteres pueden ser hidrolizados
especificamente en la plantilla de ADN y el derivado de nucleétidos del compuesto Il incorporado sin ningun
enlazador de ésteres esta intacto. Esto ilustra la posibilidad de incorporar a diferentes derivados de nucleétidos en
los casos en los cuales un derivado de nucleétido puede funcionar como el punto de adherencia (enlazadores no
separables) y al mismo tiempo liberar (enlazador separable) otros derivados de nucleétidos incorporados de la
plantilla de ADN para crear una molécula de muestra. Adicionalmente, esta informacién experimental muestra que
los derivados de nucledtidos con en lanzadores que contienen a ésteres separables pueden ser insertados por la
polimerasa sin ninguna reaccién con aminas en el lugar activo de la polimerasa o hidrolizarse durante el proceso de
incorporacion.

Ejemplo 66: Incorporacién de polimerasas y enlace transversal de derivados de nucleétidos

[0601] Un cebador de extension (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1))
fue marcada 5' con ¥P utilizando quinasas de polinucleétidos T4 utilizando el protocolo estandar (Promega, cat#
4103). Este cebador de extensiéon fue recosido con un cebador tipo plantilla (5-TAG ACC GAT GCC AGT AGC
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 8)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el amortiguador de
extension (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse a 80 °C durante
2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Los derivados de nuclettidos fueron agregados
entonces (alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasa reversa de AMV (Promega,
parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Los oligonucleétidos fueron purificados entonces utilizando filtraciéon de
gel de micro centrifugacion (BioRad). El enlace transversal fue realizado utlizando 10 mM de BS3
[Bis(sulfonilsuccinimida)suberato] (Pierce, cat# 21580) durante alrededor de una hora a 30 °C. Las muestras fueron
mezcladas entonces con un colorante de formamida y ejecutadas en una electroforesis en gel con un 10% de
poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto radiografia (Kodak, BioMax film). La figura 51A y 51B
muestra la incorporacién de varios enlaces trasversales (CL - cross-linking) de varios derivados de nucleétidos. La
figura 51A: linea 1, el compuesto Il y el compuesto II; la linea 2, el compuesto Il y el compuesto Il enlazados
transversalmente. Figura 51B: la linea 1, el compuesto Il y el compuesto I; la linea 2, el compuesto Il y el
compuesto | enlazados transversalmente. Los resultados muestran que estos derivados de nucle6tidos pueden ser
incorporados por la polimerasa en este orden especifico. También muestra que el compuesto Ill, el compuesto Il y el
compuesto | son modificados por el reactivo de enlace transversal BS3 (cambio de la movilidad) y por lo tanto

140



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

permite un enlace transversal (CL - cross-linking) entre los grupos reactivos en los derivados de nucleétidos del
compuesto Ill-compuesto Il y el compuesto lll-compuesto | mediados por la plantilla de ADN. En una forma
importante, los grupos de amidas de los derivados de nucleétidos en la ranura mayor son accesibles selectivamente
para modificaciones que promueven los enlaces trasversales entre diferentes derivados de nucle6tidos incorporados
en la plantilla del ADN.

Ejemplo 67: Incorporacion de polimerasas de varios d erivados de nucledtidos

[0602] Un cebador de extension (5-TCC GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:9)) fue marcado 5’ con ¥p ytilizando quinasas de polinucleétidos T4 usando el protocolo estandar
(Promega, cat# 4103). Este cebador de extension fue recosido con un cebador tipo plantilla (5-TGA ACC GAT GCC
AGT AGC-5' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:10)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el
amortiguador de extensiéon (20 mM de Hepes, 40 de mM KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse
a 80 °C durante 2 minutos y enfriarse entonces lentamente a alrededor de 20 °C. Este cebador tipo plantilla fue
etiguetado 3'Biotina-C6 para evitar una extension. Los derivados de nucledtidos fueron agregados entonces
(alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasa reversa de AMV (Promega, parte#
9PIM510) a 30 °C durante una hora. Las muestras fueron mezcladas con un colorante de formamida y ejecutadas en
una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto radiografia
(Kodak, BioMax film). La figura 52 muestra la incorporacion de varios derivados de nucleétidos. La linea 1, dTTP,
dCTP y dATP de tipo silvestre; la linea 2, el COMPUESTO XI; la linea 3 EL COMPUESTO Xl y el compuesto llI; la
linea 4, el COMPUESTO XI, el compuesto lll y dATP; la linea 5, EL COMPUESTO XI, el compuesto Ill y el
compuesto Xlll. Los resultados muestran que es posible incorporar a por lo menos 3 derivados de nucleétidos
diferentes después de otro utilizando una polimerasa. Consecuentemente, la polimerasa permite a varios derivados
de nucledtidos simultaneamente en el lugar activo sin una reduccion significativa de la actividad catalitica.

Ejemplo 68: Incorporacion de polimerasas de varios derivados de nucleétidos

[0603] Un cebador de extension (5-TCC GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:9)) fue marcado 5’ con ¥p utilizando quinasas de polinucledtidos T4 utilizando el protocolo estandar
(Promega, cat# 4103). Este cebador de extension fue recosido con un cebador tipo plantilla (5-TGA ACC GAT GCC
AGT AGC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:10)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el
amortiguador de extensién (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse
a 80 °C durante 2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Este cebador tipo plantilla fue
etiquetado 3'Biotina-C6 para evitar su extension. Los derivados de nucleétidos fueron agregados entonces
(alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasas reversas de AMV (Promega, parte#
9PIM510) a 30 °C durante una hora. Las muestras fueron mezcladas con un colorante de formamida y ejecutadas en
una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto radiografia
(Kodak, BioMax film). La figura 53 muestra la incorporacion de varios derivados de nucleétidos comparados a los
nucleétidos de tipo silvestre. Linea 1, dCTP, dTTP y dATP de tipo silvestre; linea 2, el compuesto I, el compuesto Il
y el compuesto XIll. Los resultados muestran que es posible incorporar a por lo menos 3 derivados diferentes de
nucledtidos sucesivamente utilizando una polimerasa. Consecuentemente, la polimerasa permite a varios derivados
de nucledtidos simultaneamente en el lugar activo sin una reduccion significativa de la actividad catalitica.

Ejemplo 69 al 74: Preparacioén de polimerasas mediada  por moléculas modeladas

Ejemplo 69: Enlace transversal de grupos aminos codificados por medio de la formacién de enlaces de ureas

[0604] Un cebador (5'-TCC GCT ACT GGT ATC GGX-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:11)) donde X
denota a deoxi-timidina-C6-NH,, (Glen research, cat #10-1039-90) fue marcado 5 con ¥p ytilizando quinasas de
polinucleétidos utilizando el protocolo estandar (Promega, cat# 4103) y purificandose por medio de filtracion de gel
de micro centrifugacion. El cebador (0.1 pmol) y 2pmol de un 2° cebador (5’XCA CTT GCA GAC AGC-
3'(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:12)) fueron recosidos en conjunto con 1 pmol del cebador tipo plantilla
(5-GCT GTC TGC AAG TGA CCG ATG CCA GTA GC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:13)) en un
amortiguador de hibridacién (20 mM de Hepes, 200 mM de NaCl, pH 7.5) al calentarse a 80 °C durante 2 minutos y
luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Subsiguientemente, 10 mM de N’,N’- CarbonilDiimidazol
(SigmaAldrich) se agregaron y las muestras se incubaron a 30 °C durante 2 horas. Las muestras fueron mezcladas
con colorante de formamida y ejecutadas en una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel
fue desarrollado utilizando auto radiografia (Kodak, BioMax film). Una descripcién esquematica de este experimento
se muestra a continuacion.
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Enlaces transversales por medio de la formacion de e nlaces de ureas
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[0605] Los resultados muestran que los grupos NH; adyacentes pueden formar un enlace covalente de urea por
medio de la reaccién con CDI. No se observaron reacciones en la ausencia de una secuencia tipo plantilla lo que
muestra que la reaccion depende de la proximidad cercana de los grupos NH; guiadas por la secuencia plantilla. La
formacion de enlaces de ureas también fue observada cuando el 0.5 por ciento de formaldehido fue utilizado como
un reactivo de enlace transversal (no se muestran los datos).

Ejemplo 70: Formacién de enlaces de amidas por medio de una reaccién de “relleno” utilizando un enlazador di-
amino.

[0606] En este experimento los acidos carboxilicos codificados por ADN son enlazados transversalmente por un 1,4
diaminobutano. Un cebador (5-TCC GCT ACT GGT ATC GGY-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:14))
donde Y denota a deoxi-timidina-C2-COOH (Glen research, cat #10-1035-90), fue marcado como 5 con ¥p
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utilizando quinasas de polinucledtidos T4 usando el protocolo estandar (Promega, cat# 4103) y purificado por medio
de filtracion de geles de micro centrifugacion. El cebador (0.1 pmol) y 2 pmol del 2° cebador (5'YCA CTT GCA GAC
AGC- 3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:15)) fueron recogidos conjuntamente con 1 pmol del cebador
plantilla (5-GCT GTC TGC AAG TGA CCG ATG CCA GTA GC-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:13))
en un amortiguador de hibridacion (20 mM de Hepes, 200 mM de NacCl, pH 7.5) al calentarse a 80 °C durante 2
minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Subsiguientemente, 100 mM de EDC (Sigma-Aldrich), 10
mM de N-hidroxisuccinimida (NHS, Sigma-Aldrich) y 10 mM de 1,4 diaminobutano (Merck) fueron agregados y las
muestras fueron incubadas a 30 °C durante 2 horas. Las muestras fueron mezcladas con un colorante de formamida
y ejecutadas en una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando
auto radiografia (Kodak, BioMax film). Una descripcidn esquematica de este experimento se muestra continuacion:

Enlaces transversales por medio de una reaccién de “ relleno”

COOH COOH

Cohadnr AH? Cehador AH?6

Cohadnr Plantilla AH?2R
L] 19
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Cebador plantilla AH28

[0607] Los resultados muestran que los grupos COOH codificados pueden ser acoplados covalentemente por un
enlazador bifuncional en el momento de la formacién de los enlaces de amidas. No se observé ninguna reaccion en
la ausencia de una secuencia plantilla lo que muestra que la reaccion es regida por la proximidad de los grupos
COOH suministrados por la secuencia plantilla. Resultados similares fueron obtenidos utilizando otros enlazadores
diaminos tales como el 1.6 diaminohexano, la esperimina y la espermidina (no se muestran los datos).

Ejemplo 71: Incorporacién de polimerasas de derivados de nucleétidos y enlaces transversales a puntos de anclaje
modelados.

[0608] Un cebador de extension (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:1))
fue marcado 5 con *P utilizando quinasas de polinucleétidos T4 usando el protocolo estandar (Promega, cat#
4103). Este cebador de extensidn fue recosido con un cebador plantilla (5'-GCT GTC TGC AAG TGA TAA CCG ATG
CCA GTA GC-3 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:3)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el
amortiguador de extensién (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse
a 80 °C durante 2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Los derivados de nucle6tidos fueron
agregados entonces (alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasa reversa de AMV
(Promega, parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Los complejos de oligonucleétidos fueron purificados
entonces utilizando una filtracion de gel de micro centrifugacién (BioRad). Un 2° enlazador (5-YCA CTT GCA GAC
AGC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:15)) donde Y denota el grupo reactivo deoxitimidina-C2-COOH
en el punto de anclaje, fue recosido al complejo de extension. La composicion de amortiguacion fue ajustada 20 mM
de HEPES-KOH, 200 mM de NacCl, pH=7,5. Los enlaces transversales fueron realizados utilizando 100 mM de EDC
y 10 mM de N-hidroxisuccinimida durante alrededor de 2 horas a 30 °C. Muestras relevantes fueron sujetas a
hidrélisis alcalina (0.1 M de NaOH, 50 °C durante 15 minutos). Las muestras fueron mezcladas con colorante de
formamida y ejecutadas en un gel desnaturalizante con un 10% de poliacrilamida de urea. Este gel fue desarrollado
usando auto radiografia (Kodak, BioMax film). Se muestra un bosquejo esquematico de este experimento a
continuacion:

144



ES 2571835713

Enlaces por medio de acoplamientos directos vy transl ocacion de un_B- aminoacido

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

NH.
COOH
0
0
Cebado |ﬂ Cebado
— |
(RIRRANRNANY TICERETInnant
Plantilla
pH = 8.0 EDC/NHS
HN——_20
o
[}
Cebado ” Cebado

—eee(UJ
(RLENRRRANNY)

Plantilla

Hidrdlisis de enlaces de

pH=12
H
Oy N 0
OH
OH
Cebado || Cebado
—_—ill
IRIRARNANART! FIVRRRERLTEL
Plantilla

[0609] Los resultados muestran que un grupo reactivo de un derivado de nucleétido incorporado por medio de una
polimerasa puede ser enlazado transversalmente a un grupo reactivo que es un punto de anclaje por medio de una
reaccion de “relleno” que forma enlaces de amidas. Ademas, el enlazador de ésteres del derivado de nucleétidos es
separado especificamente lo que permite la transferencia de una entidad funcional modelada a una 22 entidad
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modelada (punto de anclaje).

Ejemplo 72: Incorporacién de polimerasas de derivados de nucleétidos y enlaces transversales a un punto de
anclaje modelado por medio de una reaccién de “relleno”.

[0610] Un cebador de extension (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:1))
fue marcada 5 con *P utilizando quinasas de polinucleédtidos T4 usando el protocolo estandar (Promega, cat#
4103). Este cebador de extension fue recocido con un cebador plantilla (5-GCT GTC TGC AAG TGA TAA CCG ATG
CCA GTA GC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:3)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el
amortiguador de extension (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse
a 80 °C durante 2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. El compuesto Il (derivado de
nucleétido) fue agregado entonces (alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasas
reversas de AMV (Promega, parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Los complejos de oligonucleétidos fueron
purificados entonces utilizando filtracién de gel de micro centrifugado (BioRad). Un 2° cebador (5-XCA CTT GCA
GAC AGC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:12)), donde X denota al grupo reactivo deoxitimidina-C6-
NH2 del punto de anclaje, fue recosido al complejo de extensién. Se realizaron enlaces utilizando 10 mM de BS3
[Bis(sulfonilsuccinimida)suberato] (Pierce, cat# 21580) durante alrededor de 2 horas a 30 °C. Muestras relevantes
fueron sujetas a hidrdlisis alcalina (0.1 M de NaOH, 50 °C durante 15 minutos). Las muestras fueron mezcladas con
un colorante de formamida y ejecutadas en un gel de desnaturalizacion con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel
fue desarrollado utilizando auto radiografia (Kodak, BioMax film). Un bosquejo esquematico de este experimento se
muestra a continuacion:
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Enlaces por medio de “relleno” y translocacién de B- aminoécidos
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[0611] Una copia del gel se muestra la figura 54. Linea uno: sin nucleétidos, linea 2: dTTP, linea 3: el compuesto I,
linea 4: dTTP seguido por hidrélisis alcalina, linea 5: compuesto | seguido por hidrélisis alcalina, linea 6: dTTP
seguido por enlaces transversales de BS3, linea 7: el compuesto | seguido por enlaces transversales de BS3, linea
8: dTTP seguido por enlaces transversales de BS3 hidrdlisis alcalina, y la linea 9: el compuesto | seguido por
enlaces transversales de BS3 e hidrdlisis alcalina. Los resultados muestran que un grupo reactivo de un derivado de
nucleétidos incorporado por una polimerasa puede estar enlazado transversalmente a un grupo reactivo con un
punto de anclaje por medio de una reaccion de “relleno” que forma enlaces de amidas. Ademas, el enlazador de
ésteres del derivado de nucleétidos es separado especificamente lo que permite la transferencia de una entidad
funcional modelada a una 22 entidad modelada (punto de anclaje).

Ejemplo 73: Incorporacidon de polimerasas de 2 derivados de nucleétidos y los enlaces transversales entre 3
entidades codificadas.

[0612] Un cebador de extensién (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:16))
fue marcada 5’ utilizando quinasas de polinucledtidos T4 usando el protocolo estandar (Promega, cat# 4103). Este
cebador de extensién fue recosido con un cebador plantilla (5-GCT GTC TGC AAG TGA GTA CCG ATG CCA GTA
GC-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:17)) utilizando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el amortiguador
de extensiéon (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT) al calentarse a 80 °C
durante 2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Los derivados de nucledtidos V y X fueron
agregados entonces (alrededor de 100 pM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasas reversas de AMV
(Promega, parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Los complejos de oligonucleétidos fueron purificados
entonces utilizando filtracion de gel de micro centrifugacion (BioRad). Un 2° cebador (5-YCA CTT GCA GAC AGC-3’
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:15)) donde Y denota al grupo reactivo deoxitimidina-C2-COOH) del
punto de anclaje, fue recosido al complejo de extension. La composicion de amortiguamiento fue ajustada a 20 mM
de HEPES-KOH, 200 mM de NaCl, pH = 7.5 antes de la adicion de 100 mM de EDC y 10 mM de N-
hidroxisuccinimida. Estos resultados en los enlaces transversales de los grupos NH, de MG91 y el grupo COOH de
V y el COOH del 2° cebador. Muestras adecuadas fueron sujetas a hidrélisis alcalina (0.1 M de NaOH, 50 °C, 15
minutos). Un colorante de formamida fue agregado a las muestras antes de cargarse en un gel con un 10% de
poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto radiografia (Kodak, BioMax film). Una representacion
esquematica de este experimento se muestra a continuacion:

148



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

Enlaces de 3 entidades funcionales codificadas
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[0613] Este resultado muestra que 3 entidades funcionales codificadas pueden ser enlazadas transversalmente.
Ademas, un enlazador especifico puede ser separado selectivamente.

Ejemplo 74: Incorporacion de polimerasas en la translocacién (“compresion”) de B-aminoacidos.

[0614] Un cebador de extensién (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:16))
fue marcado 5 con *P utilizando quinasas de polinucledtidos de T4 utilizando el protocolo estandar (Promega, cat#
4103). Este cebador de extension fue recosido con un cebador plantilla (5'-TAG ACC GAT GCC AGT AGC
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:8)) usando 0.1 y 3 pmol respectivamente en el amortiguador de
extensién (20 mM Hepes, 40 mM KCI, 8 mM MgCI2, pH 7.4, 10 mM DTT) al calentarse a 80 °C durante 2 minutos y
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luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Los derivados de nucle6tidos 1l y Ill fueron agregados entonces
(alrededor de 100 uM) e incorporados utilizando 5 unidades de transcriptasas reversas de AMV (Promega, parte#
9PIM510) a 30 °C durante una hora. Los oligonucleétidos fueron purificados entonces utilizando filtracién de gel de
micro centrifugacion (BioRad) seguido por una liofilizacién. El complejo de oligonucleétidos fue disuelto en piridina y
se agregd Escan-diotriflourometanosulfonato (catalizador) en piridina a una concentracion final de 10 mM vy la
mezcla de la reaccion fue incubada a 50 °C durante una hora. Muestras relevantes fueron sujetas a hidrolisis
alcalina utilizando 0.1 M de NaOH a 50 °C durante 15 minutos. El colorante de formamida fue agregado a las
muestras antes de cargarse en un gel con un 10% de poliacrilamida de urea. El gel fue desarrollado utilizando auto
radiografia (Kodak, BioMax film). Una representacion esquematica se muestra a continuacion:
Compresion y translocacién de un _ -aminocido
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[0615] Los resultados muestran que un grupo reactivo de una entidad funcional puede reaccionar con un grupo
reactivo de otra entidad funcional formando un enlace de amidas. La reaccion resulta en una translocacion de una
entidad funcional a una 22 entidad funcional con una separacion simultanea del enlazador que conecta a la primera
entidad funcional y al derivado de nucleétidos que codifican a dicha entidad funcional. En esta configuraciéon
experimental un di-péptido que comprende a 2 B- aminoacidos es producido. Por lo tanto, la incorporacion de una
plantila de ADN de varios (3 o mas) derivados de nucleétidos que comprende a B-aminoacidos en forma de
entidades funcionales permitiria varios eventos de translocacién que producen a acidos de B-péptidos que
comprenden a 3 o mas B-aminoacidos. En este ejemplo, la reaccién entre los grupos reactivos de entidades
funcionales ocurre en un entorno no acuoso. En un aspecto preferido, la reacciéon entre los grupos reactivos de
entidades funcionales ocurre directamente en el momento de la incorporacion de un derivado de nucleétidos que
comprende a dicha entidad funcional por medio de una reaccion de “compresién”. Esto puede lograrse al
incrementar la reactividad de los enlaces de ésteres al introducir a varias entidades quimicas tales como los
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tioésteres, ésteres fendlicos, ésteres tiofendlicos, ésteres fendlicos o tiofendlicos o ésteres de N-hidroxisuccimidas
di-, tri-, o tetra-fluoro activados.

Ejemplo 75: Descripcién estructural del experimento A en silice de una molécula presentada en una plantilla creada
utilizando la incorporacién de polimerasas de derivados de nucleétidos.

[0616] Un aspecto de este invento utiliza una polimerasa adecuada para una incorporacion especifica de derivados
de nucledtidos en una plantilla de ADN. Esta incorporacion se logra utilizando una plantilla que contiene elementos
codificadores. La plantilla es utilizada por la polimerasa para incorporar a los derivados de nucleétidos en un orden
especifico basandose en estos elementos codificadores (figura 55). Este proceso es especifico debido a los grupos
de reconocimiento en los derivados de nucleétidos.

[0617] Los diferentes nucleétidos son modificados en posiciones especificas (por ejemplo, la figura 9) para permitir
la incorporacion de las polimerasas y al mismo tiempo exponer a las entidades funcionales enlazadas en o fuera de
la ranura principal de la hebra de ADN expuesta al solvente tal como se muestra en la figura 55A. La incorporacion
consecutiva de los derivados de nucleétidos por la polimerasa permitira que surjan varias reacciones entre las
entidades funcionales enlazadas. Las reacciones son determinadas por el tipo de grupos reactivos integrados en
cada entidad funcional (ejemplos mostrados en las figuras 11-21). Adicionalmente, la plantilla de ADN organizara a
las entidades funcionales en una geometria especifica que depende de la estructura helicoidal de la plantilla de
ADN. Esta geometria puede, por ejemplo, ser controlada por diferentes tipos de enlazadores que unen a la entidad
funcional y al elemento complementario. Por lo tanto, el enlazador es disefiado para preferir la reaccién entre los
grupos reactivos en derivados de nucledtidos. El disefio del enlazador sera diferente dependiendo en qué tipo y
como los grupos reactivos estan organizados en las entidades funcionales. El enlazador también puede ser
disefiado para guiar la reaccion entre los grupos reactivos en una direccién especifica. Varios grupos reactivos
también pueden ser utilizados para dirigir la reaccion entre los grupos reactivos. La proximidad cercana y geometria
optimizada de los derivados de nucledtidos mejorara drasticamente a la tasa de reaccién entre los grupos reactivos y
las diferentes entidades funcionales. La tasa de reaccién entre los grupos reactivos es rapida debido a la alta
concentracion local de los derivados de nucleétidos incorporados en la molécula de la plantilla de ADN en
comparacion a lo que resultaria si se les permitiera esparcirse libremente en la solucién.

