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Método mejorado para sintetizar moléculas modeladas
Descripcion
Area técnica del invento

[0001] Este invento se refiere a un método para sintetizar moléculas modeladas. EI método implica una alta
concentracion de grupos reactivos que tienen el proposito de participar en una formacion de un enlace,
incrementando, por lo tanto, la probabilidad de la formacién de enlaces. El invento también se refiere a una
biblioteca, que es una pluralidad de moléculas donde cada una de las moléculas modeladas esta adherida a la
plantilla que dirigio su sintesis.

[0002] La generacion de moléculas que transportan nuevas propiedades sigue siendo una tarea compleja.
Recientemente, una serie de procedimientos han sugerido que deberian permitir una generacion y un cribado mas
eficaz de un mayor nimero de moléculas. Los enfoques adoptados implican la codificaciéon y/o modelizacién de
moléculas distintas a los biopolimeros naturales como péptidos, ARN y ADN. Estos enfoques permiten al
investigador generar y examinar un enorme namero de moléculas en poco tiempo. Esto deberia conducir a unas
mejores moléculas que transporten las propiedades deseadas.

[0003] EI dogma central de la biologia describe el flujo de informacion unidireccional desde el ADN al ARN a la
proteina. Recientemente, se han desarrollado procedimientos como la presentacion en fagos, péptidos sobre
plasmidos, la presentacion en ribosomas y la fusion de ARNm-proteina, lo que permite la transferencia de
informacién desde el nivel de la proteina/péptido al ARN o ADN. Esto ha permitido que el uso de la evolucion
molecular se aplique a un enorme nimero de péptidos que estan expuestos a un proceso de enriquecimiento, donde
después el grupo enriquecido de moléculas (enriquecido para una caracteristica particular, como la unién a la
proteina receptora) se amplifica mediante la explotacion del flujo de informacion desde el péptido al ADN y luego se
amplifica el ADN.

[0004] Mas recientemente, se han desarrollado los enfoques que permiten la codificacion de polipéptidos y otros
polimeros bioquimicos. Un ejemplo de este enfoque se desvela en el documento US 5.723.598 que pertenece a la
identificacion de un polimero bioquimico que participa en una interaccion vinculante preseleccionada con una diana
para formar un complejo de reaccion vinculante. El procedimiento técnico anterior abarca la generacién de una
biblioteca de moléculas bifuncionales. Una parte de molécula bifuncional es el polimero bioquimico y la otra parte es
un oligonucledétido identificador que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica e identifica el polimero
bioquimico. Tras la generacién de la biblioteca de las moléculas bifuncionales se realiza una separacién con
respecto a la afinidad hacia una diana y la parte de oligonucleétido identificador de la molécula bifuncional se
amplifica por medio de PCR. Eventualmente, los amplicones de PCR se secuencian y se descodifican para la
identificacion de los polipéptidos bioquimicos. Este enfoque sufre el inconveniente de que es necesario con un
laborioso paso de decodificacion después de cada ronda de seleccion.

Por tanto, se modera el flujo de informacion desde la secuencia del identificador al polimero bioquimico.

[0005] Halpin y Harbury han sugerido en el documento WO 00/23458 una mejora para el enfoque dispuesto justo
encima, en el que las moléculas formadas no sélo se identifican, sino que también son dirigidas por la marca de
acido nucleico. El enfoque se basa en la estrategia tradicional de division y mezcla para la sintesis de bibliotecas
combinatorias usando dos 0 mas etapas sintéticas. Se usa una pluralidad de moldes de acido nucleico, cada uno de
los cuales tiene en un extremo un sitio reactivo quimico y disperso por todo el sitio una pluralidad de regiones de
codon, especificando cada una de dichas regiones de codén a su vez codones diferentes. Cada una de las cadenas,
identificadas por una region del primer codén, se hace reaccionar, por separado, en los sitios de reaccién quimica
con reactivos seleccionados especificos. Posteriormente, todas las cadenas se relinen y se someten a una segunda
separacion basada en una regién del segundo codon. El procedimiento de division y mezcla se realiza un nimero de
veces apropiado para producir una biblioteca de normalmente entre 103 y 106 compuestos diferentes. Este
procedimiento es complicado y solo genera una biblioteca relativamente pequefia.