[0618] La figura 55A muestra un ejemplo en el cual los derivados de nucleétidos, el compuesto I, el compuesto X'y
el compuesto V, son incorporados por una polimerasa después de haberse incorporado entre si en la misma plantilla
de ADN. La sintesis de estos derivados de nucleétidos fue descrita en detalle anteriormente. Los datos
experimentales que muestran a la incorporacion de transcriptasas reversas de AMV de estos derivados de
nucledtidos pueden verse en el ejemplo 64. Estos derivados de nucleétidos incorporados son organizados
estructuralmente, por el enlazador que conecta al elemento complementario y a la entidad funcional, para promover
la reaccion entre los grupos reactivos en cada uno de los derivados de nucleétidos. La distancia entre la amina en el
compuesto Il y la amina del COMPUESTO X en la cadena de lado largo se calcula que es entre 3.1 Ay 175 Ay la
distancia entre la amina en el compuesto Il y la amina en el COMPUESTO X en la cadena lateral corta se calcula
que es entre 3.0 A y 14.6 A dependiendo de la orientacién precisa del enlazador y de la entidad funcional en la
plantilla de ADN. La distancia entre el carbono carbonilo en el derivado de nucleétidos, el compuesto V, y amina que
tiene una cadena lateral larga en el derivado de nucleétido, COMPUESTO X, es entre 4.2 Ay 19.8 Ay la distancia a
la amina del COMPUESTO X de la cadena lateral corta se calcula que esta entre 3.7 Ay 16.5 A lo cual también
depende de la orientacion precisa. La proximidad cercana de los derivados de nucleétidos, el compuesto Il, EL
COMPUESTO X y 1973 en la plantilla de ADN promovera un enlace quimico de los grupos reactivos en estos
derivados de nucle6tidos.

[0619] Estos 3 derivados de nuclettidos pueden ser enlazados entre si a través de sus grupos reactivos utilizando
varios reactivos quimicos. Un reactivo posible que puede usarse es el [Bis(sulfonilsuccinimida)suberato] (Pierce,
cat# 21580). Comunmente una concentracién de alrededor de 0.25-10 mM es utilizada para este analogo. Este
reactivo enlazard transversalmente a 2 aminas entre los derivados de nucledtidos, el compuesto Il y el
COMPUESTO X. Este reactivo en particular insertard un separador de 8 carbonos entre los grupos reactivos y es
capaz de conectar a una distancia de 11.2 A en una configuracion extendida. Por lo tanto, el enlazador de BS3 es
capaz de enlazar las aminas del compuesto Il y cualquiera de las aminas del compuesto X. Existen otros reactivos
gue podrian ser utilizados (mas largos o mas cortos) para obtener casi cualquier tipo de separadores entre los
grupos aminos reactivos. El acido carboxilico en el compuesto V de derivados de nucleétidos y una de las aminas en
el COMPUESTO X de derivados de nucleétidos pueden enlazarse juntas utilizando a, por ejemplo, carbodiimidea de
1-Etil-3-(3-dimetilaminopropilo) (EDC) y N-Hidroxisuccinimida (NHS). Esta reaccién hara una conexién directa entre
los grupos reactivos en el COMPUESTO X y en el compuesto V de derivados de nucleétidos. Estas 2 reacciones
resultan en una nueva molécula compuesta de estos derivados de nucledtidos los cuales estan adheridos
covalentemente entre si a través de reactivos de acoplamiento (figura 55B). Esta molécula especifica modelada por
una plantilla de ADN es producida utilizando quimica de acoplamiento de relleno (BS3) y de acoplamiento directo
(EDCINHS) ejemplos de enlaces transversales entre derivados de nucleétidos incorporados son mostrados
anteriormente. Otros tipos de métodos de acoplamiento que podrian ser utilizados son la compresion por medio de
translocacion o por medio de apertura anular. Estas estrategias de acoplamiento necesitan otros tipos de disefio de
enlazadores tal como se describe en este invento.
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[0620] En esta etapa, todas las entidades funcionales todavia estan adheridas a la plantilla de ADN a través de un
enlazador que junta a la entidad funcional y al elemento complementario. El elemento este integrado en el enlazador
del compuesto Il y del compuesto X de derivados de nucleétidos puede hidrolizarse especificamente (refiérase al
ejemplo 65 para detalles experimentales) para liberar a las entidades funcionales de estos 2 derivados de
nucleétidos de la plantilla de ADN. La reacciéon de hidrolisis resulta en una nueva molécula que esta adherida
solamente a la plantilla de ADN a través del enlazador de los derivados de nucleétidos del compuesto V (figura 55C).
Esta molécula puede extenderse afuera de la plantilla de ADN hacia adentro de la solucién y volverse accesible
(presentada) para su interaccion con otras moléculas en la solucion.

[0621] Esta molécula modelada, como parte una biblioteca de muchas moléculas modeladas diferentes, puede ser
usada finalmente en un procedimiento de seleccién para identificar a moléculas que enlazan a varios objetivos. Una
descripcion detallada del procedimiento de seleccion puede encontrarse en otras secciones de este documento.

Ejemplo (modelo) 76: Sintesis de PNA-base enlazada

[0622] Polimeros de PNA son enlazados a elementos complementarios por medio de particulas separables de
bencil- o benciloxicarbonilo enlazadas a la parte base de cada monémero de PNA. Un acido carboxilico es utilizado
como punto de anclaje para el complejo de oligonucleétidos. Cada bloque de construccién es recosido a una plantilla
de oligonucleétidos (no se muestra)

Paso A: Polimerizacién

[0623] A una solucion amortiguada acuosa (10uL, 1M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 6-10,
preferiblemente 7-9) de complejos de oligonucledtidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) se le agrega un
reactivo de acoplamiento de péptidos (0.1 mM - 100 mM, preferiblemente 1-10 mM) que se ejemplifica por, pero no
se limitan a EDC, DCC, DIC, HATU, HBTU, PyBoP, PyBroP o tetrafluoroborato de N-metil-2-cloropiridinio y un
modificador de acoplamiento de (0.1 mM-1 uM, preferiblemente 1-10 mM) ejemplificado por, pero sin limitarse a,
NHS, sulfo-NHS, HOBt, HOAt, o DhbtOH en un solvente adecuado (1 pul), por ejemplo, agua, metanol, etanol,
dimetildormamida, dimetilsulféxido, etilenglicol, acetonitrilo 0 una mezcla de estos. Las reacciones se ejecutan a una
temperatura entre -20 °C y 60 °C. Los tiempos de reaccion estan entre una hora y una semana, preferiblemente
entre una hora-24 horas.

El procedimiento que se acaba de describir ejemplifica a la polimerizaciéon en una escala de 11 pl, pero cualquier
otro volumen de reaccion entre 1.1 ply 1.1 | puede ser utilizado.

Paso B: Separacion y desproteccion del enlazador

[0624] Los grupos protectores de Chz- y Bencilos pueden ser removidos por medio de una variedad de métodos,
[Greene;1999; ] debido a su moderacién, la reduccién catalitica a menudo es el método escogido. Combinar a un
catalizador de hidrogenacion insoluble, por ejemplo, Pd/AI203, Pd/CaCO3, Pd/C, PtO2, o a unos solubles, por
ejemplo, el catalizador de Wilkinsons y una fuente de hidrégeno ejemplificada, pero sin limitarse a Hy, formiato de
amonio, acido férmico, 1,4-ciclohexadieno, y ciclohexeno en un solvente adecuado como agua, metanol, etanol,
dimetil-formamida, dimetilsulfoxido, etilenglicol, acetonitrilo, &cido acético o una mezcla de estos con los complejos
de oligonucledtidos remueve a los grupos protectores de Cbz- y Bencilos.
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_{ | - Designa una secuencia de 10-20 nucle6tidos. El enlace es un oligonucleétido (por ejemplo, un 40'mer)
modificado en una terminal permitiendo la adherencia de una base de una unidad PNA.

Esquema para la sintesis de los bloques de construccion:
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Paso A, B:

[0625] A una solucion de DCM (20 ml) de 4-nitrofenolcloroformiato (5 mmol) enfriados en un bafio de hielo/agua se
le agrega (4-etinilfenil)metanol (5 mmol) disuelto en DCM (20 ml) en forma de gotas. Después de una hora, el bafio
de hielo es removido. La reacciéon es monitoreada por medio de TLC. Cuando se completa, el éster etilico de acido
(6-aminopurin-9-il)-acético (5 mmol) en piridina (20 ml) son agregados y se dejan para que reaccionen durante 16
horas a la temperatura del cuarto. Los volatiles son removidos al vacio y el residuo es purificado por medio de
cromatografia.

Paso C, D:

[0626] Los pasos C [Hyrup;1996; Bioorganic & medicinal chemistry (Quimica bioorganica y medicinal); 5-23] y
D[Schmidt;1997; Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos Nucleicos); 4792-4796,B6hler;1995; Nature
(Naturaleza); ] son bien conocidos de la literatura.

Paso E

[0627] Una solucién de DMF (2 ml) del nucleésido sustituido por yodo protegido (0.34 milimoles), el alquino (0.69
milimoles, 2 eq), DIEA (0.25 mL) es purgada con Ar durante 5 minutos. Se agrega paladio de trifenilfosfina de
tetrakis (0.03 milimoles, 0.1 eq) y Cul (0.07 milimoles, 0.2 eq) y la mezcla es calentada a 50 °C y mantenida de esa
forma durante 20 horas. La evaporacion de los volatiles después de una cromatografia genera al nucleésido
modificado deseado el cual es convertido a su amidita de fésforo e incorporada a un oligonucleétido.
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Ejemplo (modelo) 77: Sintesis de PNA - enlazada por nitrégeno

[0628] Los monomeros de PNA son enlazados a sus elementos complementarios por medio de particulas de bencilo
enlazadas a la parte base de cada monémero de PNA. Una amina es utilizada como punto de anclaje al complejo de
oligonucledtidos. Cada bloque de construccién es recosido a una plantilla de oligonucleétidos (no se muestra).
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| Designa un enlace de valencia entre los nucleétidos modificados.
Paso A: polimerizacién

[0629] A una solucidon amortiguada acuosa (10uL, 1 M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 6-10,
preferiblemente 7-9) de complejos de oligonucledtidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) se le agrega un
reactivo de acoplamiento de péptidos (0.1 mM - 100 mM, preferiblemente 1-10mM) ejemplificado por, pero sin
limitarse a, EDC, DCC, DIC, HATU, HBTU, PyBoP, PyBroP o tetrafluoroborato de N-metil-2-cloropiridinio y un
modificador de acoplamiento de péptidos (0.1 mM-1 uM, preferiblemente 1-10 mM) ejemplificado por, pero sin
limitarse a, NHS, sulfo-NHS, HOBt, HOAt, o DhbtOH en un solvente adecuado (1 pl) por ejemplo, agua, metanol,
etanol, metilformamida, dimetilsulféxido, etilenglicol, acetonitrilo o una de estas mezclas. Las reacciones son
ejecutadas a temperaturas entre -20 °C y 60 °C. Los tiempos de reaccién estan entre una hora y una semana,
preferiblemente entre 1 hora y 24 horas.

El procedimiento que se acaba de describir ejemplifica la polimerizacion de una escala de 11 pl, pero cualquier otro
volumen de reaccioén entre una. 1 pl y uno. 1 | podria utilizarse.

Paso B:

[0630] Los grupos protectores de Chz-y de bencilos podrian ser removidos con una variedad de métodos, [Greene y
Wuts;1999;] debido a su moderacidn, la reduccion catalitica es a menudo el método escogido. Combinar a un
catalizador de hidrogenacion insoluble, por ejemplo, a Pd/Al203, Pd/CaCO3 Pd/C, PtO2, o a unos solubles, por
ejemplo, el catalizador de Wilkinsons y una fuente de hidrégeno ejemplificada, pero sin limitarse a H,, formiato de
amonio, acido férmico, 1,4-ciclohexadieno, y ciclohexeno en un solvente adecuado tal como el agua, metanol,
etanol, dimetilformamida, dimetilsulféxido, etilenglicol, acetonitrilo, acido acético o una mezcla de estos con los
complejos de oligo nucledtidos remueve a los grupos protectores de Cbz- y de bencilos.

Ejemplo 78 (modelo): Polisacéaridos
Esquema general para la sintesis de polisacaridos

156



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

[0631]

Deoxirribosa

ES 2571835713

Deoxirribosa

“KH
/ H-{aﬂ
H ] \ C
e Deoxirribosa -."H THH . (separacion del
J_ enlazador) y

L e —— Paso A
Secuencia del cebador
despolimerizacion

g
|
1 .l'. H
HH"J—I'-:
o,

Paso B
activacion

remocion del
. grupo protector
|

Secuencia del cebador

4 HO

A
H i

gl H!}_ '\-\.;} J

HiHG ™ ,fl=-=.:.
l-ll::r|-||:|J M
Deo><|rr|bosa ;
\_\};‘4&1 del cebador

Deoxirribosa

A

n'ﬂ:'“"u o

Deo><|rr|bosa
g -u".-llﬂ.

kTm

157



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571835713

Paso A

[0632] Una secuencia cebadora modificada con un acido carboxilico (por ejemplo, Glen Research Carboxi-dT cat.
No. 10-1035-) que ha sido adherida a un 2-amino-azUcar es recosida a una plantilla (no se muestra) y extendida con
nucleétidos modificados que portan a unidades de hexosa. Pg (grupo protector - protection group) es un grupo
protector [Seeberger;2000; Chem. Rev.; 4349-4393,Seeberger;2001; ] ejemplificado, pero sin limitarse a, Ac, Bz,
Lev, Piv, silanos (SiR3 donde R es un alquilo inferior), Lg es un grupo tipico que abandona de la quimica de los
carbohidratos ejemplificado, pero sin limitarse a, halégenos, tricloroacetamidatos, mercaptanos, fenoles, ésteres de
fosfato y fosfatos de nucleésidos de azucar o fosfatos de azlcar para una sintesis enzimatica de carbohidratos
[Wong;1994; Tetrahedron Organic Chemistry Series (Series de Quimica Organica de Tetraedro); ]. Los polisacaridos
también pueden ser sintetizados utilizando a glicales.

Paso B: Activaciéon de enlazadores

[0633] Los enlaces de ésteres son separados con hidroxido acuoso a un pH de 9-12 a la temperatura del cuarto, 16
horas en un solvente adecuado tal como el agua, el metanol, el etanol, la dimetilformamida, el dimetilsulféxido, el
etilenglicol, el acetonitrilo 0 una mezcla de estos.

[0634] Los carbohidratos tienen algunas funcionalidades OH- permitiendo la adherencia del elemento
complementario. Este ejemplo muestra a un trimero pero cualquier combinacion de bloques de construccion pues
ser utilizada.

Adherir unidades de carbohidratos a una plantilla podria reducir la tendencia de estas unidades para plegarse en
estructuras secundarias facilitando, por lo tanto, la sintesis de los polisacaridos.
Ejemplo (modelo) 79: Acrilamida

Esquema general para la sintesis de una poliacrilami___ da:
[0635]

T T i W WP

[ — Paso A

Polimerizacion

Iniciador radical

o
H :.:' Paso B

Activacion (Separacion
del Enlazador)
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[0636] Una secuencia cebadora modificada terminalmente que porta a un atomo de yodo es recosida a una plantilla
de oligonucledtidos (no se muestra) y extendida con nucleétidos modificados que portan a unidades de acrilamidas
N-sustituidas.

Paso A: polimerizacion

[0637] Las acrilamidas son polimerizadas en una reaccion radical sucesiva que empieza por medio de la abstraccion
del atomo de yodo por un iniciador radical que forma un atomo carbono que se basa en el radical.

A una solucién amortiguada acuosa (10uL, 1 M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 6-10, preferiblemente 7-
9) de complejos de oligonucledétidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) que porta a unidades acrilamidas N-
sustituidas se le agrega un iniciador radical (0.1mM-100mM, preferiblemente 1-10 mM) ejemplificado pero sin
limitarse a peroximonosulfato, AIBN, di-terc-butilperéxido, terc-butilperéxido, peréxido de hidrogeno o acetato de
plomo en un solvente adecuado (1 pl), por ejemplo, agua, metanol, etanol, dimetilformamida, dimetilsulfoxido,
etilenglicol, acetonitrilo, o una de sus mezclas, aplicando opcionalmente luz ultravioleta, ultrasonidos o microondas.
Las reacciones son ejecutadas a temperaturas entre -20 °C y 100 °C, preferiblemente entre 0 °C y 60 °C. Los
tiempos de reaccion son de entre una hora y una semana, preferiblemente 1 hora-24 horas.

El procedimiento anterior ejemplifica la polimerizacion en una escala de 11 pl, pero cualquier otro volumen de
reaccion entre 1.1 microlitros y 1.1 | podria ser utilizado.

Paso B: Activacién

[0638] El enlace N-O es susceptible a separarse por medio de reduccion utilizando catalizadores de hidrogenacion y
un hidrégeno adecuado o en la presencia de ciertas sales metalicas.

[0639] A una solucidén amortiguada acuosa (10uL, 1 M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 4-10,
preferiblemente 4-7) de complejos de oligonucle6tidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) se le agrega
reductores (0.1mM-100mM, preferiblemente 1-10 mM) ejemplificados, pero sin limitarse a, yoduro de samario (Il),
cloruro o manganeso (lll) de estafio (Il) en un solvente adecuado (1 pl), por ejemplo, agua, metanol, etanol,
dimetilformamida, dimetilsulféxido, etilenglicol, acetonitrilo, 0 una de estas mezclas. Las reacciones son ejecutadas a
temperaturas entre -20 °C y 100 °C, preferiblemente entre 0 °C y 60 °C. Los tiempos de reaccién son entre una hora
y una semana, preferiblemente una hora-24 horas.

El procedimiento que se acaba de describir ejemplifica la polimerizacién en una escala de 11 pl, pero cualquier otro

volumen de reaccién entre 1.1 ul y 1.1 | podria ser utilizado.
Sintesis de bloques de construccion:
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[0640]

160

Paso D

acrilcloruro
2,5-di-terc-butilpiridina

DCM

5’ Trifosfato
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Paso a:

[0641] Se purga una solucion de DMF (20 ml) del nucleosido sustituido de yodo protegido (3.4 milimoles), el alquino
(6.9 milimoles, 2eq, Aldrich P51338), DIEA (2.5 mL) con Ar durante 5 minutos. Se agrega paladio de trifenilfosfina de
tretakis (0.3 milimoles, 0.1 eq) y Cul (0.7 milimoles, 0.2 eq) es agregado y la mezcla es calentada a 50 °C y
mantenida asi durante 20 horas. Al enfriarse, se agrega a la mezcla 700 ml de dietiléter. La fase organica es lavada
con cloruro de amonio (sat, aq, 250 ml) y agua (250 ml), se evaporan a los volatiles seguido por una extirpacién con
tolueno (400 ml) genera al nucledsido modificado deseado que es purificado por medio de cromatografia de
columnas (gel silice, eluyente de acetato de heptano/etilico).

Paso B:

[0642] Al nucledsido modificado obtenido en el paso a (2 mmol) en etanol (30 ml) se agrega un hidrato de hidracina
(400 mg, 8 mmol, 4 eq.) y la mezcla es agitada a 20 °C. La reaccién es monitoreada por medio de TLC. Al
completarse los volatiles son removidos al vacio y el residuo es purificado por medio de cromatografia.

Paso C:

[0643] A la amida obtenida en el paso B (0.5 milimoles) se le agrega DMF (10 ml), benzaldehido (0.6 milimoles, 1.2
eq), acido acético (100 pl, 1%) y cianoborohidruro de sodio (0.6 milimoles). Reacciona a 20 °C, durante 16 horas y
es neutralizada con NaHCO3 (aqg, 10mL, 5%) y extraida con acetato etilico (3x100 mL). La fase organica combinada
es lavada con NHA4CI (sat, ag, 50 mL) y agua (50 mililitros) y secada sobre Na2SO4. Cuando se evapora el acetato
etilico, el residuo puede ser purificado por medio de cromatografia.

Paso D:

[0644] El producto obtenido en el paso C (0.1 mmol) es disuelto en diclorometano en la presencia de 2,6-di-
tertbutilpiridina (0.4 mmol) y enfriado a 0 °C para agregarse acrilcloruro (0.15 milimoles) en diclorometano (2 ml) en
forma de gotas. Después de una hora de reaccién a 0 °C a la temperatura se le permite elevarse a 20 °C y la
reaccion es neutralizada después de una hora con NaHCO3 (aq, 3 mL, 5%). Las fases son separadas y la fase
organica es reducida al vacio. El residuo es absorbido en acetato etilico y lavado con HCl(aq) (0.1 M, 3 mL),
NaHCO3 (aq, 3 mL, 5%) y agua (3 ml). Al evaporarse el acetato etilico, el producto es extirpado con tolueno (2x20
mL), purificado por cromatografia y convertido al tipo de bloque de construcciéon deseado, por ejemplo, un 5'-
trifosfato.

Ejemplo (modelo) 80: Sintesis de [-péptidos

Esquema general para la sintesis de  B-péptidos:
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[0645]
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[0646] EI precursor de aminas podria ser una amina que porte a un grupo protector [Greene and Wuts;1999; ], por
ejemplo, pero sin limitarse a, carbamato de bencilo, carbamato de parametoxibencilo, carbamato de 2-trimetilsililetilo,
carbamato de 2,2,2-tricloroetilo. Estos grupos protectores son removidos por medio de hidrogendlisis, un tratamiento
moderadamente acido, tratamiento de fluoruro y un tratamiento con polvo de Zn respectivamente. Alternamente, el
precursor de aminas podria ser un grupo nitro o una azida. Ambos son convertidos a aminas por medio de una
reduccion. La posterior es reducida bajo condiciones moderadas utilizando fosfinas.

Paso B

[0647] La amina libre generada en el paso A ataca a la unidad de NTA cercana para iniciar el proceso.

Paso C

[0648] La separacién del enlazador es ejecutada utilizando radiacién ultravioleta (250-500 nm) en una solucion

amortiguada de complejos de oligonucleétidos (pH 5-10) para liberar parcialmente a un péptido beta.
Ejemplo (modelo) 81: sintesis de B-peptoides

Esquema general para la sintesis de  B-peptoides
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[0649]
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Paso A

[0650] El precursor de aminas puede ser una amina que porta a un grupo protector [Greene y Wuts;1999;] , por
ejemplo, pero sin limitarse a, carbamato de bencilo, carbamato de parametoxibencilo, carbamato de 2-trimetilsililetilo,
carbamato de 2,2,2-tricloroetilo. Estos grupos protectores son removidos por medio de hidrogendlisis, un tratamiento
acido moderado, un tratamiento de fldor y un tratamiento con polvo de Zn respectivamente. Alternamente, el
precursor de aminas puede ser un grupo nitro o una azida. Ambos son convertidos a aminas por medio de
reducciones. El segundo también es reducido bajo condiciones moderadas utilizando fosfinas.

Paso B
[0651] La amina libre generada en el paso A ataca a la unidad [1,3]Oxazinan-6-ona cercana que forma inicialmente
un aminal inestable debido a la apertura anular. Esto colapsa a un aldehido que libera a una amina secundaria la

cual ahora es capaz de continuar el proceso que resulta en este caso en un pB-peptoide.
Sintesis del bloque de construccion
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[0652]

Paso B

Tolueno

acido (ilegible)

(4] i
% ;;:} .
o

Ejemplo (modelo) 82: Sintesis de poliamidas

[0653] Los bloques monoméricos de construccion que se alternan de tipo X-X y Y-Y son incorporados (el principio
mostrado en la figura 16) seguido por un paso de polimerizaciéon que resulta en la formacién de enlaces entre Xy Y

en mondémeros cercanos.
Sintesis del bloque de construccién

ES 2571 835T3
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[0654]
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Paso A: cicloadicion 2 + 2

[0655] Se mezclan el éster de dimetilo de acido 2-alil-maldnico (1 mmol) y el isicianato de clorosulfonilo (1 mmol) en
THF a 20 °C y se deja que reaccionen durante 7 dias. El producto crudo es utilizado sin purificacién.