[0006] Gartner ZJ y Liu DR (J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 6961-6963) presenta un método en el cual el ADN es
utilizado para dirigir especificamente a las secuencias de reacciones quimicas. Se ha demostrado que el efecto de
proximidad suministrado por la sintesis modelada de ADN puede ser utilizada para promover reacciones quimicas.
Cuando mas de una sola entidad quimica va a participar en la formacién de una molécula codificada, es necesario
tener un bloque de construccion separado de un lugar reactivo de la plantilla por uno o mas codones. Comunmente,
la distancia entre el bloque de construccion y el lugar reactivo de la plantilla totaliza algunos nucleétidos, por
ejemplo, 30 nucleétidos, lo que implica que la reaccién a la distancia mas larga desde el lugar activo de la plantilla es
menos promovida en relacion a una entidad quimica ejecutada por un bloque de construccion recosido a un codon
adyacente al lugar reactivo.

[0007] Kurz et al. (2001), Chembiochem, vol. 2, no. 9, pp. 666 - 672, presenta un método para la sintesis de fusiones

covalentes de ADNCs- proteinas para aplicaciones de presentaciones proteinicas. Una plantilla ramificada de ARNm
porta un aceptador de peptidilos y un cebador de transcripcién en reversa en el extremo 3. La interpretacion in vitro
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seguida de una transcripcion reversa produjo a una proteina que esta enlazadas covalentemente a su codificaciéon
de ADNCc.

[0008] Gartner et al. (The generality of DNA-templated synthesis as a basis for evolving non-natural small
molecules"; Journal of American Chemical Society, Estados Unidos; 18 de julio de 2001, vol. 123, nim. 28, p. 6961-
6963) se refiere a la creacion de bibliotecas amplificables y evolucionables de pequefias moléculas no naturales
mediante el desarrollo de procedimientos para traducir el ADN en estructuras sintéticas.

[0009] WO 01/07657 se refiere a métodos y reactivos para la liberacion de un aceptador de péptidos a un ARN, asi
como, los productos aceptadores de ARN-péptidos.

[0010] WO 02/074929 se refiere a métodos, composiciones y sistemas para sintetizar, seleccionar, amplificar y
cambiar a moléculas no naturales que se basan en plantillas de acidos nucleicos.

[0011] Nazarenko et al. (A closed tube format for amplification and detection of DNA based energy transfer; Nucleic
Acids Research; Oxford University Press, vol. 25, no. 12, 1 de enero de 1997, p. 2516-2521) se refiere a un método
para la deteccion directa de ADN amplificado por PCR en un sistema cerrado. El procedimiento se basa en la
incorporacién de cebadores marcados por transferencia de energia en el producto de amplificacion.

[0012] Summerer et al. (2002), Angewandte Chemie (Int. ed.), vol. 41, no. 1, pp. 89 - 90, se refiere a métodos de
sintesis modelada por ADN de secuencias especificas para dirigir a las reacciones quimicas.

[0013] Gryaznov y Letsinger (1993), J. Am. Chem. Soc., vol. 115, no. 5, pp. 3808 - 3809, se refiere a una ligacion
guimica de oligonucleétidos en la presencia y en la ausencia de una plantilla.

[0014] Czlapinski et al. (2001), J. Am. Chem. Soc., vol. 123, no. 35, pp. 8618 - 8619, se refiere a métodos para
ensamblajes dirigidos por plantillas de acidos nucleicos.

[0015] Matsuura et al. (2001), J. Am. Chem. Soc., vol. 123, no. 2, pp. 357 - 358, se refiere a oligonucle6tidos
glicosilados a lugares especificos y su auto-organizacion.