Paso B: Proteccion de la di-amina

[0656] Se mezcla a 1,3-diamino-propan-2-ol (1 mmol) y a anhidrido trifluoroacético (2 mmol) en dietileter a 0 °C y se
lo deja que reaccione a esta temperatura durante 4 horas. La mezcla de la reaccion es extraida con 1 M de HCI,
NaHCO3 (aq) y agua. El producto es obtenido por medio de la evaporacién de la fase organica.

Paso C: Formacion del carbamato

[0657] La 2,2,2-trifluoro-N-[2-hidroxi-3-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-propil]-acetamida (1.5 mmol) obtenida en el paso

B es disuelta en THF junto con el isicianato de clorosulfonilo (1.5 mmol) y se deja a que reaccionen a 20 °C durante
6 horas. El producto crudo es utilizado sin purificaciones.
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Paso D: Aminacién reductiva

[0658] El aldehido (5 mmol) es disuelto en un MeOH minimo y se le agrega una amina (6 mmol), cianoborohidruro
de sodio (6 mmol) y acido acético. Al agitar a los volatiles durante la noche y removerlos el producto es purificado
por medio de cristalizacién o cromatografia.

Paso E: Formacién de sulfonamidas

[0659] El producto crudo del paso A o del paso C en THF es agregado a la amina obtenida en el paso D en una
mezcla de agua/THF en la presencia de la base y se deja a que reaccionen a 20 °C durante 4 horas. Entonces la
mezcla es expuesta a reflujos durante la noche. Al enfriarse, el solvente es removido y el residuo es purificado por
cromatografia.
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Preparacion del bloque de construccion oligo

[0660] Las diaminas y los diacidos protegidos son adheridos a los oligonucledtidos modificados que portan una
funcionalidad amino primaria utilizando EDC y NHS en un amortiguador acuoso (pH 5-8, preferiblemente 6-7). Los
grupos protectores (ésteres de metilo y acetamidas de trifluor) son removidas en un amortiguador acuoso (pH 10-
12). Alternamente, los grupos protectores permanecen en los bloques de construccién y son removidos después de
recoserse a la plantilla de oligonucleétidos

Preparacion de bibliotecas

[0661]
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Polimerizacion:

[0662] A una solucion amortiguada acuosa (10uL, 1M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 6-10,
preferiblemente 7-9) de complejos de oligonucleétidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) que portan a di-
aminas y a acidos di-carboxilicos se le agrega un reactivo acoplador de péptidos (0.1 mM-100 mM, preferiblemente
1-10 mM), por ejemplo, pero sin limitarse a, EDC, DCC, DIC, HATU, HBTU, PyBoP, PyBroP o tetrafluoroborato de N-
metil-2-cloropiridinio y un modificador de acoplamiento de péptidos (0.1 mM- 100 mM, preferiblemente 1-10 mM), por
ejemplo, pero sin limitarse a NHS, sulfo-NHS, HOBt, HOAt, DhbtOH en un solvente adecuado (1 pl), por ejemplo,
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agua, metanol, etanol, dimetilformamida, dimetilsulféxido, etilenglicol, acetonitriio o una de sus mezclas. Las
reacciones se ejecutan a temperaturas entre -20 °C y 60 °C. Los tiempos de reaccion son de entre una hora y una
semana, preferiblemente 1 hora-24 horas. El procedimiento que se acaba de explicar ejemplifica la polimerizacién en
una escala de 11 pl, pero cualquier otro volumen de reaccion entre 1.1 pl y 1.1 | puede ser utilizada.

Activacion (separacion de enlazadores):

[0663] Los enlazadores son separados por medio de un tratamiento con acido pH 0-5.0-40 °C durante 10 minutos-10
horas.

Referencias

[0664]

(1) Greene, T. W.; Wuts, P. G. M. Protective Groups in Organic Synthesis (Grupos Protectores en la Sintesis
Organica); 32 ed.; John Wiley & Sons: Nueva York,1999.

(2) Hyrup, B.; Nielsen, P. E. Bioorganic & medicinal chemistry (Quimica bio - organica y Medicinal) 1996, 4, 5-23.

(3) Schmidt, J. G.; Christensen, L.; Nielsen, P. E.; Orgel, L. E. Nucleic Acids Research (Investigacion de Acidos
Nucleicos) 1997, 25, 4792-4796.

(4) Bohler, C.; Nielsen, P. E.; Orgel, L. E. Nature (Naturaleza) 1995, 376.

(5) Seeberger, P. H.; Haase, W. C. Chem. Rev. 2000, 100, 4349-4393.

(6) Solid Support Oligosaccharide Synthesis and Combinatorial Carbohydrate Libraries (Sintesis de Oligosacaridos
en Soportes Sdlidos y Bibliotecas Combinatorias de Carbohidratos); Seeberger, P. H., Ed.;Wiley-Interscience: Nueva
York, 2001.

(7) Wong, C.-H.; Whitesides, G. M. Enzymes in Synthetic Organic Chemistry (Enzimas en la Quimica Organica
Sintética); Pergamon: Oxford, 1994.

Ejemplo (modelo) 83. Aislamiento de un ligando de a-péptido a una S-transferasa de glutatiéon (GST - Glutathione S-
transferase) a partir de una biblioteca de a-péptidos modelados.

A) sintesis de derivados de nucle6tidos

[0665] La estrategia sintética para 3 derivados de nucleo6tidos se muestra en el esquema a continuacién con una
descripcion detallada de la sintesis. Ejemplos de otros derivados de nucleétidos de a-aminoéacidos sintetizados
pueden encontrarse en la literatura (por ejemplo, Ito et al. (1980) J. Amer. Chem. Soc. 102: 7535-7541; Norris et al.
(1996) J. Amer. Chem. Soc. 118: 5769-5803; Celewicz et al (1998) Pol. J. Chem. 72: 725-734).
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[0666] Sintesis de LH1, LH7: Se agrega EDC (3.2 milimoles) a una solucion enfriada con agua y hielo de ya sea
glutamato de N-(terc-butoxicarbonil)-tert-butoxi (3.0 mmol) o N-(terc-butoxicarbonil)-glicina (3.0 mmol) en
diclorometano (10 mL). Una solucion de piridina de 4-dimetilamino (0.3 milimoles) y 5-hexinol (4.6 milimoles) en
diclorometano (1 ml) es agregada. La mezcla de la reaccidon es agitada durante una hora a 0 °C, luego a la
temperatura del cuarto durante la noche. El solvente fue evaporado y el residuo fue absorbido en éter dietilico. La
mezcla espesa es lavada con HCI (0.1 M, 25 mL), NaHCO3 saturado (25 ml) y salmuera (25 ml), y entonces
concentrada a aceite. El producto es purificado por medio de cromatografia de destellos.

[0667] Sintesis de LH4: Se agrega 6-yodohexino (6 mmol) y K2CO3 (6 mmol) a una solucion de N-(terc-
butoxicarbonil)-cisteina (3 mmol) en metanol (5 mL) y DMF (5 mL). La mezcla de la reaccion es agitada durante un
dia a 40 °C, concentrada entonces y procesada por cromatografia de columna.

[0668] Sintesis de LH2, LH5 y LH8: Se agregan Tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0.6 mmol) y Cul (0.2 mmol) a una
solucién desgasificada de nucleésidos de yodo (1 mmol), el alquino (2 mmol) y amina de etildiisopropilo (2 mmol) en
DMF o etanol (4 ml). La mezcla de la reaccién es agitada bajo una atmésfera de argén. La reaccion es seguida por
TLC. La reaccion es agitada a 50 °C si es que ninguna reaccién ocurrié a la temperatura del cuarto. La mezcla de la
reaccion es concentrada a jarabe y procesada por medio de RP-HPLC (eluyente: agua — metanol). El nucledsido
correspondiente de yodo protegido de sililo de terc-butildimetilo es utilizado en vez del nucleésido desprotegido
cuando el grupo primario hidroxilo es acilado en el transcurso de la reaccion. El éter de sililo es separado después
del acoplamiento de Sonogashira al tratar al compuesto con fluoruro de amonio de tetrabutilo (4 eg.) En una solucién
de etanol y acido acético (8 eq.) durante un dia seguido por la concentracién y el procesamiento por medio de RP-
HPLC (eluyente: agua — metanol).

[0669] La sintesis de LH3, LH6 y LH9: Se agrega fosfooxicloruro (0.11 milimoles) a una solucién enfriada en agua-
hielo del nucleésido (0.1 mmol) el fosfato de trimetilo (1 ml). La mezcla de la reaccién es agitada bajo una atmésfera
de argon a 0 °C durante una hora. Una solucién de pirofosfato de bis-n-tributilamonio (0.2 milimoles) en DMF (1 ml) y
n-tributilamina (0.3 milimoles) es agregada entonces. La mezcla de la reaccion es agitada durante 10 minutos y
luego se agrega agua (1 ml). La mezcla es neutralizada con trietilamina y agitada a la temperatura del cuarto durante
6 horas, luego concentrada al vacio y procesada por medio de un RP HPLC de intercambio i6nico de parejas
(eluyente 100 mM de acetato de trietilamonio — 100 mM de acetato de trietilamonio en un 80% de acetonitrilo). La
remocién de las sales amortiguadoras del nucledsido es ejecutada al agregar agua (100 pl) a la mezcla y luego
concentrar a la solucion espesa a 0.1 mmHg varias veces seguidas finalmente por una filtracion de geles (eluyente:
agua).

B) Disefio de bibliotecas y la incorporacién de deri vados de nucle6tidos

[0670] Una biblioteca modelada puede ser producida por medio de una extensién de un cebador recosido a un
cebador plantilla. El cebador plantilla codifica a la biblioteca y puede ser preparado utilizando procedimientos
estandar, por ejemplo, por medio de sintesis de 6rganos con fosforamidita. Para generar varios tipos de bibliotecas
de oligonucledtidos, una persona puede, por ejemplo, utilizar redundancias, mezclar a fosforamiditas o usar dopaje
en la sintesis de los oligonucle6tidos. Estas bibliotecas de oligonucle6tidos pueden ser compradas de un proveedor
que elabore oligonucleétidos definidos por los clientes (por ejemplo, Technology A/S, Dinamarca o TAG
Copenhagen A/S, Dinamarca).

[0671] Aqui, un cebador de extension (5-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:16)) es utilizado junto con un cebador plantilla (5'-GTA ATT GGA GTG AGC CDD DAC CGA TGC CAG
TAG C-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:18)) donde D (subrayado, utilizando la definicion de
ambigiiedad de la Unién Internacional de Bioquimica) es, ya sea, A, G o T. El cebador de extension es
complementario al cebador plantilla tal como se muestra mas adelante. Durante la extension el cebador es extendido
mas alla de la secuencia DDD, conllevando a la insercion de derivados de nucleétidos T-, C- 0 A- en esa posicion,
de acuerdo a la secuencia de las partidas individuales. En el momento de la polimerizacién del a-amino y de los
precursores adheridos a los nucleétidos, y la separacion del enlazador que conecta al amino y al nucleétido, se crea
una biblioteca con una diversidad teérica de por lo menos 3 =27 péptidos diferentes.
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Disefio de bibliotecas
[0672]

Cebador de extension

GCT ACT GGC ATC
CGA TGA CCG TAG CCA DDD CCG AGT GAG GTT

Cebador plantilla
l i Extension de los derivados

de nucleétidos

GCT ACT GGC ATC GGT
CGA TGA CCG TAG CCA DDD CCG AGT GRG GTT

Extension de los nucleétidos

De &, G a T
de tipo silvestre H=T, Co A

FCT ACT GGC ATC GGET HHH GGC TCA CRC CAR TTA
CGA TGA CCE TRAG CCA DDD CCG AGT GAG GTT

[0673] El cebador de extension es recocido con el cebador plantilla, utilizando 3 pmol de cada cebador en un
amortiguador de extension (20 mM de Hepes, 40 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, pH 7.4, 10 mM de DTT), al calentarse
a 80 °C durante 2 minutos y luego enfriarse lentamente a alrededor de 20 °C. Los derivados de nucleétidos son
agregados entonces a una concentracion de alrededor de 200 uM cada uno, e incorporados utilizando 5 unidades de
transcriptasas reversas de AMV (Promega, parte# 9PIM510) a 30 °C durante una hora. Derivados no incorporados
de nucledtidos son removidos utilizando una columna de centrifugacion (BioRad). Extensiones adicionales pueden
ser realizadas al agregar dNTP de tipo silvestre utilizando las mismas condiciones descritas para los derivados de
nucleétidos. Alternamente, un oligonucledtido que se recose a la secuencia corriente abajo de la secuencia DDD es
agregada antes de la extension. El producto de doble hebra es purificado y transferido a otro amortiguador (100 mM
de amortiguador de Na-fosfato, pH 8.0) utilizando una columna de centrifugacién (BioRad).

C) Polimerizacién y separacion de los enlazadores

[0674] Los grupos reactivos de los derivados incorporados de nucledtidos son enlazados juntos utilizando
carbodiimida de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropilo) (EDC - 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide) y N-
Hidroxisuccinimida (NHS). Este es un procedimiento rutinario para el acoplamiento de aminas y de grupos de
carboxilos. Ejemplos de condiciones de acoplamiento son descritas en la literatura (por ejemplo, el botiquin de
acoplamiento de NHS, IAsys, codigo # NHS-2005).

EDC y NHS son agregados al producto de extension de doble hebra purificado a concentraciones finales apropiadas
de alrededor de 100 mM y 10 mM respectivamente. Esta reaccion es incubada a 30 °C durante 2-16 horas. Excesos
de los reactivos enlazadores son removidos utilizando una columna de centrifugacién. La hidrdlisis de enlazadores
que pueden hidrolizarse se logra al incubar la muestra a un pH 11 (por ejemplo, 0.2 M de NaOH) durante 15 minutos
a 50 °C.

D) Seleccién

[0675] Una de las posibles moléculas modeladas en esta biblioteca particular, cuando se usan los derivados de
nucleétidos LH3, LH6 y LH9, es el glutation (Glu-Cys-Gly). La incorporacion, y reaccion entre los grupos reactivos y
separacion de los enlazadores para generar al glutation en la plantilla de ADN se muestra en el esquema a
continuacién. Se sabe que el glutation se enlaza especificamente y con una gran afinidad a la S-transferasa de
Glutatién (GST - Glutathione S-transferase) y es cominmente utilizada para la purificacion de las proteinas de fusién
de GST (Amersham Pharmacia Biotech). También se sabe que el glutation puede ser inmovilizado por medio del
atomo de azufre sin interferir con los enlaces al GST. Consecuentemente, es posible enriquecer al glutatién
presentado por la plantilla entre otras moléculas presentadas en la biblioteca al realizar la seleccion con el GST
como la molécula objetivo. EI GST puede ser producido en una forma recombinante tal como es descrito en la
literatura (por ejemplo, Jemth et al. (1997) Arch. Biochem. Biophys. 348: 247-54) o puede ser obtenida de varios
proveedores (por ejemplo, Sigma, producto #, G5524) alternamente, un anticuerpo en contra del glutation (por
ejemplo, Abcam, nombre del producto ab64447 o Virogen, producto # 101-A) puede ser utilizado como la molécula
objetivo.
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Vinculacion
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[0676] Una placa de micro titulacion es cubierta con alrededor de 1 pg de estreptavidina en una amortiguador de
TBS (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) durante la noche a 4 °C. Se remueve la solucién de estreptavidina y
se lavan los pozos por lo menos 6 veces con un amortiguador de TBS. Se bloquean los pozos con un 2% de BSA en
un amortiguador de TBS (otros ejemplos de agentes bloqueadores que podrian ser utilizados son la caseina,
gelatina, polivinilpirrolidona o leche descremada secada) durante alrededor de 30 minutos a 37 °C. Se lavé la placa
con un amortiguador de TBS por lo menos 3 veces. Se agrega 0.1 microgramos de GST biotinado a los pozos y se
incuba durante alrededor de 30 minutos a 20 °C. Se remueve el GST biotinado no enlazado al lavarse con
amortiguador de TBS por lo menos 6 veces. La biotinacién del GST es realizada utilizando sulfo-NHS-LC-biotina tal
como es descrito en la literatura (por ejemplo, Ellis et al. (1998) Biochem. J. 335; 277-284). Moléculas libres de
estreptavidina son bloqueadas con 1 mM de biotina durante 5 minutos y el exceso de biotina es removido por medio
de lavados con un amortiguador de TBS por lo menos 6 veces. Entonces se agrega a la biblioteca de moléculas
modeladas a los pozos y se permite que se hagan enlaces al GST inmovilizado al incubarse a 20 °C durante
alrededor de una hora. Para remover a las moléculas modeladas que no fueron coordinadas por el GST
inmovilizado, se lavan los pozos con un amortiguador de TBS por lo menos 6 veces. Se eluye a las moléculas
modeladas enlazadas al GST al incubarse con 20 mM de glutatién reducido durante alrededor de 10-60 minutos y
luego se transfieren a las muestras desde los pozos a nuevos tubos.

[0677] Las plantillas eluidas (seleccionadas) son amplificadas utilizando 2 cebadores de amplificacién (hacia
adelante, 5'Biotina-GCT ACT GGC ATC GGT-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:16); reversa, 5-GTA
ATT GGA GTG AGC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 19)) con un protocolo PCR estandar (por
ejemplo, 5 pmol de cada cebador, 0.2 mM de dNTP, 2 mM de MgCI2, y 2.5 unidades de polimerasas Taq
térmicamente estables). EI PCR es realizado con una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, un recosido a 50 °C durante 30 segundos, una extension a 72 °C
durante 30 segundos, y luego una extension final a 72 °C durante 10 minutos. La 5'biotina en el cebador hacia
adelante es utilizada para remover la hebra sentido. Esto se realiza al incubarse al producto PCR con microesferas
magnéticas cubiertas con estreptavidina (Dynabeads; Dynal Biotech, Noruega) y la plantilla de una sola hebra es
purificada tal como se describe por el fabricante. La hebra purificada antisentido es utilizada finalmente como el
cebador plantilla junto con el cebador de extension tal como se describié anteriormente para generar una biblioteca
enriquecida de moléculas modeladas para otra ronda de seleccion.

[0678] Los procedimientos de seleccién y de amplificacion son repetidos hasta que un enriquecimiento apropiado
sea obtenido. El enriquecimiento puede ser seguido por la caracterizacién (secuenciacién) de las secuencias
plantillas recuperadas. La secuencia de nucleétidos de las plantillas es obtenida utilizando protocolos estandar de
secuenciacion y un secuenciador de ADN (por ejemplo, MegaBase, Amersham Pharmacia Biotech). El
enriquecimiento es obtenido cuando el niUmero de secuencias que codifican al glutation (C-A-T o T-A-C en la regién
D-D-D del cebador plantilla) se han incrementado en relaciéon a otras secuencias en la biblioteca después del
procedimiento de seleccion.

[0679] Este protocolo describe la incorporaciéon de 3 derivados diferentes de mono-nucleétidos. Sin embargo, todos
los mono-nucledtidos (incluyendo a dGTP) podrian ser utilizados para la construccién de bibliotecas de moléculas
modeladas tal como se describi6 anteriormente. Aun asi, esto limitara el nimero de diferentes derivados de
nucleétidos a 4, y por lo tanto, pondra un limite al tamafio de la biblioteca a 4" (donde N es el nimero de
subunidades en la molécula modelada). Sin embargo, una persona podria utilizar, por ejemplo, derivados de di-
nucleétidos en forma de bloques de construccién para incrementar el tamafio de la biblioteca a 16". La incorporacion
de di-nucleétidos por la polimerasa ha sido descrita anteriormente en WO 01/16366 A2. La diversidad de la
biblioteca puede ser incrementada aun mas utilizando la incorporacién de tri-nucleétidos o tetra-nucleétidos.
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Ejemplos 84 a 99: La preparacion de compuestos inter  medios para la sintesis de bloques de construccién de
oligonucleétidos
Métodos experimentales generales

[0680]

Método Método
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Método 1. Procedimiento General para la proteccidn del N-trifluoroacetilo de aminoéacidos

[0681] Una solucién agitada de aminoacidos (20 mmol) en CF3COOH (10 mL) a 0 °C fue agregada lentamente
(CF3C0)20 (24 mmol). A la mezcla de la reaccién se le permitié calentarse lentamente hasta la temperatura del
cuarto y se dejo6 agitandose durante la noche. La mezcla de la reaccion fue evaporada hasta secarse. Los productos
crudos de naturaleza sélida fueron re - cristalizados a partir de EtOAc/heptano. Los productos crudos de naturaleza
liquida fueron purificados por medio de cromatografia de columna de destellos (CH2CI2/MeOH=10:1 o
EtOAc/heptano=2:1). La produccion fue en general mas alta que el 85%.

Método 2. Procedimiento General para la proteccién del N-benciloxicarbonilo y N-viniloxicarbonilo de aminoacidos
[0682] A una solucién agitada o una suspension ligera del aminoacido (7.6 milimoles) en NaHCO3 sat. (10 mL) se le
agreg6 2 M de NaOH (aq., 3 mL) y luego una solucién debencilcloroformiato o viniloxicloroformiato (8.4 milimoles) en
CH3CN (10 mL). La mezcla de la reaccién fue dejada agitandose a la temperatura del cuarto durante la noche.
Cuando el TLC indicé que se completo la transformacion, a la mezcla de la reaccion se la agregé H>O (90 ml) y el
pH fue ajustado a 10 utilizando 2 M de NaOH (ag.). La mezcla de la reaccion fue lavada con Et20 (3x 50 mL) y el pH
fue ajustado a 2-3 utilizando 1 M de HCI (aq.) y luego se extrajo utilizando Et20 o CH2CI2 (3x100 mL). Las
extracciones combinadas fueron secadas (MgSO4), filtradas y evaporadas hasta secarse para generar a un
producto solido, el cual fue utilizado sin mas purificaciones. La produccion fue en general mas alta que el 70%.

Método 3. Procedimiento General para la proteccion de N-terc-butiloxicarbonilos de aminoacidos

[0683] A una suspension ligera de los aminoacidos (15 mmol) en H,O (5 ml) y dioxano (5 ml) se le agregd 2M de
NaOH (aqg, 6 mL). La mezcla fue enfriada y secada a 0 °C (bafio de hielo), y se agregé dicarbonato de di-terc-butilo.
Se agreg6 2 M adicionales de NaOH acuoso (4 ml). La mezcla fue calentada lentamente a la temperatura del cuarto
(durante 5 horas), y se dej6 agitandose a la temperatura del cuarto durante la noche. A la mezcla de la reaccion se
la agreg6 éter dietilico (20 ml) y el pH fue ajustado (desde -10 a -3), utilizando 2 M de HCI (aq.). La fase acuosa fue
extraida, utilizando éter dietilico (3x 20 mL). Los extractos combinados fueron secados (MgSO04), filtrados y
evaporados hasta secarse para generar a un producto solido blanco, que fue utilizado sin mas purificaciones. La
produccién fue cominmente entre el 60-75%.

Método 4. Procedimiento general para la formacion de ésteres de NHM de aminoacidos N- protegidos.
[0684] A una solucién agitada del aminoacido N-protegidos (0.5 milimoles) y N-hidroximaleimida (0.62 milimoles) en
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THF anhidrido (5 ml) a 0 °C bajo N se le agreg6 diisopropilcarbodiimida (DIC) (0.64 milimoles) y a la solucion se le
permitié calentarse lentamente a la temperatura del cuarto y se la dejo agitdndose durante la noche. La mezcla de la
reaccion fue filtrada y las precipitaciones fueron lavadas con un volumen pequefio de EtOAc/heptano=2/1. La
filtracion fue evaporada hasta casi secarse, diluida con un minimo de CH2CI2 y sujeta a cromatografia de columna
de destellos (EtOAc/heptano=2/1), generando al producto en forma de un sélido blanco en comdnmente 60-70%.