[0016] Visscher et al. (1988), J. Mol. Evol., vol. 28, no. 1/2, pp. 3 - 6, se refiere a la sintesis dirigida por plantillas de
analogos de oligonucleétidos aciclicos.

[0017] Brenner et al. (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América, vol. 89, no. 12, pp. 5381 - 5383, se
refiere a métodos para realizar quimica combinatoria codificada.

[0018] Este invento esta dirigido a sugerir una solucién para incrementar la concentracion local de reactivos para
promover la probabilidad de una reaccion.

Resumen del invento

[0019] Este invento suministra un método para sintetizar a una molécula modelada que comprende los pasos de:

a) Suministrar por lo menos una plantilla conformada de uno o mas codones,
b) Suministrar una primera entidad funcional adherida al dominio de compresién, donde dicho dominio de
compresion esta conformado de una primera parte de una pareja molecular, siendo capaz de una interaccion
reversible con una 22 parte de la pareja molecular,
¢) Suministrar uno o mas bloques de construccion, cada uno conformado de un anti-codén, una entidad funcional
adicional y un enlazador que conecta al anti-codon con la entidad funcional, donde el anti-codén complementa a un
codoén de una plantilla, y la entidad funcional esta conectada a un dominio de compresion conformado de la 22 parte
de dicha pareja molecular y es capaz de estar conectada Unicamente a la primera entidad funcional,
d) Contactar a los componentes del paso a), b), y ¢) entre si bajo condiciones que permitan una hibridacién
especifica del anti-codén o anti-codones al codén o codones de la plantilla o plantillas y la dimerizacion de las 2
partes de la pareja molecular.

[0020] La plantilla comprende, en una seccion importante, 2 0 mas codones, tal como de 3 a 15 codones. La primera
entidad funcional, que, en un aspecto del invento, puede ser un portador, puede conectarse entonces a 2 0 mas
entidades funcionales. El método podria ser realizado una sola vez para conectar a la entidad funcional portadora
con el monto deseado de entidades funcionales o los pasos de d) a g) podrian ser repetidos una 0 mas veces para
agregar secuencialmente blogues de construccion que faciliten que entidades funcionales se adhieran a una entidad
funcional o a una molécula modelada naciente.

[0021] Cuando se realiza una sintesis de varios pasos, la recepcion de los pasos d) al g) es conducida utilizando la
molécula modelada adherida a la plantilla que dirigié6 su sintesis de acuerdo al paso g) en calidad de la primera
entidad funcional adherida a un dominio de compresion en el paso de contacto de acuerdo al paso d).
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[0022] Los dominios compresores podrian caracterizarse como 2 particulas que interactlan que son capaces de
dimerizar irreversiblemente en una forma ordenada, conectando, por lo tanto, a los grupos reactivos adheridos a
ellas en una proximidad cercana. La reversibilidad es requerida en un aspecto referido para permitir a diferentes
entidades funcionales que tengan el mismo dominio de dimerizacion el interactuar en momentos diferentes, un
dominio compresor complementario adherido a un lugar reactivo. Muchos tipos de particulas moleculares podrian
ser utilizados como dominios de compresion, de los cuales, a continuacion se muestra una lista no comprensiva de
parejas apropiadas de dominios compresores: i) ADN/ADN, ADN/ARN, LNA / ADN, PNA/ ARN, varias
combinaciones de nucleétidos y analogos de nucleétidos; ii) péptido/péptido, por ejemplo, una base y un compresor
de leucina acida (hélice superenrollada de 2 hélices alfa), anticuerpo/antigeno; iii) acido nucleico-péptido, por
ejemplo, dominio/ADNds que se enlaza al ADN del dedo de Zinck; iv) péptido/molécula organica pequefia, por
ejemplo, estreptavidina/biotina; v) molécula organica pequefia / molécula organica pequefia, por ejemplo, acido
nitriloacético (NTA)/acido nitriloacético (NTA) -Zn™™: vi) particula cargada positivamente/particula cargada
negativamente, por ejemplo, acido poliglutamico/polilisina.

La caja compresora puede ser escogida de acuerdo a las condiciones de reaccion que se quiere mejorar. Por
ejemplo, si la reaccion es realizada a una temperatura moderada y a una concentraciéon razonable de salinidad alta,
las cajas compresoras ADN/ADN podrian ser utilizadas. Al variar la longitud de la caja compresora (las hebras
complementarias de ADN), una persona podria disefiar cajas compresoras de una estabilidad y una dinamica
deseada. Otros tipos de cajas compresoras dependeran bastante del pH. Por ejemplo, la interaccion de la fuerza 'y
dinamica de una pareja de glutamato/lisina dependeran del pH, tal como, por ejemplo, el poliglutamato tendra una
alta carga negativa a un pH alto, y no estara cargado para nada con un pH bajo.

[0023] La entidad funcional esta, en un aspecto del invento, adherida a la plantilla a través de uno o mas enlaces
covalentes. Sin embargo, podria ser apropiado que la primera entidad funcional esté conectada a una secuencia de
acidos nucleicos que complementen a una secuencia de acidos nucleicos albergados por la plantilla para permitir la
adherencia de un portador a la plantilla por medio de hibridacién. En esta forma, sera posible el codificar a varios
portadores diferentes por la plantilla. En una seccién preferida del invento, la primera entidad funcional es un
portador, es decir, una particula quimica que ha sido modificada, usualmente al agregarse a grupos funcionales que
emanan de uno o mas bloques de construccién. El portador podria ser un solo grupo reactivo 0 una estructura
guimica que comprende a 2 0 mas grupo reactivos. Usualmente, el portador permanece adherido a la plantilla a
través de la sintesis de la molécula modelada.

[0024] Usualmente, cuando el dominio de compresién comprende a acidos nucleicos, la polaridad del bloque de
construccién que alberga a la primera entidad funcional esta en reversa en comparacion a la polaridad del bloque de
construccién que alberga a la entidad funcional adicional, es decir, si la primera entidad funcional esta adherida al
extremo 5’ de un oligonucle6tido, la entidad funcional adicional estara adherida preferiblemente al extremo 3’ del
oligonucledtido de los bloques de construccion, o viceversa. En ciertos aspectos, cuando mas de un bloque de
construccion individual es incluido en la formacién de la molécula modelada, es preferible que el bloque de
construccion portador sea recosido a una posicién flanqueadora de la plantilla, es decir, que no esté ubicada entre
los codones o en el codén de los bloques de construccion.

[0025] El dominio de compresion podria ser ubicado en relacion a la primera entidad funcional en una forma que
promueve la proximidad de las entidades funcionales. En un aspecto, el dominio compresor esta presente en la
plantilla. En una configuracién, el dominio de compresion esta ubicado entre un codén que codifica al oligo portador
y los codones que codifican a los blogues de construccion. En otro aspecto del invento, el dominio de compresion es
una parte del enlazador del blogque de construccién. Preferiblemente, el dominio de compresion esta cerca de la
entidad funcional. Ain mas preferiblemente, el dominio de compresion esta separado de la entidad funcional a una
distancia maxima de 2 monémeros de acidos nucleicos. En una seccion mas preferida, el dominio de compresién de
la entidad funcional del bloque de construccion y primera entidad funcional estan distanciados de las entidades
respectivas con el mismo nimero de mondémeros de acidos nucleicos para suministrar una alta concentracion local
de entidades funcionales. La distancia del dominio de compresion de la entidad funcional del bloque de construccién
y de la primera entidad funcional, respectivamente, en relaciéon a las entidades funcionales son preferiblemente de
cero monomeros de nucledtidos. En otras palabras, es preferible que las 2 entidades funcionales que tienen el
propésito de formar una conexion estén adheridas al nucle6tido terminal del dominio de compresion.