Métodos 5. Procedimiento general para la formacion de ésteres de NHM a partir de cloruros de acido carboxilico.

[0685] A una solucién agitada de N-hidroximaleimida (4 mmol) en CH2CI2 (16 mL) a 0 °C se le agreg6 lentamente el
cloruro de acido carboxilico (4 mmol). A la mezcla de la reaccion se le permitié calentarse lentamente hasta la
temperatura del cuarto y luego se dejoé agitandose durante la noche. La mezcla de la reaccion fue diluida con
CH2CI2 (16 mL) y lavada con un 10% de acido citrico (aq., 3x 25 mL), NaHCO3 sat. (ag., 2x 25 mL) y NaCl sat. (aq.,
1x 25 mL). La fase organica fue secada (MgSO4), filtrada y evaporada hasta secarse para generar al producto en
forma de cera o liquido con una produccion del 40-60%. El producto fue utilizado sin la necesidad de purificacion

adicional.
Método B Q

R—GH ———= R

C

Métodos 6. Procedimiento General para la S-tritilacién de mercaptanos

[0686] A una solucién del mercaptano (20 mmol) y pirimidina (40 mmol) en CH2CI2 (75 mL) a la temperatura del
cuarto se le agrego tritilcloruro (22 mmol) y la reaccion fue dejada agitdndose durante la noche. El volumen de la
mezcla de la reaccion fue reducida a un minimo y luego sujeta a cromatografia de destellos (SiO2 pre - tratado con
pirimidina antes del empaque de columna) (eluyente: CH2CI2/MeOH=10/0.5). El producto fue aislado en aceite o0 en
una cera pegajosa en algunas instancias.

Método 7. Procedimiento General para la O-acilacién de 4-hidroxibenzaldehidos.

[0687] A una solucion agitada de hidroxibenzaldehido (20 mmol) en DMF seco (10 ml) a 0 °C se le agregd
lentamente un cloruro acido (25 mmol) en éter dietilico (20 ml). La mezcla de la reaccién fue agitada a 0 °C durante
15 minutos y a la temperatura del cuarto durante una hora. Se agreg6é agua (20 ml) y la mezcla de la reaccion fue
extraida con éter (3x10 mL). Las fases organicas combinadas fueron lavadas con agua (2x10 mL), secadas sobre
MgSO4 y el solvente fue removido al vacio. El crudo fue re-disuelto en diclorometano (5 ml) y filtrado a través de una
almohadilla de silice. El solvente fue removido al vacio. La produccion fue en general mas alta que el 75%.

sz/\(’n\/%g/\/"“‘? n=100 12

Método 8. Procedimiento general para la formacién de diaminopolietilenglocoles

[0688] El polietilenglicol-diol correspondiente (0.8 milimoles), obtenido tal como se describié por Baker et al. J. Org.
Chem. (1999), 64, 6870-6873, fue disuelto en THF seco (10 ml). Se agreg6 cloruro de tosilo (2.4 milimoles) y la
mezcla de la reaccion fue enfriada con hielo. NaOH (5.5 milimoles) disuelto en agua (2 ml) fue agregado en forma de
gotas y la mezcla de la reaccion fue agitada a la temperatura del cuarto durante la noche. La mezcla de la reaccién
fue extraida con éter dietilico (3x5 mL) y las fases organicas combinadas fueron lavadas con NaCl (sat., 3x3 mL) y
secadas sobre MgSO4. El crudo fue re - disuelto en acetonitrilo seco (3 ml) y tratado con NaN3 (2.8 mmol). La
mezcla de la reaccién fue calentada a 75 °C durante la noche. El sélido blanco fue filtrado y extraido con acetonitrilo
(2x2 mL). Se agreg0 trifenilfosfina (2.8 milimoles) y agua (2 ml) a las fases organicas combinadas y la mezcla de la
reaccion fue agitada durante la noche. Se agreg6 IRA-120 H+ (1 g) y la mezcla de la reaccion fue agitada durante
una hora. Las microesferas fueron filtradas, lavadas con diclorometano (10x3 mL) y el compuesto final fue eluido con
6M de HCI (ag., 10x3 mL). La solucion fue evaporada al vacio generando al polietilenglicol de diamino con un 40-
50% de produccién.

Ejemplo 84: Preparacion del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido 3-fenil-3-terc-butoxicarbonilamino-

propiénico (XVI)
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[0689]
Q
MATID
H 0

[0690] EI compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del &cido DL-3-amino-3-fenilpropidnico el cual es disponible
comercialmente para el uso del método 3 seguido por el método 4.

"H-NMR (CDCI3): 7.28-7.42 (m, 5H(ar)); 6.74 (s, 2H); 5.1-5.3 (m, 2H (NH+CH)); 3.24 (dd, 1H); 3.13 (dd, 1H); 1.46 (s,
9H)

Compuesto XVI

Ejemplo 85: Preparacién del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido 3-terc-butoxicarbonilamino-butandico

[0691] 5
O 9]
XQ/LNJ\ALUQ
H

Compuesto XVII

[0692] EI compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del acido DL-3-aminobutirico que es disponible
comercialmente para el uso de método 3 seguido por el método 4.

'H-NMR (CDCI3): 6.80 (s, 2H); 4.83 (br s, 1H(NH)), 4.05-4.15 (m, 1H); 2.8-2.95 (m, 2H); 1.46 (s, 9H); 2.56 (d, 3H).
Ejemplo 86: Preparacién de éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido 3-tercbutoxicarbonilamino-propiénico

[0693]
QO
L b
N N
H
Compuesto XVIII

[0694] El compuesto fue preparado en 2 pasos a partir de la beta-alanina disponible comercialmente para el uso del
método 3 seguido por el método 4.

*H-NMR (CDCI3): 6.80 (s, 2H); 5.09 (br s, 1H(NH)); 3.48-3.54 (m, 2H); 2.84 (t, 2H); 1.45 (s, 9H).

Ejemplo 87: Preparacion del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo_de &cido 3-benciloxicarbonilamino-3-fenil-
propidnico

Ester de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de 4cido 3-benciloxicarbonilamino-3-fenil-propiénico

Q
O O N
iy N
M
o
Compuesto XIX

[0696] El compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del acido DL-3-amino-3-fenilpropiénico el cual esta disponible
comercialmente por el uso del método 2 seguido del método 4.

'H-NMR (CDCI3): 7.55-7.20 (m, 10H); 6.75 (s, 2H); 5.55 (br., 1H); 5.35-5.25 (m, 1H); 5.15 (s, 2H); 3.35-3.10 (M, 2H).
Ejemplo 88: Ester de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido 3-fenil-3-viniloxicarbonilamino-propiénico

[0695]
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Compuesto XX

[0698] El compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del acido DL-3-amino-3-fenilpropiénico el cual esta disponible
comermalmente por medio del uso de métodos seguido por el método 4.

"H-NMR (CDCI3): 7.45-7.30 (m, 5H); 7.20 (dd, 1H); 6.75 (s, 2H); 5.75-5.60 (br., 1H); 5.30 (g, 1H); 4.70 (d, 1H); 4.50
(d,

1H); 3.30-3.15 (m, 2H)

[0697]

Ejemplo 89: Preparacién del Ester de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido tritilsulfanil-acético
[0699]

8]
O
\-)l\o""m

Compuesto XXI

[0700] El compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del acido 2-mercaptoacético el cual esta disponible
comermalmente por medio del uso del método 6 seguido por el método 4.

"H-NMR (CDCI3): 7.45-7.20 (m, 15H); 6.75 (s, 2H); 3.20 (s, 2H)

Ejemplo 90: Ester de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido (R)-2-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-3-tritilsulfanil-

propiénico (XXII)

[0701]
Compuesto XXII

[0702] El compuesto fue preparado en 3 pasos a partir de la L-cisteina disponible comercialmente por medio del uso
del método 1 seguido por el método 6 y el método 4.
Ejemplo 91: Preparacion del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de acido acético

[0703]
0
0
A\
)J\]"'N
Compuesto XXl

[0704] El compuesto fue preparado en un paso a partir del acético cloruro y de la N-hidroximaleimida disponibles
comermalmente por medio del uso del método 5.
"H-NMR (CDCI3): 6.75 (s, 2H); 2.35 (s, 3H).
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Ejemplo 92: Preparacion del éster de 2,5-dioxo-2,5-di  hidro-pirrol-1-ilo de &cido propidnico
[0705] a

O
\.)l\of” )
0

Compuesto XXIV

[0706] El compuesto fue preparado en un paso a partir del propanoil-cloruro y de la N-hidroxialeimida que son
disponibles comercialmente por medio del uso del método 5.

"H-NMR (CDCI3): 6.75 (s, 2H); 2.65 (g, 2H); 1.80 (t, 3H).

Ejemplo 93: Preparacién del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de &cido butirico

[0707]

Compuesto XXV

[0708] El compuesto fue preparado en un paso a partir del butanoilcloruro y de la N-hidroximaleimida disponibles
comercialmente por medio del uso del método 5.

'H-NMR (CDCI3): 6.75 (s, 2H); 2.60 (t, 2H); 1.80 (sxt, 2H); 1.05 (t, 3H).

Ejemplo 94: Preparacion del éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de acido S-Tritil-4-mercaptobenzéico

[0709]

Compuesto XXVI

[0710] El compuesto fue preparado en 2 pasos a partir del acido 4-mercaptobenzoéico disponible comercialmente por
medio de la S-tritilacion de acuerdo al método 6 seguido por una esterificacion de acuerdo al método 4.

"H-NMR (CDCI3): 8.75 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.45-7.20 (m, 15H), 7.05 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.80 (s, 2H).

Ejemplo 95: Preparacion del tetrahidrocloruro de tetrakis(aminometilo)metano

[0711]
HoN Hy

[0712] EI tetrahidrocloruro de tetrakis(aminometil)metano fue preparado por medio de un método ligeramente
modificado en comparacioén al de Fleischer et al. J. Org. Chem. (1971), 36, 3042-44. Se mezclé Pentaeritritol (2.01 g;
14.76 milimoles) con el cloruro de tosilo (14.0 7 g; 73.81 moles) en piridina seca (50 ml). La mezcla fue agitada
durante la noche. La mezcla cruda de la reaccién fue transferida a agua (100 ml). Se agregé MeOH (200 mL) y HCI
concurrentemente (80 ml) y la precipitacion blanca fue filtrada, sacada y lavada con agua (100 ml) y MeOH (200
mL). El LC-MS mostraron al tetratosilato de pentaeritritol. El tetratosilato de pentaeritritol (4.0 gramos, 5. 31 mmol)
fue disuelto en DMF seco (50 ml) y se agregd NaN3 (3.45 g; 53.1 mmol). La mezcla de la reaccioén fue calentada a
100 °C durante la noche. Se agregé agua (100 ml) y la mezcla de la reaccion fue extraida con éter dietilico (3x100
mL). Se agregd THF (300 mililitros) y el éter dietilico fue removido al vacio. Se agregaron trifenilfosfina (6.95 gramos,

Compuesto XXVII
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26.5 milimoles) y NH3 concurrentemente. (25 mL) a la solucion de THF y la mezcla de la reaccion fue agitada a la
temperatura del cuarto. Los solventes fueron removidos al vacio, re-disueltos en diclorometano (500 ml) y extraidos
con 2M DE HCL (2x150 mL). La fase acuosa fue lavada con diclorometano (3x100 mL) y evaporada al vacio. Se
agregé MeOH (20 mL) y el sélido blanco fue filtrado, sacado y lavado con MeOH (2x10 mL). Produccién 1.12 gramos
76%).

gH-NMR (D20): 3.28 (s).

Ejemplo 96: Preparacion del éster de 4-formil-fenilo de acido propiénico

[0713]

8]

HO

Compuesto XXVII

[0714] El compuesto fue preparado de acuerdo al método 7 a partir de 4-hidroxibenzaldehido el cual esta disponible
comercialmente.

'H-NMR (CDCI3): 10.00 (s, 1H), 7.90 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 2.65 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 1.32 (d, J

7.5 Hz, 3H).
Ejemplo 97: preparacion de este de 4-formil-fenilo de acido butanoico

[0715]
HZN/\.«@]\/}«Q/\/ NH

10

Compuesto XXX

[0718] Preparado de acuerdo al método 8 con una produccién del 48%. MS-H* = 545.2 (esperado MS-H" = 544.6)
Ejemplo 99: Preparacién de la 3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39-tridecanoxahentetracontan-1,41-diamina

NH

Hzm’\‘(' O\/}O’““V’ 2
12

Compuesto XXXI

(05028) preparado de acuerdo al método 8 con un 40% de produccion. MS-H'= 633.3 (esperado MS-H = 632.8)
Ejemplo 100: Disefo y pruebas de los enlazadores de oligonucleétidos que porta cajas de compresién

[0719]

[0720] Los experimentos 100-1 a 100-4 fueron realizados para probar la eficiencia de los diferentes disefios de cajas
de compresion. La informacion obtenida esta a continuacion, y luego sigue un debate acerca de la informacion.
Materiales.

Amortiguadores.

[0721]

Amortiguador A: (100 mM de Hepes pH= 7,5, 1 M de NaCl)
Amortiguador B: (100 mM de NaPO4 pH=6, 1 M de NaCl)
Amortiguador C: (100 mM de NaBorato pH=9, 1 M de NaCl)
Amortiguador D: (100 mM de NaBorato pH=10, 1 M de NaCl)
Amortiguador E: (500 mM de NaPO4pH=7, 1 M de NacCl)
Amortiguador F: (500 mM de NaPO4pH=8, 1 M de NaCl)

Recosido de los oligonucleétidos de ADN

[0722] Se mezcla a los oligos en el amortiguador relevante y se calienta a 80 °C, luego se enfria a 28 °C (-2 °C/30
segundo).

Marcacion de 5’ con *P.
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[0723] Se mezcla 200 pmol de oligonucledtidos, 2 ul) 10 x amortiguador de fosforilacién (Promega cat#4103), 1 ul de
quinasa de polinucleétidos T4 (Promega cat#4103), 1 pl de y-32P ATP, H20 ad 20 ml. Se incuba a 37 °C, 10-30
minutos.

PAGE (electroforesis de gel de poliacrilamidas - polyacrylamide gel electrophoresis).

[0724] Las muestras son mezcladas con colorante de formamida 1:1 (98% de formamida, 10 mM de EDTA, pH 8,
0,025 % de Cianol de Xileno, 0,025% de Bromfenol azul), se incuba a 80 °C durante 2 minutos, y se ejecuta una
desnaturalizacion con un 10% de gel de poliacrilamida. Se desarrolla el gel utilizando auto radiografia (Kodak,
BioMax film).

Blogues de construccién de oligonucledétidos

[0725]

AH36: 5-CGACCTCTGGATTGCATCGGTCATGGCTGACTGTCCGTCGAATGTGTCCAGTTACX (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 20) AH3T7: 5
ZGTAACTGGACTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATCCAGCT (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 21) AH51: 5
ZGTAACACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATCCAGCT (IDENTIFICACION

SECUENCIAL NUMERO: 22) _AH38:  5- AGCTGGATGCTCGACAGGTCCCGATGCAATCCAGAGGTCG
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 23)

AHG6: ] 5-ZTTGTAACTGGACTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATCCAGCT
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 26) AHG5: 5
CGACCTCTGGATTGCATCGGTCATGGCTGACTGTCCGTCGAATGTGTCCAGTTACTTX (IDENTIFICACION

SECUENCIAL NUMERO: 27)

AHET: 5'- ZCATTGACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAG-
CATCCAGCT (ldentificacion secuencial nimero: 24)

AHED: 5- AGZAACACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAG-
CATCCAGCT  (Identificacion secuencial niimero: 25)
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[0726] Las secuencias de las cajas de compresién estan subrayadas.

Modificador carboxi C2 dT &

o
L
L o X=1 carboxi-dT catno. 10-1035
-\.\,".-""'.-
G O
H o 'I_|Ir|
Modificador amino C2 dT & -
H‘“H-—"“‘-;."J'L‘--.-:-""ﬂ‘ﬁ -"'”"'“ml

H | ._J%
"M (4] . .
. o Ve Modificador-amino Cc2 dT
" 10-1037-

Modificador amino C6 dT

4}
|
"#'\-\.__.-"""'\-\._.-"'_“'\-\._.-"_"'\-\.H-" "'-.\__ﬁF‘:‘"ﬂ ey

LA

(]
n

Modificador-amino [ T 1(}
1039-

Experimento 100-1 (figura 56):

[0727]

Mezclar 2 pl del amortiguador B, 5 pl de Ah36 (0,4 pmol/ul), 1 pyl de Ah37 (2 pmol/ul), 1 yl de Ah38 (2 pmol/ul), 1 pl
de H20.

Mezclar 2 ul del amortiguador B, 5 ul de Ah36 (0,4 pmol/ul), 1 yl de Ah37 (2 pmol/ul), 2 ul de H20.

Recoser al calentar a 80 °C, luego enfriar a 44 °C (-2 °C/30 segundo).

Agregar 1 pl de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubar a las temperaturas indicadas (refiérase mas
adelante) durante 45 minutos, luego agregue 2 pl del amortiguador D. Incubar durante alrededor de 2 horas, y luego
analice por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0728] Temperaturas de incubacion:
45 °C, 48,2 °C, 53,0 °C, 58,5 °C, 63,1 °C, 65,6 °C
Experimento 100-2 (figura 57, A y B):

[0729]

mezcle 2 yl del amortiguador B, 1 ul de Ah36 (2 pmol/ul), 1 yl de Ah51 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah38(2 pmol/ul), 5 pl de
H20.

Mezcle 2 pl del amortiguador B, 1 pl de Ah36 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah51 (2 pmol/ul), 6 ul de H20

Recosa al calentar a 80 °C, luego enfriar a 35 °C (-2 °C/30 segundos) (para temperaturas de 1 a 6) o caliente a 80
°C, y luego enfrie a 15 °C (-2 °C/30 segundos) (para temperaturas del 7 al 12).

Agregue 1 pl de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubese a las temperaturas indicadas (refiérase mas
adelante) durante una hora, luego agregue 2 ul del amortiguador D. Se incuba durante 1 hora, y se analiza entonces
con una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea, tal como se describié anteriormente.

[0730] Temperaturas de incubacion:

1) 34,9°C, 2) 36,3°C, 3) 40,3°C, 4) 45,7°C, 5) 51,0°C, 6) 55,77, 7) 14,9°C, 8) 17,8°C,9)22,7°C, 10)28,3°C, 11)31,0°C,
12)36°C

Mezclar 2 pl del amortiguador B, 0,5 pyl de Ah36 (2 pmol/ul), 1 yl de Ah51 (2 pmol/ul), 1 pyl de Ah38(2 pmol/ul), 5,5 pl
de H20

Mezclar 2 ul del amortiguador B, 0,5 ul de Ah36 (2 pmol/ul), 1 yl de Ah51 (2 pmol/ul), 6,5 ul de H20

Recoser al calentar a 80 °C luego enfriar a 5 °C (-2 °C/30 segundos).
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Agregar 1 ul de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubar a diferentes temperaturas (refiérase mas adelante)
durante una hora, luego agregar 2 pl del amortiguador D. Incubar durante una hora, y luego analizar por medio de
electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0731] Temperaturas de incubacion:
1) 5,9°C, 2) 9,9°C, 3) 12,6°C, 4) 18,3°C, 5) 23,3°C, 6) 27,9°C 7) 35,6°C, 8) 45,9°C
Experimento 100-3 (figura 58, A y B).

[0732] Mezclar 2 ul del amortiguador A, un micro litro del oligo 1 relevante (2pmol/micro litro), un micro litro del oligo
2 relevante (10 pmol/microlitros), un micro litro del oligo 3 relevante (10pmol/microlitros), 5 pl de H20. (Refiérase a la
tabla a continuacion). Recosa tal como se describié anteriormente.

[0733] Agregue un micro litro de 100 mM de NHS y un micro litro de 1 M de EDC. Incubese a diferentes
temperaturas 1) 7,7°C, 2) 15,4°C, 3) 21,0°C 4) 26,2°C durante alrededor de 2 horas, y 5) 10 °C durante un segundo,
luego 35 °C durante un segundo-repita esto 99 veces. Analice por medio de electroforesis de gel con un 10% de
poliacrilamida de urea.

Experimento Oligo 1 (*P) | Olign 2 | Ofigo 3

100-3-1 Ah3b Ninguno | Ninguno

100-3-2 Ah3g Ninguno | Ninguno

100-3-3 Ah3s AR5 Ah38

100-3-4 Ah3G AR5 Ninguno

100-3-5 Ah3b AhBT Ah3a8

100-3-6 Ah3s AhBT Ninguno

100-3-7 Ah3s ARhGBS Ah38

100-3-8 Ah3s AhBS Ninguno

Experimento 100-4 (figura 59).

[0734] Mezclar 2.5 microlitros del amortiguador A, un microlitro del oligo relevante 1 (2 pmol/microlitros, un micro litro
del oligo relevante 2 (10 pmol/microlitros), un micro litro del oligo relevante 3 (10 pmol/microlitros), 4.5 microlitros de
H,O. (Refiérase a la tabla a continuacién). Recosa al calentar a 80 °C y luego enfriar a 30 °C o0 a 55 °C. Agregue un
micro litro de 100 mM de NHS y un micro litro de 1 M de EDC. Incubese a 30 °C o a 55 °C. Entonces analice por
medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.
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Experimento ﬂllg':' i (marcado como *P) Eﬂl'gﬂ 2 Eﬂl'gﬂ T
100-4-1 Ah36 AhaT Ah3B

100-4-2 Ah3E Ah3T Ninguno
100-4-3 AhGS AhBS Ah3B

100-4-4 AhES AhBE | Ninguno

100-4-5 Ah3B AhBS& Ah38
100-4-6 Ah36 AhBS Ninguno

100-4-7 AhGS Ah3T Ah3B

100-4-8 AhGS Ah3T Ninguno

Debate de los resultados

[0735] Se examind la eficiencia de los enlaces transversales utilizando oligos que portan a grupos reactivos (aminos
0 acidos carboxilicos) en los casos en que el enlazador que conecta al grupo reactivo y a la region de recosido era
de aproximadamente 25 nucleétidos.

[0736] En un experimento, los oligonucledtidos Ah36 (que portan a un acido carboxilico) y Ah67 (que portan una
amina) fueron utilizados. La plantilla utilizada (Ah38) recose los 2 oligonucledtidos que estan inmediatamente
adyacentes, es decir, con una separacion de cero parejas base. Bajo las condiciones del experimento, se obsevo
menos del 5% de eficiencia de enlaces transversales, y Gnicamente a la temperatura mas alta probada (figura 58, Ay
B, lineas 5).

[0737] Para mejorar la eficiencia de enlaces transversales, introdujimos una secuencia denominada caja de
compresion en el extremo 5’ y 3’ de los oligos Ah67 y Ah36, respectivamente, la misma terminal que porta a los
grupos reactivos. Las cajas de compresion son secuencias complementarias, y, por lo tanto, podrian traer a los
grupos reactivos de los 2 oligos a una proximidad cercana. Las 2 longitudes diferentes de las cajas de compresién
fueron probadas, especificamente una caja de compresién de 10'mer (Ah37/Ah36 que forma un ADN duplex de 10
parejas base) y una caja de compresion de 5’'mer (Ah36/51 que forma un ADN duplex de 5 parejas base). Refiérase
a la figura a continuacion.

CooH MHz
510 nt
Z5nt
AH 36/85 AHITISVETIGAGE
AH 38
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[0738] Ademas, diferentes disefios de cajas de compresion fueron probados, por ejemplo, oligos en los cuales el
grupo reactivo esta adherido en una forma inmediatamente adyacente a la caja de compresion (Ah36, Ah37 y
Ah36/Ah51), o nucledtidos colocados corriente arriba desde la caja de compresion (Ah65/Ah66), o colocados en el
medio de la caja de compresion(Ah67).

[0739] Al principio probamos el efecto de la caja de compresion de 5’mer en relaciéon a la eficiencia de enlaces
transversales. Tal como puede observarse, la caja de compresién de 5’'mer mejora dramaticamente la eficiencia de
los enlaces transversales (figura 58, A y B, compara a las lineas 3 y a las lineas 5). Tome en cuenta que la plantilla
es requerida absolutamente para los enlaces transversales en todas las temperaturas probadas. La eficiencia mas
alta de enlaces transversales se obtiene cuando la temperatura entra en 99 ciclos arriba y abajo entre 10 °Cy 35 °C
(figura 58B). Una eficiencia alta también es obtenida cuando la temperatura es mantenida constante a 21 °C o a 26°
C (figura 58A y B, linea 3). La eficiencia de los enlaces transversales no mejora a temperaturas que van por sobre
los 26 °C (figura 57, Ay B).

[0740] Después de eso probamos la eficiencia de enlaces transversales en el formato de caja de compresion de
10'mer. Los olivos Ah36 y Ah37 fueron recosidos a la plantilla Ah38, y la eficiencia de enlaces transversales fue
examinada a varias temperaturas. Se observé un sorprendente alto nivel de enlaces transversales con la ausencia
de la plantilla (figura 55, 45 °C y 48. 2 °C). Sin embargo, a temperaturas por sobre los 58.5 °C, no se observé
enlaces transversales en la ausencia de la plantilla.

[0741] A continuacion, las ubicaciones diferentes de los grupos reactivos en relacién a la caja de compresion fueron
probadas. Tal como se muestra en la figura 58, Ay B, lineas 7, la eficiencia de los enlaces transversales disminuye
dramaticamente cuando uno de los 2 grupos reactivos esta ubicado en el medio de la caja de compresion (es decir,
el grupo reactivo esta adherido a un nucleétido involucrados en la formacién de hélices dobles de ADN; Ah67).

[0742] La ubicacion de los grupos reactivos en relacion a la caja de compresion también fue probada en el contexto
de la caja de compresién de 10'mer. En este contexto, cuando ambos grupos reactivos son separados de la caja de
compresion por 2 nucleotidos (Ah65, Ah66), la eficiencia de enlaces transversales se reduce ligeramente (figura 59,
comparar las lineas 1 y 3). La eficiencia de enlaces transversales no cambia dramaticamente cuando se prueban a
diferentes combinaciones de Ah65, Ah66, Ah36 y Ah37 (es decir, cuando los grupos reactivos son ubicados
inmediatamente al lado de la caja de compresién, o 2 nucleétidos corriente arriba). Debe tomarse en cuenta que la
plantilla no es absolutamente requerida en todas las temperaturas en el contexto de la caja de compresion del
10’'mer. Esta independencia del plan dia es particularmente pronunciada a temperaturas mas bajas (por ejemplo, la
figura 59, 30 °C).

Ejemplos 101 al 104: Métodos generales para la prepa  racion de blogues de construccién de oligonucle6tid 0s

Ejemplo 101: Procedimiento para transformar a oligonucleétidos que comprenden a un &cido carboxilico a un
enlazador que termina con un amino 0 con un aminometilo

[0743] Los siguientes oligos que contienen a una base nitrogenada modificada, con una particula de acido
carboxilico, fueron sintetizados utilizando el método convencional de fosforamiditas:

A: 5-GCT ACT GGC XTC GGT (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 28)

B: 5-TCA CTX GCA GAC AGC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 29)

C: 5-CGA CCT CTG GAT TGC ATC GGT CAT GGC TGA CTG TCC GTC GAA
TGT GIC CAG TTACX  (Identificacién secuencial namero: 20)

D: 5-CTG GTAACG CGG ATC GAC CTT CAT GGC TGA CTG TCC GTC GAA
TGT GIC CAGTTA CX ' (Identificacion secuencial nimero: 30)

E: 5'- ACG ACT ACG TTC AGG CAA GAT CAT GGC TGA CTG TCC GTC GAA
TGT GIC CAG TTA CX  (Identificacion secuencial nimero: 31)

[0744] X fue incorporada utilizando a la fosforamidita de carboxi-dT la cuales estan disponibles comercialmente (10-
1035-90 de Glen Research). Las bases nitrogenadas subrayadas representan la regién de la caja de compresion.

Representacion esquemética de la transformacion
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[0745]

COOH NH ¢ NHMe

[0746] Un oligo (20 pmol) fue mezclado con un comuesto diamino (20 pl de 0.1 M de solucién), amortiguador de
sodiofosfato (15 pl de 100 mM de solucién, pH = 6), NHS (5 pl de 100 mM de solucién) y EDC (5 pl de 1M de una
solucién preparada recientemente). A la mezcla se le dejo que repose a 30 °C durante 45 minutos y fue tratada con
borato de sodio (20 pl de 100 mM de solucion, pH = 10) y se dej6 a 30 °C durante 35 minutos adicionales. El oligo
fue purificado por medio de precipitaciones de EtOH convencionales. Los productos fueron marcados en el extremo
con *p y la pureza fue analizada por medio de PAGE. En todos los casos, no se logré ningln oligo inicial y aparecio
una nueva banda, que emigré mas lentamente en el gel.

[0747] Ejemplos de compuestos de aminos utilizados: XXX, XXXI y la N,N’-dimetiletiliendiamina la cual esta
disponible comercialmente (D15,780-5 from Sigma-Aldrich).

Ejemplo 102: Método para transformar un &cido carboxilico que contiene oligonucleétidos a un bloque de
construccién portador de trisamina

[0748] Los siguientes oligos que contienen a una base nitrogenada modificada, con una particula de acido
carboxilico, fueron sintetizados utilizando el método convencional de fosforamidita: ] )

F: 5-GAC CTG TCG AGC ATC CAG CTG TCC ACA ATG X (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
32)

G: 5-GAC CTG TCG AGC ATC CAG CTT CAT GGG AAT TCC TCG TCC ACA

ATG X (Identificacion secuencial nimero: 33)

H: 5-GAC CTG TCG AGC ATC CAG CTT CAT GGG AAT TCC TCG TCC ACA

ATG XT  (Identificacion secuencial nimero: 34)

I: 5-XGT AAC TGG AGG GTAAGC TCATCC GAA TTC GGT ACT GAC CTG TCG
AGC ATC CAGCT (Identificacién secuencial nimero: 35)

X fue incorporada utilizando una fosforamidita de carboxi-dT la cual esta disponible comercialmente (10-1035-90 de
Glen research). Las bases nitrogenadas subrayadas representan a la regién de compresion.

Representacion esquematica de la reaccion:
[0749]

MHa MHz MHZ

COOH
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[0750] Un oligo que contiene una base nitrogenada modificada con una particula de acido carboxilico (uno nmol) fue
mezclada con agua (100 pl), amortiguador hepes (40 ul de 200 mM, pH = 7.5), NHS (20 ul de una 100 mM de una
solucién), EDC (20 pl de 100 M de una solucién preparada recientemente) y la tetraamina (XXVII) (20 pl de 100 mM
de la solucion). La mezcla de la reaccién fue dejada a que repose durante la noche a la temperatura del cuarto. El
volumen fue reducido a 60 pl por medio de evaporacién al vacio. El oligo puro fue obtenido por medio de la adicion
de NH3 conc. (20 uL) seguido por una purificacion HPLC. Fue posible aislar el pico después de aproximadamente 6
minutos utilizando al siguiente gradiente: durante los minutos 0-3 100% de A entonces 15% de A y 85% de B
durante los minutos 3-10 luego 100% de B durante los minutos 10-15 luego 100% de A durante los minutos 15-20. A
= 2% de acetonitrilo en 10 mM de TEAA y B = 80% de acetonitrilo en 10 mM de TESS.

[0751] Después de una purificacion HPLC 2-3 pmol fueron marcados en el extremo con p y la pureza fue
analizada por medio de gel de PAGE (refiérase la figura 60). El gel de PAGE mostré la adherencia de la tetraamina
(XXVI) a un oligo que contenia una base nitrogenada modificada con una particula de acido carboxilico.

Linea 1: Oligo 1 referencial F.

Linea 2: Trisamina purificada por HPLC producto del oligo F.

Linea 3: Oligo referencial G.

Linea 4: Trisamina purificada por HPLC producto del oligo G.

Linea 5: Oligo referencial H.

Linea 6: Trisamina purificada por HPLC producto del oligo H.

Ejemplo 103: Procedimiento general para adherir a una entidad funcional a un oligo tio.

[0752] el siguiente oligo que contiene a una base nitrogenada modificada, con una particula tio protegida por S-
trifenilmetilo, fue sintetizada utilizando el método convencional de fosforamidita:

J: 5-WCA TTG ACC TGT GTA AGC BTG CCT GTC AGT CGG TAC TCG ACC
TCT GGATTG CAT CGG  (1dentificacion secuencial ntimero: 36)

K: 5'-WCA TTG ACC TGT CTG CCB TGT CAG TCG GTA CTG TGG TAA CGC
GGA TG ACC T (Identificacion secuencial ndmero: 37)

L: 5“WCA TTG ACC TGA ACC ATG BTA AGC TGC CTG TCA GTC GGT ACT
ACG ACT ACG TTC AGG CAA GA (Identificacion secuencial numero: 38)

M: 5-WCA TTG ACC TGA ACC ATG TBA AGC TGC CTG TCA GTC GGT ACT
TCA AGG ATC CAC GTG ACC AG | (Identificacién secuencial nimero: 39)

[0753] W fue incorporada utilizando la fosforamidita codificadora de tiol que disponible comercialmente (10-1926-90
de Glen research). B es una biotina interna incorporada utilizando a la fosforamidita que disponible comercialmente
(10-1953-95 de Glen research). Las bases nitrogenadas que estan subrayadas y que son cursivas indican la region
del compresor.

[0754] EIl oligo de tio protegido por S-trifenilmetilo (10 nmol) fue evaporado al vacio y re - suspendido en un
amortiguador de TEAA (200 pl de 0.1 M de solucién, pH = 6.4). Se agregdé AgNO3 (30 uL de 1 M de solucién) y la
mezcla fue dejada a la temperatura del cuarto durante 1-2 horas. Se agreg6 DTT (36 pul de 1M de solucion) y se dejo
durante 5-10 minutos. La mezcla de la reaccion fue atemperada (20.000 G durante 20 minutos) y el sobrenadante
fue recaudado. El sélido fue extraido con un amortiguador adicional de TEAA (C microlitros de 0.1 M de solucién, pH
= 6.4). El oligo de tio puro fue obtenido por medio de la precipitacién convencional de EtOH.

Representacion esquematica de la reaccién:
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SH FE
[0756] El oligo de tio (1 nmol) fue secado al vacio y tratado con un bloque de construccion comprendido de la
entidad funcional (05087) en dimetilformamida (50 ul de 0.1 M de solucion) y dejado durante la noche a la
temperatura del cuarto. El oligo de tio fue atemperado (20.000 G durante 10 minutos) y el sobrenadante fue

removido. Se agreg6 dimetilformamida (1 ml) y el oligo tio cargado fue re - suspendido en un amortiguador de TEAA
(25 pl de 0.1 M de solucioén, pH = 6.4) y analizado por medio de HPLC.

[0755]

Ejemplos de bloques de construccion utilizados: XXVI, XVI, XVII, XVIII, XXIII, XXIV, XXV)
Ejemplo 104: Procedimiento general para la adherencia de una entidad funcional a un oligo que termina en amino o
en aminometilo.

[0757] El siguiente oligo contenia una base nitrogenada modificada, con un grupo amino fue sintetizado, utilizando el
método convencional de fosforamidita:

N: 5-ZGT AAC ACC TGT GTA AGC TGC CTG TCA GTC GGT ACT GAC CTG
TCG AGC ATC CAG CT {SEQ ID NO:40)

[0758] Z contenia a la base nitroge
dT codificadora de aminos (10-103¢

(Identificacién secuencial nimero: 40) orporada utilizando la fosforamidita C6

[0759] Ademas, los oligos C-E fueron transformados en el correspondiente oligo que termina en aminometilo, tal
como se describi6é anteriormente.

[0760] Los oligos fueron utilizados en el siguiente experimento representado por el esquema a continuacion:

MH: 0 NHMe FE

[0761] Un oligo de amino o de aminometilo (3 pmol) fue mezclado con un amortiguador de fosfato (3 pl de 0.1 M de
solucion, pH = 6) y NaBH3CN (3 uL de 1 M de solucion en MeOH). Un bloque de construccion comprendido de la
entidad funcional (3 pl de 1 M de solucion en MeOH) fue agregado en la mezcla y se dejo durante la noche a la
temperatura del cuarto. La formacién de producto fue analizada por un gel de PAGE (refiérase a la figura 61).

[0762] Ejemplos de los bloques de construccion utilizados: XXVIII, XXIX, y el 4-acetoxibenzaldehido (24,260-8 de
Sigma-Aldrich).

[0763] La figura 60 muestra un analisis de PAGE de la carga de un oligo que contiene a una base nitrogenada
modificada con un grupo amino (comp. XXIV).

[0764] La linea 1 muestra el oligo de amino referencial (N).

[0765] La linea 2 muestra el oligo de amino (N) después de la carga con un bloque de construccién que comprende
a la entidad funcional.

[0766] La linea 3 muestra la remocion de la entidad funcional, adherida en la linea 2, por medio del tratamiento con
pH = 11 durante una hora.
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Ejemplo 105: Procedimiento general para la sintesis modelada de un compuesto organico, cuando el portador y el
sustituyente son codificados por la plantilla:

[0767]
MH-FE

T

[0768] El oligo plantilla (1 nmol) fue mezclado con un oligo de tiol (L 0 M) cargado con una entidad funcional (XXIII o
XVII, respectivamente, 1 nmol) y un oligo de amino o en un amortiguador de hepes (20 ul de 100 mM de HEPES y
1M de una solucién de NacCl, pH = 7.5) y agua (agregado a un volumen final de 100 pul). Los oligos fueron recosidos
a la plantilla al calentarse a 50 °C y enfriarse (-2 °C/30 segundos) a 30 °C. Se dejo a la mezcla para que repose
durante la noche en una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo luego 35 °C durante un segundo). El
complejo de oligos fue adherido a estreptavidina por medio de la adicion de microesferas de estreptavidina (C
microlitros, pre lavados con 2x1 mL de 100 mM de amortiguador de hepes y 1 M de NaCl, pH=7.5). Las microesferas
fueron lavadas con un amortiguador de hepes (1 ml). El oligo de aminos fue separado del complejo enlazado de
estreptavidina al agregarse agua (200 pl) seguido de un calentamiento de 70 °C durante un minuto. El agua fue
transferida y evaporada al vacio, re - suspendida en un amortiguador de TEAA (45 pl de 0.1 M de solucion) y la
formacion del producto fue analizada por medio de HPLC (refiérase la figura 62).

Plantilla

[0769] La figura 62 muestra la transferencia de una entidad funcional a un oligo que contiene una base nitrogenada
modificada con un grupo amino.

A) El cromatograma superior muestra al oligo de amino referencial O: 5-GAC CTG TCG AGC ATC CAG CTT CAT
GGC TGA GTC CAC AAT GZ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 41). Z contiene a la base nitrogenada
modificada con un grupo amino, incorporada utilizando a la fosforamidita C6 dT codificadora de aminos que esta
disponible comercialmente (10-1039-90 de Glen research).

B) El cromatograma del medio muestra al oligo O de aminos purificado por la estreptavidina después una
transferencia parcial de una entidad funcional (XXIII).

C) El cromatograma de la parte inferior muestra al oligo O de aminos purificado por la estreptavidina después de una
transferencia completa de una entidad funcional mas lipofila (XVII). El siguiente gradiente fue utilizado: Durante los
minutos 0-3 un 100% de A luego un 15% de Ay un 85% de B durante los minutos 3-10.

[0770] El experimento en el cual el oligo plantilla fue omitido no mostré ninguna formacién de producto modelado.
Los resultados indican que la eficiencia de la sintesis modelada fue de alrededor de un 80-100%. La raz6n para una
eficiencia menor al 100% fue probablemente debido a la separacion hidrolitica de la entidad funcional.

Ejemplo 106: Procedimiento general para la sintesis modelada de una molécula portadora, en donde el portador y 2
sustituyentes idénticos son codificados por la plantilla

[0771]

MH: MH:
HyM———NH; FEHN———MHFE,

FE, FE,

Plantilla

[0772] El oligo plantilla (1 nmol) fue mezclado con 2 oligos de tios (K y L) cargados con la misma entidad funcional
(XXVI; 1 nmol) y el oligo H de trisamina (1 nmol) en un amortiguador de hepes (20 pl de 100 mM de hepesy 1 M de
una solucion de NaCl, pH = 7.5) y agua (agregada a un volumen final de 100 pl). Los oligos fueron recosidos a la
plantilla al calentarse a 50 °C y enfriarse (-2 °C/30 segundos) a 30 °C. La mezcla fue dejada durante la noche con
una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y entonces 35 °C durante un segundo). El complejo de oligos
fue adherido a estreptavidina agregando microesferas de estreptavidina (100 pl, pre - lavados con 2x1 mL de 100
mM de un amortiguador de hepes y 1 M de NacCl, pH = 7.5). Las microesferas fueron lavadas con un amortiguador
de hepes (1 pl). El oligo H portador de trisamina fue separado del complejo enlazado a estreptavidina por medio de
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la adicion de agua (200 ul) seguido por un calentamiento a 70 °C. El agua fue transferida re - suspendida en un
amortiguador de TEAA (45 ul de 0.1 M de solucién) y la formacién del producto fue analizada por medio de HPLC
(refiérase la figura 63).

[0773] El cromatograma de HPLC muestra la transferencia de 2 entidades funcionales a un oligo portador con 3
grupos aminos.

A) El cromatograma superior muestra al oligo portador referencial G.

B) El cromatograma inferior muestral al oligo portador G purificado por medio de estreptavidina después de
una transferencia parcial de una (pico a los 7.94 minutos) y 2 (pico a los 10.76 minutos) entidades funcionales
idénticas (XXVI). El siguiente gradiente fue utilizado: Durante los minutos 0-3 100% de A entonces 15% de A y 85%
de B durante los minutos 3-10 entonces 100% de B durante los minutos 10-15. A = 2% de acetonitrilo en 10 mM de
TEAA 'y B = 80% de acetonitrilo en 10 mM de TEAA.

[0774] Debido a la naturaleza lip6fila de las entidades funcionales se observé un tiempo mas largo de retencion, en
el cromatograma de HPLC, de la molécula portada con 2 entidades funcionales en comparacién a una entidad
funcional. La eficiencia de la sintesis modelada de la molécula portada con las 2 entidades funcionales idénticas
(XXVI) fue de alrededor del 25% (pico a los 10.76 minutos en la figura 63).

Ejemplo 107: Procedimiento para la sintesis modelada de una molécula portada, donde el portador y los 3
sustituyentes son codificados por la plantilla

[0775] e e .
NHs NHFEz
Hyhl ——t——NH FEyHN———NHFE;4

FE, FEz FEs

[0776] Procedimiento A (caja de compresién de 5-mer)  : El oligo plantilla (1 nmol) fue mezclado con 3 oligos de tio
(J-L) cargados con 3 diferentes entidades funcionales (XVI, XVII y XVIII, respectivamente; 1 nmol) y el oligo H
portador de trisamina (1 nmol) en un amortiguador de hepes (20 pl de 100 mM de hepes y 1 M de una solucion de
NaCl, pH = 7.5) y agua (agregada a un volumen final de 100 pl). Los oligos fueron recosidos a la plantilla al
calentarse a 50 °C y enfriarse (-2 °C/30 segundos) a 30 °C. La mezcla fue dejada entonces durante la noche a una
temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y entonces 35 °C durante un segundo). ElI complejo oligo fue
adherido a estreptavidina al agregarse microesferas de estreptavidina (100 pl, pre - lavadas con 2x1 mL de 100 mM
de amortiguador de hepes y 1M de NaCl pH=7.5). Las microesferas fueron lavadas con un amortiguador de hepes
(un micro litro). El oligo portador de trisamina fue separado del complejo enlazado a estreptavidina al agregarse
agua (200 pl) seguido de un calentamiento a 70 °C. El agua fue transferida y evaporada al vacio, re - suspendida en
el amortiguador de TEAA (45 pl de 0.1 M de solucion) y la formacion de la molécula codificada fue identificada por
HPLC.

[0777] Procedimiento B (caja compresora de 9-mer): El oligo plantilla (15 pmol) fue mezclado con 3 oligos de
metilamino (C-E) cargados con 3 entidades funcionales diferentes (XXVII, XXIX y 4-acetoxibenzaldehido,
respectivamente; 20 pmol) y un oligo | portador de trisamina marcado en el extremo con p3 (15 pmol) en un
amortiguador de hepes (6.5 microlitros de 100 mM de hepes en 1 M de una solucién de NaCl, pH = 7.5). La mezcla
fue calentada a 58.5 °C y dejada a 58.5 °C durante 5 dias. La formacion de la molécula codificada fue identificada
por PAGE.

Ejemplo 108 (modelo): Descripcién de la preparacién de una biblioteca de 3-mer $-aminoacidos
A) Sintesis de los bloques de construccion de B-aminoécidos

[0778] Proteccion de la terminal N: el grupo1 Nvoc (3,6-dimetoxi-6-nitrobenciloxicarbonilo) fue utilizado como un
grupo protector de N foto-separable y fue introducido a un B-aminoacido de acuerdo al siguiente método:

Tﬂz o} | 0
J{E]L JT‘J..‘".:-]//MD".H.N/ S “OH
- H
HeN™"""OH MeO™
Ol
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1Burgess et al. J. Org. Chem. (1997), 62, 5165-68, Alvarez et al. J. Org. Chem. (1999), 64, 6319-28 y Pedersen et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. (1998), 95, 10523-28.

[0779] Se mezcl6 a acido 3-amino-butirico (147 mg, 1.43 milimoles) con agua (10 ml), dioxano (10 ml) y 2 M de
NaOH (10 mL). La mezcla fue enfriada a 0 °C y tratada con Nvoc-Cl (1.58 mmol). Se agregaron 2 M de NaOH en
porciones pequefias (8 x 1.25 mL) durante 75 minutos. El bafio enfriador fue removido y la mezcla de la reaccion fue
dejada a la temperatura del cuarto durante la noche. Se agreg6 agua (30 ml) y la mezcla fue filtrada. La fase acuosa
fue ajustada a pH = 4 con 2 M de HCI (aq.) y extraida con éter dietilico (3 x 50 mL). El sélido fue disuelto en agua (50
ml) y éter dietilico (50 ml). Las fases organicas combinadas fueron secadas sobre MgSO4 y evaporadas al vacio
generando 176 mg (36%) de acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitro-benciloxicarbonilamino)-butirico puro. '"H-NMR (CDCI3):
7.72 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 5.51 (s, 2H), 5.40-5.30 (brs, 1H), 4.15 (m, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 2.60 (d, 2H), 1.31
(d, 3H).

[0780] La B-alanine, el acido cis-2-amino-1-ciclohexanecarboxilico, el acido carboxilico de trans-2-Amino-1-
ciclohexano, el acido cis-2-amino-1-ciclopentanocarboxilico, el acido cis-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, el
acido trans-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, el acido butirico de 3-amino-4,4,4-trifluoro, el acido 3-amino-4-
metilpentandico, el monohidrato del acido DL-3-aminoisobutirico, el acido 3-amino-3-fenilpropionico, el clorhidrato
del acido 2-fluoro-3-aminopropidnico son protegidos similarmente.