[0026] El nimero deseado de mondmeros de acido nucleico del dominio de compresion depende en gran forma de
la temperatura y de las condiciones de exigencia que son utilizadas en general durante la sintesis. Si se prefiere una
exigencia baja y/o una temperatura relativamente baja el nimero de monémeros de acidos nucleicos podria ser tan
bajo como 3. Sin embargo, un niimero pequefio de mondmeros de acidos nucleicos en la secuencia del dominio de
compresion podria incrementar el riesgo de hibridacién, por ejemplo, a la plantilla o a los bloques de construccion.
Es, por lo tanto, en general, preferible utilizar por lo menos 4 mondmeros de acidos nucleicos. De acuerdo a una
seccion importante del invento, la secuencia del dominio de compresién comprende a desde 3 a 20 monémeros de
acidos nucleicos. En una seccién ain mas importante, la secuencia del dominio de compresion comprende a desde
4 a 16 monomeros de acidos nucleicos. Mas preferidos es una secuencia de dominio de compresién que comprende
a desde 5 a 10 monémeros de acidos nucleicos.

[0027] EIl enlace entre el anti-codén y el un dominio de compresion podria ser un enlace individual o una particula

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571933713

gquimica de hasta algunos cientos de A, tal como entre 1 y 300 A. El enlace que puede ser de cualquier naturaleza
quimica adecuada se prefiere, sin embargo, en general, que sea un enlace de un oligonucleétido. En una seccién
preferida, el enlace es un enlace individual, es decir, el anti-codén topa al dominio de compresion.

[0028] En un aspecto preferido del invento, la temperatura de recosido del hibrido codén:anti-codén es mas alta que
la temperatura de recosido del hibrido del dominio de compresiéon para asegurar que el bloque de construccion
permanezca adherido a la plantilla, aunque la interaccion de los dominios de compresion sera eliminada. El aspecto
que se acaba de mencionar es preferible especificamente cuando se realiza el contacto de acuerdo al paso d) al
alternar la temperatura por debajo y por arriba de la temperatura de recosido del dominio de compresion. El efecto
de la alternacién es incrementado cuando la alternacién es realizada mdultiples veces. Para evitar la liberacion de
bloque de construccién de la plantilla, la temperatura méas alta es preferiblemente por debajo de la temperatura de
recosido del hibrido codén:anti-codén.

[0029] De acuerdo a un aspecto preferido del invento, cuando la plantilla comprende 2 o mas codones, los blogues
de construccion adheridos a estos codones tienen secuencias esencialmente idénticas a las del dominio de
compresion. Una alternacion de la temperatura atraera entonces a diferentes entidades funcionales recosidas a
través de los bloques de construccion al portador. Por lo tanto, es posible tener una variedad de entidades
funcionales que se las acerca a una proximidad cercana con el portador.

[0030] La diferencia entre la temperatura de recosido del hibrido codén: anti-codén y los dominios dimerizados de
compresion es adecuadamente 10 °C o mas. Mas preferiblemente, la diferencia entre las temperaturas de recosido
el 25° 0 mas.

[0031] En un aspecto del invento, la hibridacién de los codones con anti-codones y la dimerizacion del dominio de
compresion ocurre en pasos separados, es decir, las condiciones para permitir una hibridacion especifica del o de
los anti-codones para con el o los codones de la o las plantillas son diferentes a las condiciones que permiten una
dimerizacién éptima de las 2 parejas de la pareja molecular. La separacién del paso facilita condiciones éptimas
para cada paso. En el segundo paso, el paso de dimerizacion, se prefiere usar condiciones que aseguren que los
codones y los anti-codones permanezcan adheridos y condiciones que favorezcan la reaccion entre las entidades
funcionales.