[0781] Activacion de la terminal C:  El éster de NHM (N-hidroximaleimida) del B-aminoéacido protegido por N-Nvoc
fue utilizado y preparado de acuerdo al siguiente método, ejemplificado utilizando al acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitro-
benciloxicarbonilamino)-3-fenil-propidnico:

NO: O O MO O o 92
I NN o
i T N N
- '|-\. it H ‘Jl = H \Iﬁr'
MeQ™ ™ MO ™y o
Oe Ohle

[0782] El acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitro-benciloxicarbonilamino)-butirico (418 mg, 1.22 milimoles) fue disuelto en THF
(10 ml), se agreg6 N-hidroximaleimida (1.22 mmol) y la mezcla fue enfriada a 0 °C. La diciclohexilcarbodiimida (1.22
milimoles) fue agregada y la mezcla de la reaccién fue dejada durante la noche a la temperatura del cuarto. El
solvente fue removido por medio de evaporacién al vacio y el producto fue aislado por medio de purificacién de
columna silice utilizando EtOAc-heptano (1:4 luego 1:2 luego 1:1) en calidad de eluyente. Produccion 219 mg (42%)
de éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitro-benciloxicarbonilamino)-butirico puro.
'H-NMR (CDCI3): 7.73 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.81 (s, 2H), 5.55 (dd, 2H), 5.30-5.20 (br s, 1H), 4.25 (m, 1H),
3.98 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 2.86 (m, 2H), 1.39 (d, 3H).

[0783] Los analogos protegidos por N-Nvoc de B-Alanina, acido cis-2-amino-1-ciclohexanocarboxilico, acido trans-2-
Amino-1-ciclohexanocarboxilico, acido cis-2-amino-1-ciclopentanocarboxilico, acido cis-2-amino-4-ciclohexeno-1-
carboxilico, acido trans-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, acido 3-amino-4,4,4-trifluorobutirico, &cido 3-amino-4-
metilpentanéico, monohidrato de acido DL-3-aminoisobutirico, acido 3-amino-3-fenilpropiénico, clorhidrato de acido
2-fluoro-3-aminopropidnico son activados similarmente.

B) Preparacion de oligos de bloques de construccion:
[0784]

) o R 0O NO,
/E \N_O;"\-.T,f‘ H‘N/U-\Of"“x_\l,-Jq..:_
SH 7Y, R H \,«—;-L

[0785] Un oligo de tio (1 nmol) es tratado con éster de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-ilo de acido 3-(4,5-dimetoxi-2-
nitro-benciloxicarbonilamino)-3-fenil-propiénico (50 pl de 0.1 M de soluciéon en DMF). La mezcla es dejada a la
temperatura del cuarto durante la noche. El oligo del bloque de construccién es centrifugado (20,000 G durante 15
minutos) y el DMF es removido. Se agrega DMF (1 ml), el oligo del bloque de construccién es centrifugado (20,000
G durante 15 minutos) y el DMF es removido.

[0786] Los andlogos activados por NHM de la terminal C protegida por N-Nvoc de B-Alanina, acido cis-2-amino-1-
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ciclohexanocarboxilico, el acido trans-2-Amino-1-ciclohexanocarboxilico, el acido cis-2-amino-1-
ciclopentanocarboxilico, el acido cis-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, el acido trans-2-amino-4-ciclohexeno-1-
carboxilico, el acido 3-amino-4,4,4-trifluorobutirico, el acido 3-amino-4-metilpentandico, el monohidrato de acido DL-
3-aminoisobutirico, el acido DL-beta-aminobutirico, el clorhidrato de acido 2-fluoro-3-aminopropidnico, son cargadas
en 11 oligos de tio diferentes en una forma similar.

[0787] A continuacién, cualquier 4 de los oligos de bloques de construccion preparados son seleccionados utilizados
para la produccién de bibliotecas.

C) Produccion de una biblioteca de 3-mer  B-péptidos de 64 miembros (4 3):

Disefio de un oligo de bloque de construccién: Disefio de la configuracién de |a biblioteca:
[0788]

e FE FE FE
Caja compresora de 5-mer ] I ]
3r -5I 3!

5o 50T /0 e— 50 TAS e—

Elemento complementario de 15-mer | Plantilla con 3 regiones de codificacion
separadas por una secuencia AATAA

[0789] Las secuencias para los oligos de bloques de construccion se muestran mas adelante. Los nucleétidos en
negrillas constituyen el elemento complementario y se subraya a la caja compresora de 5-mer. La FE™ esta
adherida a las entidades funcionales (4 B-aminoacidos protegidos por N-Nvoc) y B es una biotina interna.

1) 5-FE'-CAT TGT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TGC ATA CAA CTA TGT A (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:42)

2) 5-FE-CAT TGT TTT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TGC ATA CGG CTATGT A (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMEROQ:43)

3) 5-FE-CAT TGT TTT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TGC ATA CGA CTATGT A (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:44)

4) 5-FE-CATTGT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TGC ATA CAG CTATGT A (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:45)

5) 3-FE'-GTAACT TTT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TAT GCG TAA AGC CAT G (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:46)

6) 3-FE-GTAACT TTT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TAT GCG TGG AGC CAT G (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMEROQ:47)

7) 3-FE-GTAACT TTT TTT TTT TBT TTT TTT TTT TAT GCG TGA AGC CAT G (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMEROQ:48)

8) 3-FE-GTAACT TTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT TAT GCG TAG AGC CAT G (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO:49)

[0790] 64 oligo plantillas (2 pmol cada uno) que consisten de 3 regiones codificadoras estdn mezclados con 4 oligos
de blogues de construccion diferentes (1-4, 200 pmol cada uno) y amortiguador de hepes (20 ul, 100 mM de
amortiguador de hepes y 1 M de NaCl, pH = 7.5). Se agrega agua a un volumen final de 1000 pl. Los oligos son
recosidos a plantillas al calentarse a 50 °C y enfriarse (-2 °C/30 segundos) a 20 °C. Los grupos protectores de Nvoc
son removidos por medio de desgasificacion completamente con Ar, seguido de la exposicion a una lampara de
mercurio (lampara de mercurio de HPLC de 450 W, un filtro de pirex, corte < 300 nm) durante 1-2 horas. A la mezcla
se le dejo durante la noche a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y entonces 35 °C durante un
segundo).

[0791] La formacién de moléculas codificadas en la produccién de la biblioteca es abordada en 2 experimentos
separados, donde Unicamente la plantilla es utilizada en cada experimento. La primera plantilla (3'-CGT ATG TTG
ATA CAT AAT AAC GTA TGT TGA TAC ATA ATA ACG TAT GTT GAT ACA T (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 50)) codifica a la formacion del 3-mer B-péptido de B-alanina y la otra plantilla (3-CGT ATG CCG ATA
CAT AAT AAC GTA TGC CGA TAC ATA ATA ACG TAT GCC GAT ACA T (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERQO: 51)) para la formacion del 3-mer B-péptido del &cido 3-amino- 4,4,4-trifluorobutirico.
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[0792] Un oligo plantilla (2 pmol) que consiste de 3 regiones codificadoras que estan mezcladas con 4 diferentes
oligos de bloques de construccion (1-4, 200 pmol cada uno) y un amortiguador de hepes (20 ul, 100 mM de
amortiguador de hepes y 1 M de NaCl, pH = 7.5). Se agrega agua hasta un volumen final de 100 pl. Los oligos son
recosidos a las plantillas al calentarse a 50 °C y enfriarse (-2 °C/30 segundos) a 20 °C. Los grupos protectores de
Nvoc son removidos por medio de desgasificacion completamente con Ar, seguido de una exposicion a una lampara
de mercurio (lampara de mercurio de HPLC de 450 W, un filtro de pirex, un corte <300 nm) durante 1-2 horas. A la
mezcla se le deja durante la noche a una temperatura fluctuante (10 °C durante un segundo y entonces 35 °C
durante un segundo). El complejo oligo es adherido a estreptavidina mediante la adicion de microesferas de
estreptaidina (100 pl, pre - lavadas con 2x1 mL de 100 mM de amortiguador de hepes y 1 M de NaCl , pH=7.5). Las
microesferas son lavadas con un amortiguador de hepes (1 ml). El oligo del bloque de construccién, que contiene al
producto codificado, es separado del complejo enlazado a estreptavidina por medio de la adicion de agua (200 pl)
seguido por un calentamiento a 70 °C. El agua es transferida a una formacién de producto verificada por un analisis
MS.

Ejemplo 109 (modelo): Descripcién de la preparacién de una biblioteca de 3-mer 6-aminoacidos

A) Sintesis de los bloques de construccion de B-aminoacidos

[0793] La proteccion de la terminal N:  El grupo Nvoc (3,6-dimetoxi-6-nitrobenciloxicarbonilo) fue utilizado como un
grupo protector de N foto-separable e introducido a un - aminoéacido de acuerdo al método descrito anteriormente.

[0794] Activacion de la terminal C:  El B-aminoacido protegido por N-Nvoc fue activado utilizando la 1-(4-hidroxi-
fenil)-pirrol-2,5-diona conocida (Choi et al. Mol.Cryst.Liq.Cryst.Sci.Technol.Sect.A (1996), 280, 17-26), de acuerdo al
siguiente método:
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[0795] La 1-(4-Hidroxi-fenil)-pirrol-2,5-diona (1 mmol), NHS (1.0 mmol) y el acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitro-
benciloxicarbonilamino)-butirico (1 mmol) son disueltos en THF (3 ml). La solucién es enfriada a 0 °C y tratada en
forma de gotas con DIC (1.2 mmol). El bafio de enfriamiento es removido después de una hora y la mezcla de la
reaccion se la deja a la temperatura del cuarto durante la noche. El solvente es evaporado al vacio y el producto
puro (éster de 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-il)-fenilo de acido 3-(benciloxicarbonil-amino de 4,5-dimetoxi-2-nitro)-
butirico) es aislado por medio de una purificacion de columna de silice utilizando EtOAc-heptano (1:4 entonces 1:2
entonces 1:1) como eluyente.

[0796] Los andlogos protegidos de N-Nvoc de B-alanina, acido cis-2-amino-1-ciclohexanocarboxilico, acido trans-2-
Amino-1-ciclohexanocarboxilico, acido cis-2-amino-1-ciclopentanocarboxilico, &cido cis-2-amino-4-ciclohexeno-1-
carboxilico, acido trans-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, acido 3-amino-4,4,4-trifluorobutirico, acido 3-amino-4-
metilpentanéico, monohidrato de acido DL-3-aminoisobutirico, acido DL-beta-aminobutirico, clorhidrato de acido 2-
fluoro-3-aminopropiénico, son activados similarmente en la terminal C.

B) Preparacion de oligos de bloques de construccion:

[0797]
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[0798] Un oligo de tio (2 nmol) en agua (25 pl) es tratado con éster de 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-il)-fenilo de
acido 3-(4,5-dimetoxi-2-nitrobenciloxicarbonil-amino)-butirico (25 uL de 10 mM de solucién en MeOH). A la mezcla
se le deja durante la noche a la temperatura del cuarto. El oligo del bloque de construccion es purificado por medio
de una precipitacién convencional de EtOH. El pellet es lavado con diclorometano (3 x 300 uL) y secado al vacio.

[0799] Los analogos activados de la terminal C protegidos por N-Nvoc de B-alanina, acido cis-2-amino-1-
ciclohexanocarboxilico, acido trans-2-Amino-1-ciclohexanocarboxilico, acido cis-2-amino-1-ciclopentanocarboxilico,
acido cis-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, &cido trans-2-amino-4-ciclohexeno-1-carboxilico, &cido 3-amino-
4,4 ,4-trifluorobutirico, acido 3-amino-4-metilpentanéico, monohidrato de acido DL-3-aminoisobutirico, acido DL-beta-
aminobutirico, clorhidrato de acido 2-fluoro-3-aminopropiénico, son cargados similarmente en 11 oligos de tio
diferentes.

[0800] Cualquier 4 de los oligos del bloque de construccién preparados son seleccionados y utilizados para la
produccioén de bibliotecas tal como se describié anteriormente.

Ejemplo 110 (modelo): A continuacién, se describe un método de preparacion de bibliotecas que se basa en
plantillas de oligonucleétidos y en blogues de construccién de nucledsidos de 5’-fosfoimidazélidos
Preparacion de blogues de construccion
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Paso A: Preparacién de un enlazador de ésteres con una alquina terminal

[0802] EIl derivado acido (10.37 milimoles) es disuelto en DCM (20 ml) y enfriado a 0 °C en un bafio de agua. Se
agrega EDC (12.44 milimoles, 1.2 equiv) seguido de DMAP (1.04 mmol, 0.1 equiv) y el alcohol (15.55 milimoles, 1.5
equiv) en DCM (5 ml). Después de una hora de reaccioén en un bafio de hielo, a la mezcla se le permite llegar a 20
°C y se la deja reaccionar durante 16 horas. Los volatiles son removidos y el residuo es absorbido en dietileter (150
ml) y HCI (ag, 0.1 M, 75 ml). Las fases son separadas y la fase organica es lavada primero con una mezcla de
NaHCO3 (sat, 35 mL) y agua (35 mL) y luego de nuevo con agua (75 ml). Al evaporarse el dietileter, el producto es
secado azoetrépicamente utilizando tolueno (2x120 mL) generando al éster deseado que podria ser purificado por
cromatografia si fuese necesario.
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Paso B: Introduccién de grupos protectores en nucleésidos sustituidos con yodo

[0803] EIl nuclebsido (5.65 mmol, 1eq), TBDMS-CI (2.04g, 13.56 mmol, 2.4 eq) y imidazol (1.85g, 27.11 mmol,
4.8 eq) son mezclados en DMF (20 ml) y agitados a 25 °C durante la noche. Se agrega EtOAc (400 mL) y la fase
organica es lavada con una mezcla de NH4Cl(aq) (sat, 40 mL) + H20 (40 mL) seguido por H20 (80 mL). La fase
organica es extirpada y el residuo es absorbido en tolueno, filtrado y extirpado para dejar al nucledsido protegido
deseado. El compuesto podria ser purificado ain mas por medio de la cristalizacion.

Paso C: Acoplamiento Sonogashira de nucledsidos sustituidos con yodo protegido en alquinos terminales

[0804] Una solucion de DMF (20 ml) del nucleésido sustituido con yodo protegido (3.4 milimoles), el alquino (6.9
milimoles, 2 eq), DIEA (2.5 mL) es purgada con Ar durante 5 minutos. Se agrega paladio de trifenilfosfina de tetrakis
(0.3 milimoles, 0.1 eq) y Cul (0.7 milimoles, 0.2 eq) y la mezcla es calentada 50 °C y se mantiene asi durante 20
horas. Cuando se enfria, a la mezcla se le agrega 700 ml de dietiléter. La fase organica es lavada con cloruro de
amonio (sat, aq, 250 mL) y agua (250 ml). La evaporacion de volatiles seguido por una extirpacién con tolueno (400
ml) genera al nucleésido modificado deseado que es purificado por medio de cromatografia de columnas (gel silice,
eluyente acetato de heptano/etilo).

Paso D: Remocién de los grupos protectores OH

[0805] A una soluciéon de THF del producto que se mencioné anteriormente (1.8 milimoles en 30 ml) se le agrega
acido acético (0.8 mililitros, 14.1 mmol, 8eq) y fluoruro de tetrabutilamonio (7 mmol, 4eq). Al agitarse a 20 °C durante
20 horas, los volatiles son removidos al vacio y el residuo es purificado por medio de cromatografia de columna (gel
silice, eluyente DCM/metanol).
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Paso E: Sintesis de mono-fosfato

[0806] A una sustancia espesa del nucleésido modificado en el paso D (1.65 milimoles) en fosfato de trimetilo (5 ml)
es enfriada a 0 °C y agregada fosforoxitricloruro (190 ul, 307 mg, 2 mmol, 1.2 eq). La reaccion es mantenida a 0 °C
durante 2 horas. Se agrega amina de tributilo (1 ml) y la reaccién se le permite llegar a 20 °C. Otra porcion de amina
de tributilo (1.3 mililitros) es agregada para elevar el pH, seguido de agua. Los volatiles son removidos al vacio y el
residuo podria ser purificado utilizando cromatografia de intercambio de iones (Sephadex A25, amortiguador de
bromuro de tetra-etilamonio 0.05-1.0 M, pH 7).
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Paso F: sintesis del Fosfoimidazélido

[0807] A una solucién del derivado de mono-fosfato que se acaba de mencionar (0.1 M) se le agrega 2-metilimidazol
(0.5 M)y EDC (0.5 M) aun pH de 6.5y a 0 °C. La reaccion es agitada durante 2 horas manteniendo la temperatura
a 0 °C. La mezcla podria ser utilizada directamente en la sintesis de bibliotecas [Visscher;1988; Journal of Molecular
Evolution (Revista de Evolucion Molecular); 3-6]. Alternamente, un tratamiento de fosfatos con diimidazol de
carbonilo también genera a los fosfoimidazélidos. [Zhao;1998; J. Org. Chem.; 7568-7572].

Una coleccion de blogues de construccién

[0808] En el esquema a continuacion, se muestran varios bloques de construccion Utiles para la sintesis de
bibliotecas. Todos los bloques de construccion tienen entidades funcionales adheridas al elemento de
reconocimiento por medio de un éster carboxilico y podrian ser sintetizados tal como se menciona anteriormente.
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Preparacién de la biblioteca

[0809] El esquema a continuacién muestra un ejemplo del proceso de la elaboracién de una biblioteca de poliamidas
utilizando plantillas de oligonucleétidos y bloques de construccion de fosfoimidazélidos que se mostraron
anteriormente. Una secuencia de cebador de oligonucleétidos con un modificador de secuencias que porta una
(opcionalmente) amina protegida (por ejemplo, el modificador de aminos C2 dT, cat no 10-1019 de Glen Research)
es recosido a las plantillas utilizadas en la biblioteca. Ademas, otra secuencia de oligonucledtidos es recosida en
calidad de una secuencia terminal exponiendo, de esa forma, solamente la parte de la plantilla que codifica a la
incorporacion de bloques de construccion. Para fines de claridad, las bases de los bloques de construccion de
fosfoimidazélidos han sido reemplazadas con codigos de letras en negrillas.
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Incorporacién

[0810] Las condiciones tipicas de oligomerizacién de bloques de construccién en la plantilla son 0.05 M de plantillas,
0.1-0.2 M de bloques de construccion, en 0.2 M de amortiguador de 2,6-lutidina-HCI ajustado a pH = 7.2,
amortiguador que contiene 1.0 M de cloruro de sodio, 0.2 M de cloruro de magnesio. La temperatura fue mantenida
a 0 °C durante 1-21 dias. [Inoue;1984; Journal of Molecular Biology (Revista de Biologia Molecular); 669-676]. Los
complejos de oligonucle6tidos podrian ser purificados utilizando filtracion de gel de micro - centrifugacion (BioRad).

Proteccién de aminas

[0811] Los grupos de proteccion Cbz podrian ser removidos por medio de una variedad de métodos [Greene;1999;].
Debido a su moderacién, una reduccion catalitica es a menudo el método escogido. Al combinar un catalizador de
hidrogenacion insoluble, por ejemplo, Pd/Al203, Pd/CaCO3, Pd/C, PtO2, o uno soluble, por ejemplo el catalizador
de Wilkinsons y una fuente de hidrégeno, por ejemplo, pero sin limitarse a, H,, formiato de amonio, acido férmico,
1,4-ciclohexadieno, y ciclohexeno en un solvente adecuado tal como el agua, metanol, etanol, dimetilformamida,
dimetilsulfoxido, etilenglicol, acetonitrilo, acido acético o una de sus mezclas con los complejos de oligonucleétidos
remueven a los grupos protectores Chz.

Polimerizacién

[0812] Las di-aminas son enlazadas entre si utilizando acidos di-carboxilicos, un reactivo de acoplamiento de
péptidos opcionalmente en la presencia de un modificador de acoplamiento de péptidos en un solvente adecuado tal
como el agua, el metanol, el etanol, la dimetilformamida, el dimetilsulféxido, el etilenglicol, el acetonitrilo o una de sus
mezclas. A una solucién amortiguada acuosa (10uL, 1 M de NaCl, 100-500 mM de amortiguador pH 6-10,
preferiblemente 7-9) de complejos de oligonucleétidos (0.1-100 uM, preferiblemente 0.5-10 uM) que portan di-
aminas libres se le agrega un acido di-carboxilico (0.1 mM-100 mM, preferiblemente, 1-10 mM), por ejemplo, pero
sin limitarse a, el acido oxalico-, maldnico-, succinico-, pentanedidico- o hexanedidico, acido ftalico-, isoftdlico,
tereftalico, acido glutamico N-protegido o acido aspartico N-protegido mezclado con un reactivo de acoplamiento de
péptidos (0.1 mM - 100 mM, preferiblemente 1-10 mM), por ejemplo, pero sin limitarse a, EDC, DCC, DIC, HATU,
HBTU, PyBoP, PyBroP o tetrafluoroborato de N-metil-2-cloropiridinio y un modificador de acoplamiento de péptidos
(0.1 mM-100 mM, preferiblemente 1-10 mM), por ejemplo, pero sin limitarse a, NHS, sulfo-NHS, HOBt, HOAt,
DhbtOH en un solvente adecuado (un microlitro), por ejemplo, agua, metanol, etanol, dimetilformamida,
dimetilsulfoxido, etilenglicol, acetonitrilo 0 una de sus mezclas. Las reacciones son ejecutadas a temperaturas entre -
20 °C y 100 °C, preferiblemente entre 0 °C y 60 °C. Los tiempos de reaccién son de entre una hora y una semana,
preferiblemente 1 hora-24 horas.

El procedimiento ejemplifica la polimerizacion en una escala de 11 pl, pero cualquier otro volumen de reaccién entre
1.1 microlitros y 1.1 litros podria ser utilizada.

Separador de enlazadores

[0813] Los enlazadores de ésteres son separados con hidréxido acuoso a pH 9-12 a la temperatura del cuarto, 16
horas en un solvente adecuado tal como agua, metanol, etanol, dimetilformamida, dimetilsulféxido, etilenglicol,
acetonitrilo o una mezcla de estas.

Andlisis MS
[0814] Los meimbros de la biblioteca pueden ser analizados por medio de una espectroscopia de masa.

[0815] En la secuencia que se menciond anteriormente, las diaminas portan grupos protectores Cbz que son
desprotegidos en el oligonucleétido. Otros esquemas de proteccion también pueden ser relevantes para la
proteccion de aminas [Greene y Wuts;1999;]. En algunos casos, podria ser suficiente ejecutar a la secuencia con
bloques de construccién que no portan grupos protectores en las aminas, eliminando, por lo tanto, el paso de
desproteccion de las aminas. El procedimiento descrito para la sintesis de bibliotecas modeladas también podria
utilizar el uso de di- y tri-nucleétidos modificados, asi como andlogos de acidos nucleicos modificados tal como
morfolinos, LNAs y PNAs. En referencia a las condiciones de reacciones del caso posterior, durante la incorporacion
deberia cambiarse para acomodar a reacciones de acoplamiento de péptidos. [Schmidt;1997; Nucleic Acids
Research (Investigacion de Acidos Nucleicos); 4792-4796] ejemplos de blogues de construccion alternos como esos
se muestran en el esquema continuacion. Sintesis de las unidades modificadas de PNA en comparacién a las
unidades ordinarias de PNA difieren inicamente en el uso de las bases modificadas.
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di-nucleoétido modificado

di-PNA modificado
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[0816] Ademas, en vez de utilizar 5-fosfoimidazélido-nucledsidos, una mezcla de bis-3’,5fosfoimidazélido-
nucleésidos [Visscher y Schwartz; 1988; Journal of Molecular Evolution (Revista de Evolucion Molecular); 3-6] y
nucleésidos pueden ser utilizados en la produccion de bibliotecas, refiérase mas adelante. Alternando la
incorporacion de cada tipo de bloque de construccion es requerido, pero debido a la reversibilidad del paso de
reconocimiento y el hecho de que ninguna reaccion ocurre, si, por ejemplo, 2 bis-3’,5'fosfoimidazélido-nucledsidos
son colocados adyacentes entre si, todo lo que es necesario es que ambos tipos de bloques de construccién estén
presentes en la mezcla.
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Ejemplo 111 (modelo): Sintesis de una biblioteca de moléculas modeladas por medio de la liberacién no enziméatica
de entidades funcionales comprendidas de dinucleétidos

[0818] Algunos sistemas han sido desarrollados que permiten la ligacién quimica no enzimatica de nucleotidos y
oligonucledtidos en plantillas de acidos nucleicos o de PNAs (Xu et al., 2001, Nat Biotechnol 19, 148-152; 2000, J
Am Chem Soc,122, 9040-41). Un protocolo describe la autoligacion de 3'-fosfotioato y una particula 5’ comprendida
de un yodo que abandona el grupo tal como se muestra mas adelante.
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[0819] EI protocolo de ligacion no enzimatica puede ser utilizado para la sintesis modelada de una biblioteca de
moléculas. Aqui, un conjunto de dinucledtidos donde cada uno comprende a una entidad funcional Unica fue
sintetizado mediante la quimica de nucle6tidos modificados de fosfoamiditas tal como se describe mas adelante. Se
sintetizaron 4 bloques de construccion de di-nucleotidos con secuencias dUdNp. Cada di-nucleétido comprende un
5'-yodo- y un grupo 3'-fosfotioato capaz de formar un enlace covalente con un grupo reactivo cercano.

Incorporacién de di-nucleétidos en una plantilla de ADN:

[0820] 1 pmol de cada uno de los cebadores de extension A (5-GCTACTGGCATCGXG-3'-fosfotioato
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 52), donde X denota a deoxitimidina-C6-NH2, Glen Research Cat#: 10-
1035-90) y B (5'-yodo-GCACTTGCAGACAGC-3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 53)) son recosidos a
un oligo plantilla (5GCTGTCTGCAAGTGCNANACACGATGCCAGTAGC-3' (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 54)) en un amortiguador de enlace: 50 mM de HEPES-KOH, pH=7.5, 5 mM de MgCI2, 100 mM, KCl e
incubado a 80 °C durante 2 minutos antes de enfriarse lentamente a 20 °C. El vinculo del enlazador Ay B a la
plantilla forma un complejo de ADN de doble hebra con un segmento central de una sola hebra de 4 nucleétidos tal
como se muestra mas adelante. 10 pmol de di-nucleétidos son agregados y la mezcla de la reaccion es incubada a 4
°C durante 30 minutos, seguido por un calentamiento breve a 25 °C durante 30 segundos. La mezcla de la reaccion
es sujeta a ciclos oscilantes sucesivos de temperatura durante 24 horas. Este paso promueve la ligacién quimica
entre los di nucledtidos recosidos correctamente y los cebadores Ay B.

[0821] Después del completamiento de la plantilla y de la ligacién quimica, los dinucleotidos y el amortiguador son
removidos por medio de filtracion de gel de centrifugacion (Biorad).

Enlaces transversales de entidades funcionales y la activacién de moléculas modeladas

[0822] Los complejos de ADN que comprenden a las entidades funcionales son incubadas en un amortiguador de 20
mM de EPES-KOH pH = 7.5, 100 mM de KCI. Se agregan 5 mM de Bis[Sulfosuccinimidil]suberato (BS3, Pierce) en
la muestra y se incuba a 30 °C durante 2-8 horas. El amortiguador y el exceso de BS3 son removidos por medio de
filtracion de gel de micro - centrifugacion (Biorad). Las moléculas modeladas son activadas por medio de separacion
de los enlaces de éster utilizando 0.2 M de NaOH a 50 °C durante 15 minutos antes de la adicion de HCI equimolar.
La muestra transferida a un amortiguador adecuado para dialisis.
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Aqreqar FE-dinucleotidos

M,
e T
HH Autoliaacion i C?D?
L,

Cebador A 0 Cebador B Cebador A a=n Iﬁ Cebador B
,  mimme—— [
SGCTACTOELATOETG NEHCACTTGCAGACAGC-3 S-GCTACTGGCATCGTG |l.|r|4 Ul GCACTIGCAGACAGC-¥
FLEATGACCGTAGCAD AN AN COTGAACGTCTOTOG-3 F-COATGACCGTAGCAC AN AN COTEAACGTCTGTOGE-S
Plantilla

{ Enlace transversal

I

Enlazadores transversales -
2
Ly

O3 0
o o o

Cebador B Cebador A ,{ [ Cebador B
] i

i
S-GCTACTGECATCETE UM UM GCACTTGCAGACAGE.Y FLOTACTEGCATOGTE uN I.IF..I GCACTTGRCAGACAGC.
FLGATGACCOTAGCAC AN AN CGETGAACGTCTGTOG-S FLGATGACOGTAGCAL AN AN OOTGAACGTCTGTCG-S

Cebador A 6 FH oH

2 “
§

Plantilla Plantilla

[0823] Este protocolo facilita la sintesis de una biblioteca pequefia de 16 diferentes moléculas cada una en la sala a
su plantilla aplicable para experimentos de seleccién/amplificacion. Bibliotecas mas grandes pueden ser sintetizadas
utilizando tri-, tetra-u otros oligo-nucleétidos que comprenden a entidades funcionales y/o al incrementar el nimero
de bloques de construccion que van a ser acoplados por la ligacién no enzimatica en la plantilla de ADN.
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Sintesis de bloques de construccion:

ES 2571835713

[0824] Sintesis de dimeros de 5’-yodo-3’-fosfonotioato con una entidad funcional adherida.

Enlazador = Linker

DMTG—|_;D~~B

5

ol
—
O b

@—Llnker—OH — @—Lﬂer o--|::- —
OR

[0825] a) Acoplamiento convencional de fosforamiditas; b) S8 en piridina; c) acoplamiento de fosforamiditas para
introducir a 5-I-dU; d) CF3COOH entonces I2/piridina/agua; €) separador de FE y Pd(0) en THF-Et3N; f) Ph3P y 12

en DMF; g) foto - lisis >300 nm.

[0826] B es igual a A, T, G o C protegida apropiadamente con el grupo protector foto - labil Nvoc2. El enlazadores es

DMTO o B
I

(9]
@- Linker—0—pP=8 —=
OR

-
{
i

—

FE— Spacer. . I, )

o
@ Linker -0 P=§
OR

Separador

igual a un soporte sélido de CPG foto - labil. *Res igual a el grupo protector de fosfato foto - labil. 4
“Alvarez et al. J. Org. Chem. (1999), 64, 6319-28
3Pirrung et al. J. Org. Chem. (1998), 63, 241-46
“‘Givens y Kueper Chem. Rev. (1991), 93, 55

[0827] Ejemplos de puntos de adherencia (indicados por una flecha) del enlazador en las bases nitrogenadas.
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a] MNH; NHz 0
~ ~ Ne -
i | N s N N
"-\.N-"I.-C o - .--I-:-- "‘M.-l-! =l i -Il -:-J
‘N"o . " i
HO— o Ho— o H9 oy N HO o L
1 ]
OH oH OH OH
\ \
z.-':‘f\-_f.’thu e “'NH
e ¢
HO— o NN HO— o fl\l " NHg

[0828] Ejemplos de enlazadores (indicados por un anillo de puntos) y de entidades funcionales

b Cremme—— v D : (1 (o]
i AR : b Fh
04 ' 04
F= [l g } ,
HaN \- I HoN \_\
NHZ ‘_NHE
=1 0 f=__ "o
N .o K_\
- .":? \‘{_1 . . Fi 3
1-._‘.::'_.-" TN {{ :'I_.f—-.l_
f/ NHE b = HN_
\ {
NH2 NH

Ejemplo 112: ligacion de oligonucleétidos de ADN, derivados en el nucleétido central.

[0829] Para examinar la deficiencia de los sustratos de varios derivados oligos de ADN para la ligasa de ADN de T4,
los oligo-derivados Ah17 y Ah19 fueron recosidos a las plantillas Ah18 y Ah20, respectivamente. Cada una de las
plantillas contiene 2 lugares de recosido para el oligo apropiado. El oligo-derivado contiene un nucle6tido modificado

50

55

60

65

en la posicion del nucleétido central (refiérase a la figura mas adelante).

[0830] La reaccion puede ser representada esquematicamente tal como se indica a continuacion:

MH2 MHZ MH2 MH2

Ligasa
(17, Am19)| ~ (AH17, AH19] - | |

(AH1E, AHZ0)
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X=amino-modificador C6 dT

Ah 17: 5- CACXGAA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 55)

Ah 18: 5- TCGGATTCAGTGTTCAGTGCGTAG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 56)

Ah 19: 5- TGCACXGAAGC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 57)

Ah20: 5’- TCGGAGCTTCAGTGCAGCTTCAGTGCACGTAG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 58)

[0831] Mezclar 0.5 microlitros del amortiguador a, 0.5 microlitros de Ah18 o Ah20 (1 pmol/ul), y 2 ul de Ah 17 o Ah18
(marcado con 32P) (1 pmol/ pl). Recoser al calentar a 80 °C y luego enfriar a 10 °C. Agregar 3 ul de ligasa de T4-
ADN (TAKARA, codigo #6022). Incubado a 4.7 °C durante alrededor de 48 horas. Luego analizarse por medio de
electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0832] Tal como se ve en la figura 64, la ligasa de ADN es capaz de ligarse eficientemente a ambos oligo-derivados
probados, es decir, aun con el oligo mas corto (Ah17), con una longitud de 7 nucleétidos, y una modificacion en la
posicion 4, la ligacion se ejecuta para aproximadamente el 50% de terminacion.

LISTAS DE SECUENCIAS

[0833]

<110> Nuevolution A/S
<120> Moléculas modeladas y métodos para usar aquellas moléculas

<130> TM1-PCT

<140> PCT/DK02/00419
<141> 2002-06-20

<150> PA 2001 00962
<151> 2001-06-20

<150> PA 2002 00415
<151> 2002-03-15

<160> 58
<170> Versién de la patente 3.1

<210>1

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<400> 1
gctactggca tcggt 15

<210>2

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna
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<400> 2
gctgtctgca agtgataacc gatgccagta gc 32

<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<400> 3
gctactggca tcggt 15

<210> 4

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 4
gctgtctgeca agtgatgacc gatgccagta gc 32

<210>5

<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 5
gctactggca tcggt 15

<210>6

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 6
gctgtctgca agtgacgtaa ccgatgccag tage 34

<210>7

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Ninguna

<400>7
taagaccgat gccagtagc 19

<210>8

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 8
tagaccgatg ccagtagc 18

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<400>9
tccgetactg geatcggt 18

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 10
tgaaccgatg ccagtagc 18

<210> 11

<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(18)..(18)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 11
tccgetactg gtatcggn 18
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<210> 12
<211> 15 <212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 12
ncacttgcag acagc 15

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 13
gctgtctgca agtgaccgat gccagtagce 29

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(18)..(18)

<223> deoxi-timidina-C2-COOH (Glen research, cat #10-1035-90)

<400> 14
tccgetactg gtatcggn 18

<210> 15

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> deoxi-timidina-C2-COOH (Glen research, cat #10-1035-90)
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<220>

<221> base_maodificada
<222> (1)..(1)

<223>

<400> 15
ncacttgcag acagc 15

<210> 16

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 16
gctactggca tcggt 15

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 17
gctgtctgca agtgagtacc gatgccagta gc 32

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ninguna

<400> 18
gtaattggag tgagccddda ccgatgccag tage 34

<210> 19

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 19
tagaccgatg ccagtagc 18

<210> 20
<211> 56
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (56)..(56)
<223> deoxitimina-C2-COOH (Glen Research, cat #10-1035-)

<400> 20
cgacctctgg attgcatcgg tcatggctga ctgtccgteg aatgtgtcca gttacn 56

<210>21

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 21
ngtaactgga ctgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 22

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)
<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 22
ngtaacacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 23

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 23
agctggatgc tcgacaggtc ccgatgcaat ccagaggteg 40

<210> 24

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 24
ncattgacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 25

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(3)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 25
agnaacacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 26

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)
<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)
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<400> 26
nttgtaactg gactgtaagc tgcctgtcag tcggtactga cctgtcgage atccaget 58

<210> 27

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (58)..(58)
<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 27
cgacctctgg attgcatcgg tcatggetga ctgtcecgteg aatgtgtcca gttacttn 58

<210> 28

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(10)

<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 28
gctactggcen tcggt 15

<210> 29

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (6)..(6)
<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 29
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tcactngcag acagc 15

<210> 30

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (56)..(56)
<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 30
ctggtaacgc ggatcgacct tcatggctga ctgtccgteg aatgtgtcca gttacn 56

<210> 31

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (56)..(56)
<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 31
acgactacgt tcaggcaaga tcatggctga ctgtcegteg aatgtgtcca gttacn 56

<210> 32

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (31)..(31)

<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 32
gacctgtcga geatccagct gtccacaatg n 31
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<210> 33

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (46)..(46)

<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 33
gacctgtcga gcatccagct tcatgggaat tcctcgtcca caatgn 46

<210> 34

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (46)..(46)

<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 34
gacctgtcga geatccagct tcatgggaat tcctcgteca caatgnt 47

<210> 35

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> carboxi-modificador C2 dT (Glenn Research cat. no. 10-1035-)

<400> 35

ngtaactgga gggtaagctc atccgaattc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 36
<211>57

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)
<223> 5'-Tiol-modificador C6 (Glen Research cat. No. #10-1926-)

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (19)..(19)
<223> biotina interna-C4 (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 36
ncattgacct gtgtaagent gectgtcagt cggtactcga cetctggatt gcatcgg 57

<210> 37

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristicas_misc

<222> (1)..(1)
<223> 5'- Tiol-modificador C6 (Glen Research cat. No. #10-1926-)

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(18)..(18)

<223> biotina interna -C4 (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 37
ncattgacct gtctgcentg tcagtcggta ctgtggtaac geggatcgac ct 52

<210> 38

<211>62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc
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<222> (1)..(1)
<223> 5'- Tiol-modificador C6 (Glen Research cat. No. #10-1926-)

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (19)..(19)
<223> biotina interna -C4 (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 38
ncattgacct gaaccatgnt aagctgcctg tcagtcggta ctacgactac gttcaggcaa 60

ga 62

<210> 39

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)
<223> 5'-Tiol-modificador C6 (Glen Research cat. No. #10-1926-)

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (20)..(20)
<223> biotina interna-C4 (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 39
ncattgacct gaaccatgtn aagctgcctg tcagtcggta cttcaaggat ccacgtgacc 60

ag 62

<210> 40

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)
<223> modificador de aminos C6 dT (10-1039-90 de Glen Research)

<400> 40
ngtaacacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccaget 56
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<210>41

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (41)..(41)

<223> modificador amino C6 dT (Glen Research Cat. # 10-1039-)

<400> 41
gacctgtcga gcatccagct tcatggctga gtccacaatg n 41

<210> 42

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(17)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 42
cattgttttt ttttttnttt ttttttttgc atacaactat gta 43

<210> 43

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(17)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 43
cattgttttt ttttttnttt tttttttge atacggetat gta 43

<210> 44

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(17)..(17)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 44
cattgttttt ttttttnttt ttttttttgc atacgactat gta 43

<210>45

<211>43
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 45
cattgttttt ttettttttt ttttttttgc atacagctat gta 43

<210> 46

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (27)..(27)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 46
gtaccgaaat gegtattttt tittttnttt tttttttca atg 43

<210> 47

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (27)..(27)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 47
gtaccgaggt gegtattttt tittttnttt ttttttttca atg 43

<210> 48
<211> 43
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (27)..(27)

<223> biotina-C4 interna (Glen Research cat. #10-1953-)

<400> 48
gtaccgaagt gcgtattttt ttttttnttt ttttttttca atg 43

<210> 49

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<400> 49
gtaccgagat gcgtattttt tetttttttt ttttttttca atg 43

<210> 50

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 50
tacatagttg tatgcaataa tacatagttg tatgcaataa tacatagttg tatgc 55

<210>51

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 51
tacatagccg tatgcaataa tacatagccg tatgcaataa tacatagccg tatgc 55

<210>52

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (14)..(14)

<223> deoxitimina-C6-NH2 (Glen Research cat. # 10-1035-)

<400> 52
gctactggca tcgng 15

<210> 53

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1)
<223> 5’-yodo-guanina

<400> 53
ncacttgcag acagc 15

<210> 54

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (16)..(16)

<223> cualquieradeaogocot

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (18)..(18)
<223>cualquieradeaogocot

<400> 54
gctgtctgca agtgcnanac acgatgccag tage 34

<210> 55

<211>7

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ninguna

<220>
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<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(4)
<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 55
cacngaa 7

<210> 56

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 56
tcggattcag tgttcagtge gtag 24 <210> 57

<211>11
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (6)..(6)

<223> deoxi-timidina-C6-NH2, (Glen research, cat #10-1039-90)

<400> 57
tgcacngaag c 11

<210> 58

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ninguna

<400> 58
tcggagcttc agtgcagctt cagtgcacgt ag 32
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Reivindicaciones

1. Un método para sintetizar una composicion de moléculas de diferentes plantillas que comprenden una pluralidad
de grupos funcionales, comprendiendo dicho método las etapas de

i) proporcionar una pluralidad de plantillas que tienen diferentes elementos de codificacion y / o un orden
diferente de elementos de codificacion,

dichas plantillas que comprenden una pluralidad de nucleétidos y una secuencia de 3 a 100 elementos de
codificacion,

en el que cada elemento de codificacion comprende al menos un grupo de reconocimiento capaz de
reconocer un predeterminado elemento que complementa, y

en el que cada elemento de codificacion comprende o consiste en de 4 a 100 subunidades,

i) proporcionar una pluralidad de bloques de construcciéon, en el que cada bloque comprende la
construccion

a) al menos un elemento de complementacion que comprende al menos un grupo de
reconocimiento capaz de reconocer un elemento de codificacion predeterminado,

b) al menos una entidad funcional que comprende al menos un grupo funcional y al menos un
grupo reactivo, y

c) al menos un enlazador que separa la al menos una entidad funcional desde el al menos un
elemento que complementa,

iii) poner en contacto cada uno de dichos elementos de codificacién con un elemento de complementacion
capaz de reconocer dicha codificacion elemento, dicho elemento comprende una pluralidad de nucle6tidos
complementando,

iv) formar una plantilla complementando que comprende al menos 3 elementos de complementacion en la
forma de un lineal secuencia de elementos que complementan por enzimaticamente que une dicho por lo
menos 3 elementos de complementacion, y

v) la obtenciéon de una composicion de diferentes moléculas con plantilla comprendiendo cada uno unido
covalentemente, grupos funcionales mediante la vinculacién de un grupo funcional de al menos una entidad
funcional a un grupo funcional de otra entidad funcional,

en donde la molécula de plantilla esta unida por medio de un conector a la plantilla o la plantilla complementaria a la
templated la sintesis de la molécula de plantilla, y

en el que la sintesis de las moléculas con plantilla no implica traduccién mediada por ribosomas de un acido
nucleico.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la molécula de molde esta unida por medio de un solo enlazador a la
complementacion plantilla o plantilla que templated la sintesis de la molécula de plantilla.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde las etapas iii) a través de v) se repiten para diferentes bloques de
construccion.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que los elementos de codificaciéon forman una secuencia lineal.
5. El método de la reivindicacion 1, en el que cada plantilla contiene de 3 a 10 elementos de codificacion.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que los elementos de codificacion comprenden o consisten en de 7 a 60
subunidades.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que se obtienen mas de 10° moléculas de plantilla diferente.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que las moléculas con plantilla se seleccionan del grupo que consiste en
mono-funcional,, hidrocarburos de cadena abierta di-funcionales, tri-funcional y oligo-funcional; mono-funcional,
funcional di-tri-funcional,y, carbociclos no aromaticos oligo-funcional; mono-ciclico, biciclico, triciclico y poli-ciclico,
hidrocarburos;puenteados, hidrocarburos sin poli-ciclico; mono-funcional, di-funcional, tri-funcional y oligo-funcional,
no aromaticoheterociclos; , heterociclos tri-ciclico y poli-ciclicos mono-ciclico, bi-ciclico; heterociclos con puente
policiclicos; monofuncional,, carbociclos aromaticos difuncionales, tri-funcional y oligo-funcional; mono-ciclico,
biciclico, triciclico y, carbociclos aromaticos policiclicos; mono-funcional, di-funcional, tri-funcional y oligo-funcional,
aromatico heterociclos; y mono-ciclico, heterociclos bi-ciclico, tri-ciclicos y policiclicos.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que la molécula de plantilla no es un péptido.
10. Una pluralidad de diferentes complejos que comprenden moléculas pequefias no peptidicas,, en donde cada

molécula pequefia no peptidico, esta unido covalentemente por medio de un enlazador covalente a un producto de
doble cadena de nucledtidos complementaria de oligonucleétidos que identifican la molécula pequefia, no peptidico.
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| Figura 1. Presentacion quimica - principio
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Figura 2a. Un conjunto expandido de parejas base
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Figura 2b. Un conjunto expandido de parejas base
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Figura 3. Un bloqgue monoméricos de construccién
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Figura 4. Un bloque monoméricos de construccién con solamente un grupo reactivo tipo Il
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Figura 5. Blogues de construccién y los polimeros g ue resultan de la incorporacion dirigida por
plantillas de los bloques de construccion y de su p olimerizacion y activacion
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Figura 6.

Un nucleétido derivado en forma de bloque de const ruccion
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Figura 7. Marcacion de la terminal C de un B-péptido-incorporacion, polimerizacién y activacion. Un ejemplo
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Figura 7. Marcacion de la terminal C de un B-péptido-incorporacion, polimerizacién y activacion. Un ejemplo
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Figura 7. Marcacion de la terminal C de un B-péptido-incorporacion, polimerizacién y activacion. Un ejemplo
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Figura 7. Marcacion de la terminal C de un  B-péptido-incorporacion, polimerizacién y activacion
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Figura 8. Marcacion de la terminal N de un B-dipéptido-incorporacion, polimerizacion y activacion
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Figura 8. Marcacion de la terminal N de un B-dipéptido-incorporacion, polimerizacion y activacion.
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Figura 8. Marcacion de la terminal N de un B-dipéptido-incorporacion, polimerizacién y activacion.
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Figura 8. Marcacion de la terminal N de - dipéptidos - incorporacion, polimerizacién y acti vacion
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Figura 9. Derivados de nucleétidos que son conocido s por ser incorporados por las polimerasas

bases y el lugar de modificacion (-R)
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Figura 9. Cont.