[0032] Las condiciones durante la hibridacidon especifica del o de los anti-codones incluyen, adecuadamente, una
concentracion de codones y/o anti-codones, que es mas alta que la concentracion de codones y/o anti-codones
utilizados durante la dimerizacién de las 2 parejas de la pareja molecular. La diferencia en concentracion mejora la
probabilidad de que un hibrido codén:anti-codén haya sido formado antes de la reaccion de las entidades
funcionales, asegurando, por lo tanto, la transferencia de informacion genética. En una forma adecuada, la
concentraciéon durante la hibridacion del o de los codones y anti-codones es por lo menos 10 veces mas alta en
comparacioén con las concentraciones utilizadas para la dimerizacion de las 2 parejas del dominio de compresién.
Las condiciones diluidas durante la dimerizacion del dominio de compresion también favorecen a las reacciones
dirigidas por plantilla en vez de a las reacciones transversales entre grupos reactivos aleatorios que aparecen en el
medio debido un incremento en la concentracion local de grupos reactivos codificados en relacion a la concentracion
de grupos reactivos en general en el medio.

[0033] En un aspecto del invento, el método es utilizado para generar a una biblioteca de moléculas modeladas
adheridas a la plantilla (o0, alternamente, una plantilla complementaria) que dirigié la sintesis de la molécula. En
forma de ejemplo, una biblioteca puede ser generada al tener mas de una posible interacciéon codon:anti-codén. Esto
puede realizarse al tener algunos bloques de construccion con diferentes entidades funcionales, pero con anti-
codones similares. Sin embargo, para obtener una relacién de uno a uno entre la identidad de la entidad funcional
conectada al portador y el codén de la plantilla, usualmente es preferible que cada blogue de construccién porte a un
anti-codon especifico que identifique a la entidad funcional.

[0034] Una biblioteca comprende, preferiblemente, una pluralidad de plantillas con diferentes codones Unicos y/u
orden Unico de codones. Usualmente se suministra una pluralidad de bloques de construccion que tienen anti-
codones que corresponden a los codones Unicos de las plantillas. En un aspecto del invento, un blogue especifico
de construccion es suministrado para cada uno de los codones Unicos. En otro aspecto, algunos de los codones no
son emparejados por un bloque de construccién o, alternamente, estan bloqueados por una secuencia de
oligonucleétidos sin una entidad funcional.

[0035] En el siguiente principio, se ilustra para un ejemplo especifico no limitante. Los anti-codones en este ejemplo
son aproximadamente de 20 nucleétidos de largo (y tienen una temperatura de derretimiento similar a la de su
secuencia complementaria de aproximadamente 60 °C), donde el dominio de compresion es de aproximadamente 5
nucleétidos de largo (y tiene una temperatura de derretimiento mucho menor, por ejemplo, alrededor de 17° C). Los
bloques de construccion y la pluralidad de plantillas estan incubadas juntas, a una temperatura media (por ejemplo,
55 °C), permitiendo a los anti-codones encontrar y enlazarse a los codones correspondientes. A esta temperatura,
los anti-codones interactian eficientemente y especificamente con los codones, mientras que las cajas de
compresion no interactian eficientemente. Un exceso de bloques de construccidon no enlazados son lavados y

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571933713

separados. Entonces las reacciones entre los grupos reactivos de las entidades funcionales cercanas son iniciadas
para reducir la temperatura, por ejemplo, 10 °C, y potencialmente cambiar otras condiciones adicionales a la
temperatura. A 10 °C los dominios de compresion de los bloques regulares de construccion interactuaran con la
secuencia complementaria del dominio de compresion de la entidad funcional portadora, acercando, de esa forma, a
los grupos reactivos a una proximidad muy cercana (refiérase a la figura 14). Esto incrementa significativamente la
concentracion local de los grupos reactivos, y como resultado, los grupos reactivos reaccionan. Entonces,
nuevamente, la temperatura es incrementada a la temperatura media (55 °C) y la caja de compresién es derretida
resultando en una separacién de las entidades funcionales. Cuando la temperatura es reducida, subsiguientemente,
a alrededor de 10 °C, otro bloque de construccién podria hibridar su dominio compresor al dominio compresor del
portador, haciendo posible que su entidad funcional pueda reaccionar con el portador.

Dominios de compresion

[0036] La caja de compresién es una pareja de afinidad molecular compuesta de 2 partes que tienen una afinidad
entre si bajo ciertas condiciones ambientales. La propiedad esencial de la pareja de afinidad molecular es que las 2
partes son capaces de interactuar para armar a la pareja de afinidad molecular. En el campo biotecnoldgico una
variedad de partes moleculares que interactllan son conocidas las cuales pueden ser utilizadas como la pareja de
afinidad molecular. Ejemplos incluyen, pero no se restringen a interacciones proteina-proteina, interacciones
proteina-polisacarido, interacciones ARN-proteina, interacciones ADN-ADN, interacciones ADN-ARN, interacciones
ARN-ARN, interacciones biotina-streptavidina, interacciones enzima-ligando, interacciones anticuerpo-ligando,
interacciones proteina-ligando, etcétera.

[0037] La interaccion entre las partes de la afinidad molecular podrian resultar en un enlace fuerte o débil. Un enlace
covalente es formado entre las partes de la pareja de afinidad. El enlace entre las partes puede ser visto como
fuerte, mientras que el establecimiento de enlaces de hidrégeno, las interacciones entre los dominios hidrofobicos, y
la quelacion metdlica, en general, resultan en enlaces débiles. En general, enlaces relativamente débiles son
preferidos. En un aspecto preferido del invento, la primera parte de la pareja de afinidad es capaz de interactuar
irreversiblemente con la 22 parte de la pareja de afinidad para suministrar una adherencia o una separacion de las
partes de acuerdo a las condiciones cambiantes del medio.

[0038] En un aspecto preferido del invento, la pareja de afinidad molecular se basa en una interaccién entre
nucleétidos, es decir, la primera parte de la pareja de afinidad es una secuencia de nucleétidos y la 22 parte de la
pareja de afinidad es una secuencia de nucleétidos capaz de hibridarse a la primera parte de la pareja de afinidad.
La primera parte de la pareja de afinidad podria ser una parte de la plantilla o un bloque de construccién y podria
comprender a un oligonucle6tido que tiene bases nitrogenadas seleccionadas de las bases nitrogenadas que
ocurren naturalmente, es decir, adenina, citosina, guanina, timina y uracilo que estan adheridas a una estructura, tal
como una secuencia repetitiva de unidades de (deoxi)ribosa-fosfato. La 22 parte de la pareja de afinidad puede ser
un oligonucledtido que tiene bases nitrogenadas que complementan y que son reconocidas especificamente por la
primera parte, es decir, en el caso de que la primera parte contenga citosina, la 22 parte contiene guanina y
viceversa, y en el caso de que la primera parte contenga timina o uracilo, la 22 parte contiene adenina. En un
aspecto del invento, es preferido, sin embargo, que por lo menos algunas de las bases nitrogenadas de la 22 parte
de la pareja de afinidad sean bases nitrogenadas de bases que se emparejan en una forma no especifica. Bases
nitrogenadas con bases que se emparejan en una forma no especifica son bases que, cuando se adhieren a una
estructura, son capaces de emparejarse con por lo menos de 2 a 5 bases nitrogenadas que ocurren naturalmente
las cuales ya fueron mencionadas. Preferiblemente, el emparejamiento de bases es de entre 2 0 mas bases
nitrogenadas naturales y las bases nitrogenadas con bases que se emparejan no especificamente ocurren
esencialmente iso-enérgicamente, es decir, los enlaces formados tienen una fuerza similar. El término “bases
nitrogenadas con bases que se emparejan no especificamente” es utilizado en este documento intercambiablemente
con el término “base universal”.