Derivados de nucleétidos para la formacion de polim eros codificados (-R)
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Figura 10. Enlazadores separables y grupos de protec  cién, agentes separadores y productos de

separacion.
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Figura 10. Cont.
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Figura 10. Cont.
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Figura 11. Polimerizacion por medio de la reaccién e  ntre los grupos reactivos tipo Il cercanos
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Figura 11, ejemplo 1. Polimerizacién que se basaen la cumarina
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Figura 12. Polimerizacion entre los grupos reactivos tipo Il no idénticos cercanos
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Figura 13. Formacion de ordenamientos en la ausenci  a de una polimerizacién direccional
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Figura 14. Polimerizacién por compresién y activacio n simultanea
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Figura 14, ejemplo 1. Polimerizacién y activacion (t  ioésteres)
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Figura 14 CDI"I'L
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Figura 14, ejemplo 2. Cont.
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Figura 15. Polimerizacién de “relleno” (monémeros XX s imétricos)
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Figura 15, ejemplo 1. Formacion de poli-iminas por medio de polimerizacién de relleno
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Figura 15, ejemplo 2. Formacion de poliamidas
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Figura 15, ejemplo 2, cont.
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Figura 15, ejemplo 3. Formacion de poliureas
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Figura 15, ejemplo 4. Formacion quiral y aquiral de estructura de poliamidas

'A" HE HE Eé”? '@H? o H;' Hi"‘lf
i :: i
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A
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Figura 15, ejemplo 4. Cont.
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Figura 15, ejemplo 5. Formacion de polifosfodiéster  es

He Fax
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OH  HY | "ou ey HO
L

L —iP —Lw
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Fox
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Figura 15, ejemplo 6. Formacion de polifosfodiéster  es con un grupo reactivo en cada bloque

monomérico

; ; ;
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Figura 15, ejemplo 7. Periciclico, polimerizacion de “relleno”

| L

Activar
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Figura 16. Relleno codificado

x%x ?@? u@x ‘:’—@T

Polimerizacién

SCRENCE %J? B
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Figura 17. Polimerizacién de “relleno” (mondmeros XS a simétricos).
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Figura 17, ejemplo 1. Polimerizacion de relleno por medio de una reaccién de acetona-hidracida

A X I
r-,.? L l'l,-\.? L Mom J-Lu,m-, R
Fx " Ra " !lp
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Figura 18. Polimerizacién de “compresién”
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Figura 18, ejemplo 1. Polimerizacion radical

C 77

Rx
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Figura 18, ejemplo 2. Polimerizacién catiénica

i
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Figura 19. Polimerizacién por compresion por medio d e apertura nula

1 Iniciador

Activar al iniciador

|
N N

El iniciador reacciona con el grupo reactivo X
cercano, resultando en una apertura anular y una
activacion de Y para su reaccion con X

Y activado reacciona con X en la estructura anular
l cercana
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Figura 19, ejemplo 1. Polimerizacion por “compresién " de N-tiocarboxianidridos, para formar  B-
péptidos
O O
HH-PG _‘,u_‘ -'u\
2 NH & MNH MH
G)\l/l {:IA‘\I/I o
e P P

Iniciador

l "Compresién”
0 0 0O MH,
_Rx _Rx _Rx

Activacion

x
Hasesen
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Figura 19, ejemplo 2. Polimerizacion de “compresion” de unidades de 2,2-difeniltiacinanona para
formar B- péptidos

SN
HH FiK g =M E
o H/g " kl/gu_
iy Hi Hr
Inic-iat-ior
i Desproteaer nucledfilos E
)
L] P
N TN
HHM MH, i3
o o T
H
=3 R e
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Figura 19, ejemplo 3. Formacion de poliéster por me  dio de polimerizacion de apertura anular

Pl?:,u:rﬂ-::nn:-
CL LY

Desproteaer al iniciador

|

Activar

o D—\fﬂ [
L Rx Rx Rix
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Figura 20. Polimerizacién por compresién y activacio n por reorganizacion

. 999

Iniciador
l Activar al iniciador

+ |
R ee

l Reorganizacion

271



ES 2571835713

Figura 21. Polimerizacién por compresién y activacio n por medio de apertura anular

&8 S

Iniciador

Activar al iniciador

iii

| Eliniciador y X reaccionan, resultando en una apertura anular y la
activacion de Y. La entidad funcional es liberadas simultaneamente
del elemento complementario

A-d B

La polimerizacién y la separacion del enlazador migra a lo largo de
l la plantilla

A X2

y=—"=X Yy—X
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Figura 22. Formacion direccional de polimeros utili zando unidades funcionales fijas

A.

XyY
l . reaccionan

X®Y— X®‘r‘— X Yo K‘f'— X‘t’

HO'
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Figura 23 cont.
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Figura 24
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Figura 24 cont.
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Figura 25
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Figura 25 cont.
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Figura 26. Presentacién quimica-principio
Blogue monomérico de
construccion sin un enlazador
separable
| Bloque monomérico de
construccién con un enlazador
{ separable

C.

999+ 90

“f -1

()]
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Figura 27. El nimero de grupos reactivos (X) puede ser mas alto, igual a, 0 mas bajo que, el nimero de
grupos reactivos (Y). Cuando el numero de (X) y (Y) son diferentes, existen resultados mezclados.

"o000 T~ ol

B.

PEY

C.

Peee
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Figura 28. Blogues monomeéricos de construccion

. e e 1 Grupo B. ' Grupo
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Figura 29. Modelacion involucrando una reaccion y activaciéon simultaneas

PH. =¥ w-R,
R!»-x'.' rx—R_x

N N N B
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Figura 30. Tipos de reacciones que permiten una reaccion y una activacion simultaneas

sustitucion nucleofilica utilizando la activacion de electrofilos

“ ,1/; ™
oY . ™
— o |
L |
 —
X= 0.5 Nu = oxigeno-, nitrégeno-, azufre- y nucledéfilos de carbono

B. Acilacion

formacion de amidas por medio de la reaccion de aminas con ésteres

'nyﬂ i o B
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C. Acilacion

formacion de pirazolonas por medio de la reaccién de hidracinas con -cetoésteres

R,
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D. Acilacion

formacion de isoxazolona por medio de la reaccion de hidroxilaminas con [3-cetoésteres

f,
o B e
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&.afkrﬂ' RN s R%:?.
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E. Acilacion

formacion de pirimidinas por medio de la reaccion de tioureas con [3-cetoésteres

o~ §
P . w X
Ty \""\_..- HQH 3 ¥
i 2 4 Ry
°° s a 5 |
| i .
F. Acilacion

formacion de pirimidinas por medio de la reaccién de ureas con Malonatos
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- R e - " 0. . HHTPD

K CR™ M XH
t 'IJ“T{ e MF:-N h;: { R"Hrﬂxi
, o Q 0 : . o 1
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G. Acilacion

formacion de cumarina o quinolinona por medio de una reaccion de Heck seguido por una sustitucion nucleofilica

. "
. " o
R X R 7:
AT I 54 ) §
s &
R" g
g _E-
X=O5 X' = halégeno, OTI, OMs & =1, NH
H. Acilacion

formacién de Ftalhidracidas por medio de la reaccion de hidracina as y ftalmidas

A}
z
I
N
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[+
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B=T
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Acilacién
formacion de dicetopiperacina por medio de la reaccion de ésteres de aminoacidos

R

R :

- R ik R~
. 'L‘Exr “'“Ef N . e z’:

—_——

Kwr § NN
J. Acilacion

formacién de hidantoina por medio de la reaccién de urea y ésteres a-sustituidos
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- .: -k:. .#.\‘ _-"m
.l ¢

E=(nG 5= Hal, DTes, Oy, 2z

K. Alquilacién de bloques monoméricos de construccion-principio

compuestos alquilados por medio de la reaccién de sulfonatos y nucleéfilos

o ™,
g P #u XM
;" D r R, '];uu
| — |
—r e e

Nu = oxigeno-, nitrégeno-, azufre- y nucledéfilos de carbono

L. Vinilacién de bloques monoméricos de construccién-principio

7
:-Eﬁ:#!\t R-.-i:p,!,ﬁ'
T .
['j“b \_ __‘,,wu,‘l Iﬂﬂ: .
! 5
| i

1= CH. COOR, COR, MOy S0:R. S4200M. 80.502 F
Nu = oxigeno-, nitrégeno-, azufre- y nucledéfilos de carbono

L
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M. electréfilos de heteroatomos

formacion de disulfuros por medio de la reaccion de disulfuros de piridilo con mercaptanos

S f;"
u}n'fs'f WS M m s

T g -\_'I
| i
| |

N. -acilacion
formacién de benzodiacepinonas por medio de la reaccién de ésteres de aminoacidos y amino cetonas
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=g 5

Adicién de enlaces mdltiples de carbono-hetero
0. Reactivos Wittig/Horner — Wittig-Emmons

formacion de alquenos sustituidos por medio de la reaccién de fosfonatos con aldehidos o cetonas

X v EWNG



ES 2571835713

Reacciones catalizadas de metales de transicion
P. Arilacién

formacion de biarilos por medio de la reaccién de boronatos con arilo o heteroarilos

o
o - ™~ e
[ . ! -
Ao "o A A
I —
i |
X = Hal6geno, OMs, OTt, OTos, etc.
Q. Arilacion

formacion de biarilos por medio de la reaccion de boronatos con arilos o heteroarilos

AT
oo oo
{?ﬂﬂ,u O, r_,"‘s.u H\k“,
s — |
R. Arilacion

formacion de vinilarenos por medio de la reaccion de alquenos con arilos o heteroarilos

r&%vwf.—i\; T fn:ﬁ-ﬂhy ¥
]

X = Halégeno, OMs, OTt, OTos, etc.
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S. Alquilacion

alquilacion de arenos/hetarenos por medio de la reaccion de boronatos de alquilo

TN
R -
..-"\_-'H R .N...Ar f“'a ke .

X = Hal6geno, OMs, OTt, OTos, etc.

T. Alquilacién

alquilacion de arenos / hetarenos por medio de la reaccidn con enoléteres

HI .
R \f f’f H“\ R ‘-.Iﬁn'

e A R e
S~ L 1
_L _L _L

X = Halégeno, OMs, OTt, OTos, etc.

Sustitucion nucleofilica utilizando la activacion de nucledfilos
U. Condensaciones
alquilacion de aldehido os con enoléteres o enaminas
-
R‘TJSJ ,a"' \-\' F) R‘T@:D
¥4 E H PH Fal>
AN oo - "N
-~ — >

' !
| . |
—— —pr— e — ——

RS,

=N, X = Haldégeno, OMs, OTt, OTos, etc.
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V. alquilacién

alquilacion de haluros o tosilatos alifaticos con enoléteres o enaminas

a J——
R‘_lg:J ~ ™ R‘T*G
o LR\| A g
-
e b | 1
i i i
: | 1-
e SN - ——:.—u-
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i L

X RO o

§ =, O%F R, 'ﬂ:ﬁxi

1]
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290



ES 2571835713

Z. [3 + 2] cicloadiciones

Y

Y. H O
N"D i } 1l
":" ¢ N il R
Ry” G 2
Ry D":us\! By CiaS
o

| 1

¥. CH. COOR, GOR, NO,, SO4R, S(=DIR, 50,NR.. F

Figura 31. Modelacion que involucra a una reaccion de activacion que no es simultanea
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l "~ Enlace (reaccién de X1 con Y1,
X2, Y2, etcétera)
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R, ~xy ¥x-R, RI,-xivi vaxa-R2,
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Figura 32. Parejas de grupos reactivos X, Y y el enlace resultante XY.

Reaccion de sustitucién nucleofilica

B Y R0 ses ReO-R Eteres
] BX * g - ReSR Tioéteres
A=l % R—NHy o “‘“:"" sec- aminas
ok 4 RN o n‘.-z-r.r terc-aminas
o RO OF  gteres de B-
Fh= TR = hidroxi
g, R Ha SR tiogteres de
[ ’j 'ﬁ'“ 3-hidroxi
M .
R T T A— f aminas d_e
y 3-hidroxi
" .
B s gl e nﬂj\_@ éteres de R-
",T"“T‘ / aminos
F F amidas
(Y * R Hﬂﬂ T a"\
o-r R
2 G amidas
Foebitly e Rl

M=

Sustitucion nucleofilica aromatica

Compuestos aromaticos sustituidos
E
e X

F 4
R R R i Were
- H + . ——
LQ:; "x.suz_

Un = nucleésidos de oxigeno-, nitrégeno-, azufre- y carbono-
® & F, 00 B |, GS00Hy 0B0,CF,, 050,100 | wmc
2 F = COOR, CHD ., COR, CONRT, GOO, N,
MOy . 50R, 30:R, SONR. . eet

91 -

292

n{j“'ﬁ‘

O e

& 3
p...{n-‘ﬂ o Rl —= ped Tioamidas
' iR
a s amidas
R o R
28 -
5 & Tioamidas
R ol e
_{a-{t ' R_i&-#
™ N'FGH. Oximas
" i, - q A ] XI
[ St -2 H'J‘*R
b uF Sulfonamidas
R-50C + poL ——= W 1
F & compuestos
F—x  + H={) — ffa funcionales di-
< ‘ y tri-
il z T a
H'—{L s« Ry T R compuestos
T funcionales di-
y tri-
I = COOR, CHO, COR. ©CONRYS, €047,
WOy . SO, 5040, SOMATy.. N, e

reacciones de transicion catalizadas con metales

Compuestos aromaticos
sustituidos con vinilo

wt — T
o~

e

Compuestos aromaticos
sustituidos con alquino

a0 o —

Compuestos B-arilos



Adicién a enlaces multiples carbono-carbono
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Adicién a enlaces multiples carbono-hetero
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33. Anclaje-ejemplos
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34. Ramificaciones y mezclas
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Bloques monomeéricos de construccion tipo |
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35. Bloques Monoméricos de Construccion, ejemplos de disefio de enlazadores
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Figura 36. Formacion de bloques monomérico de construccion-ejemplos
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Figura 36. Cont.
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Figura 36. Cont.
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Fibra 36. Cont.
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Figura 36. Cont.
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Figura 37. Un oligonucleétido derivado en forma de un bloque de construccion

aa i
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Figura 38. Un bloque monomérico de construccion que se basa en oligonucledétidos. Ejemplo de como
complementar a disefio del elemento, permitiendo una diversidad monomérica alta.

A- Cajal caja 2 caja 3 caja 4 caja 5 caja 6

— T — AN

Caja secuencia diversidad monomérica
| XXNXKATATTIXXXXX 1024 ’
2 AXXATTITARXKX XXX 1124
3 EXEATTITAKNXKNKXX 1024
i KNATEXNATEXATINXX 1024
5 GOCCGATTAAAXXCCG 4
i3 XANAXTTXTTXXXGOGO 118
X=GoC
Eq 7Elen’1673nto co;ji%icador (caja 1; - G":G:ﬂ ﬂlTﬁTFTGE’E:E
Elemento complementario CEI:GETATJ*-MEEEHG
GAGAGTTCTTCGOGGEG

Elemento codificador (caja 6)

CTCTCAAGAAGCGCCO

elemento complementario
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Figura 38, continuacion.
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Figura 39. Un protocolo tipico de visualizacién panoramica para seleccionar las moléculas modeladas
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==3 E =
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Inmovilizar microesferas
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en un magneto
[, Eluir moléculas moléculas modelacas
EEmR. modeladas u
no enlazadas
BE= EIF: i 4

Moléculas modeladas
enriquecidas
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Figura 40. Formacion de moléculas modeladas

PI_antlIIa hibridada | Presentacién de moléculas

Formacion de moléculas modeladas

Superficie

ADN inmovilizado
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41. Utilizacion de enlazadores rigidos o parcialmente rigidos

FAUPALETRARRAY LR DI RRD]
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Figura 42. Uso de cajas de compresién

A. ¥ I L ¥ ¥
il [ iy o
E 3 E
] ] v a @ a @
1. I 2.
¥ ¥ ¥
1 , ERY Py R, B RO YR Y,
.y .
@ :IE a L] 4‘
—
p—
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Figura 42. Cont.

B. Ejemplo de un bloque de construccion en el cual la caja de compresion consiste de una secuencia de
oligonucledtidos.

X = Carboxi-dT Glen cat. No 10-1035-
Z = amino-modificador Glen C6 dT 10-1039-
Oligol

j‘-EGAC[“I‘ETG{MTTGEAT{:GGTCﬁTﬁGETﬂACTﬂTCL’GTCGA.&TU'IUTL“‘C.I"-.E'{l"l'.-j,!fE

Regién de recocido region enlazadora region de compresion
Oligo
S EGTAACACCTGTGTAAGCTOCCTGTCAGTCGOTACTGACCTGTCGAGCATCCAGET
Regién de compresion region enlazadora region de recocido
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Figura 43. Sintesis modelada de compuestos organicos-ejemplos

A
B
R g " " "
By o i — i n
A 1 1 | | |
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Figura 43. Cont.
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44, Codificacién polimérica-ejemplos: (a, B) péptidos, peptbides o péptidos de hidracino

A,

il — 1000 e

[l
f Ef[ - u;iﬁ
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45. Codificacién polimérica-ejemplos: (a, B, v, G-péptidos por medio del uso de unidades NTA

1 }jk-xfi- :H_hw~ r 4, . h
Ujj o J_Eﬁﬁ
|
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46. Modelacién doble
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46. Ejemplo 1: modelacién doble

Recosido
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Figura 47. Enlazadores separables

A. Enlazador para la formacion de cetonas, aldehidos, amidas y acidos

(#]
+ HX

X =0, NH, NR
B. Enlazador para la formacién de cetonas, amidas y acidos
Oy R
L) R‘-
R x . o
: NO HX
m
2 350 nm + fg
x = 0l- NH, NR
CJI;nIa;ad.or p.aralafo‘rhmacmn‘de ald;hldos ycetonas -t - a m
R
Rt
? OH
R“ m Ru 0 G
+
NO, 250 nm NO & )LR

E. Enlazador para la formacién de aminas y alcoholes
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Figura 47. Cont.

F. Enlazador para la formacién de ésteres, tioésteres, amidas y alcoholes

O
~XH
S L= LG
X =0, 8, NHR, NR,

G. Enlazador para la formacién de sulfonamidas y alcoholes

O
A< J‘L R . ?
O N& LOH HO e . Rﬂ_ﬁ'ﬂ“
O=i=0 RT o R
H. Enlazador para la formacién de cetonas, aminas y alcoholes
O XR
e b g
v
NO, e NO o+ HY-R
350 nm
X=0, HN, NR
I. Enlazador para la formacion de cetonas, aminas, alcoholes y Mercaptanos
g 8
X " o
R v R
NO, v NO + HX-R

S0 nm

A=0, 5, NH, NR

. J. Enlazador para la formacion de biarilos y hihetarilos

{xqaﬂ ol ‘E{}ﬁiﬁrm
< Fdﬂ#;.f'smap!

2M K4PO,
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Figura 47. Cont.

K. Enlazador para la formacion de bencilos, aminas, alcoholes y fenoles de anilinas

R

R "
R Hy Ry

X= Q, NHR', HR';

L. Enlazador para la formacion de Mercaptanos

- p
s~ TCE

& W“SH * R“SH
R“g H:EH Dioxano

TCEP =1 tris(2-carboxietil)fosfina

M. Enlazador para la formacién de glucésidos

. o-R o-R
0

. R'OH .

ST 0 0% Nesmwr © o°

R R R R

N. Enlazador para la formacion de aldehidos yglioxilamidas

HO R

NalO, ‘}‘H ﬁ\"
i T . | [T *
N H,0 7 ACOH Rﬁ" N R

Rrr

O. Enlazador para la formacion de aldehidos, cetonas y aminoalcoholes

o ¥ R
ACOR % 2
Rﬂw . = . ¥ R A
H H R H;d:l H NH:
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Figura 48. Modificacién post-modelacion de la molécula modelada

una reorganizacién y separacioén en un paso, por ejemplo:

# "y
W M H
Al Sﬂvu,{i R LN NN
§ P ©
Oxidacion
e
A2
Grupo protector fotolabil
weo,_f o
gy Cs
.--1-ah lr.-A.saa JIETY
I aed BT 5 -
O gu-.. u;:g-u'»tws? e “‘:_.} b g
o o i .
- n : -B
?,xLE i o~y L oh Ravpf
L .o ! L f
& R,
hv
e e

B Reaccion de grupos funcionales presentes en una molécula modelada

B1 adicién intramolecular de Michael:

R ﬁ.&r
aj,::l,ﬁ, “.Ja%ﬁ
H oM
Ry e COR;
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B Reaccion de grupos funcionales presentei:fSurE rs)fycljlagrgtglam

B1 adicién intramolecular de Michael:

B2 adicion intramolecular de Michael:

Pghy o Rgumne, Wy Sy
T""'“E"*ﬂr"'—ﬂ ’ \""'{\r"ﬁﬂl"":uw ®
H % [ My
e e
f{ﬁj\ it
B, /\”Y; HNR,R, FJM'_‘P)%S"E
A E
b ’ [T
B3 reaccion de fenilenediaminas y de aldehidos para formar bencimidazoles:
g et o ﬁ M
2 : L
F«umkj.}\,_;’w,-.»‘k% nm.?ﬁ\?. ":{:;—
.8 s ’
R,CHO :
FERVIASS
B4 reduccioén de enlaces multiples:
B T HANOE,

C modificacion post-modelacion del enlazador para extender la separacién entre la plantilla y la molécula modelada

T,
mﬁ%.\‘i {ngﬂ"q
2 | P8 PPh o Poo
H A 5"5\,}\ M molécula 4 Jx_ﬂ,k .. A _ Molécula
W it | R — | 3 MY W
H H modelada H,0 H o by SF; H modelada
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Figura 49

Inicio ....}
12 3 4567 8 9101112131415

e, b,
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Figura 50

| =

| QN

] I

Inicio

> A
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Figura 51
é «CL
| I -
- Hn —
Inicio ____> Inicio
1 2 1 2
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Figura 52

Inicio
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Figura 53
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Inicio
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Figura 54

*

..... , il

23 45678 9
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Figura 55B. Plantilla de ADN que tiene
modificaciones después de 1) la reaccion entre
el compuesto X y el compuesto V y 2) conexion
del compuesto X'y el compuesto Il utilizando al
reactivo agregado BS;

Figura 55A. Plantilla de ADN con nucleétidos
modificados (compuesto V activado por medio
de NHS) incorporados (todas se muestran en
modelos de barras coloreados por el residuo)

Figura 55C. ADN que muestra a la molécula modelada después de la hidrélisis de los 2
elementos hidrolizables de éter. Todas las modificaciones se muestran en representacion de
barras y adicionalmente el producto final es resaltado por su superficie.

Todas las figuras son creadas utilizando el visualizador de Accetrys (ilegible) 4.2 con estructuras
calculadas utilizando MacroModel 7.2 de Schrodinger
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Figura 56

Ah 36 45° 48,2°53° 58,5° 63,1°85,6°

+/- Ah38

330



ES 2571835713

Figura 57A

Temperatura de incubacion

+-Ah38
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Figura 57B
[ Temperatura de incubacion 1 2 3 4 5 s ? \B
+/-Ah38 L e

R XTSI EEN RN R R A
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Figura 58A
7,7°C 15,4°C 21,0°C
100-3- t+ 2 3 4 & 6 7 B 12345678 12345678
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Figura 58B

26,0°C 10°C - 35° C (*99)

Experimento 100-3- 12 3 4 587 8 1 2 3 4 ] 6 ri 8

EIXZIERYY
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Figura 59

30°C 55°C

Efperimento‘l-lm_dl_ 12345678123456?8

-« ¢ - “"”'. (* ‘g

I QMN"

¥
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Figura 60
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Figura 61

b B et S
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Figura 62
POPIS 3: formacion de
100+ 643 TIC
1 8.88a3
P
r
_.'__,_.--“"‘"'""'"'"""H-._- _-"""-l'...__-—-ﬂv“—'“'"*—'-——-_._.._
LH v ey v e e T -t T - ¥ 1 e
TaMaj00d 3' formacién de
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-0 T T T F Ll T T L T H L) L T L T T T I
1.00 200 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 &.00 10.00
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Figura 63

_,_,.m;;_,—_-;,—_-—::, —= 4:formacion de diodos
LI B L] Sl Bl B B v ol T T T t

4: formacion de diodos

. I
11004
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T e
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Figura 64

AH 17
& AH19

AH17+AH I8+ LgasadeT4

AHi8+ANM20+  LloasadeT4
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