[0039] En ARNts naturales, se encuentra la inosina de la base nitrogenada. La inosina tiene la capacidad de
hibridarse en una forma no especifica con 3 de las bases nitrogenadas, es decir, citosina, timina y adenina. Otros
compuestos sintéticos que tienen la misma capacidad de emparejarse a las bases en una forma no especifica con
bases nitrogenadas naturales han sido formados e incluyen, entre otras, a los compuestos que se muestran a
continuacion.

Ejemplos de bases universales:
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[0041] Los codones de la plantilla pueden ser cualquier entidad bioquimica con una capacidad para ser reconocida
especificamente por otra entidad. Es preferido, sin embargo, que el codén sea una secuencia de nucledtidos. La
secuencia de nucledtidos porta una serie de bases nitrogenadas en una estructura. Las bases nitrogenadas de los
codones podrian ser cualquier entidad quimica capaz de ser reconocida especificamente por una entidad
complementaria. Las bases nitrogenadas son usualmente seleccionadas de bases nitrogenadas naturales (adenina,
guanina, uracilo, timina y citosina) pero también las otras bases nitrogenadas que obedecen a las reglas de enlaces
de hidrégeno de Watson-Crick también podria ser utilizadas, tal como las bases nitrogenadas sintéticas presentadas
en US 6,037,120.

[0042] El coddn podria ser un solo nucleétido en la generacion de una biblioteca. Esto permitira la incorporacion de 4
entidades funcionales diferentes en la molécula dirigida por la plantilla. Sin embargo, para obtener una diversidad
mas grande, un codén comprende, preferlblemente a Eor lo menos a 2 y mas preferiblemente por lo menos 3
nucledtidos. Tedricamente, esto suministrara a 42 y 4°, entidades funcionales diferentes, respectivamente. Los
codones usualmente no comprenderan mas de 100 nucleotldos. Es preferido tener codones con una secuencia de 3
a 30 nucledtidos.

[0043] Los por lo menos 2 codones de la plantilla son organizados en la secuencia, es decir, uno a lado del otro y
podrian ser separados por un grupo separador. Dependiendo de la molécula dirigida por plantilla que se intenta
formar, la plantilla podria comprender a codones adicionales. Cada uno de los codones adicionales podria ser
separado por un grupo separador adecuado. Preferiblemente, todos o por lo menos la mayoria de codones de la
plantilla estan organizados en secuencia y cada uno de los codones esta separado de un codén cercano por un
grupo separador. Generalmente, se prefiere tener mas de 2 codones en la plantilla para permitir la sintesis de
moléculas dirigidas por plantillas mas complejas. En un aspecto preferido del invento, el nimero de codones de la
plantilla es desde 2 a 100. Aun mas preferido es que la plantilla comprenda entre 3 a 15 codones.

[0044] La secuencia separadora podria servir para varios propdsitos. En una configuracién del invento, el grupo
separador identifica a la posicién de un coddn. Usualmente, el grupo separador ya sea corriente arriba o corriente
abajo del coddn comprende a informacion que permite la determinacion de la posicién del codén. El grupo separador
también podria suministrar a una region para una afinidad alta. La region de alta afinidad asegurarda que la
hibridacion de la plantilla con el anti-codén ocurra en el marco. Ademas, la secuencia separadora ajusta a la
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temperatura de recosido a un nivel deseado.

[0045] Una secuencia separadora con una alta afinidad puede ser suministrada por medio de la incorporacion de
una o mas bases nitrogenadas que forman a 3 enlaces de hidrogeno para una base nitrogenada cognada. Un
ejemplo de una base nitrogenada que tiene esta propiedad es la guanina. Alternamente, o adicionalmente, la
secuencia separadora podria ser sujeta a una modificacion estructural. Algunas modificaciones estructurales
suministran una afinidad mas alta, tal como una sustitucion de 2’-O-metilo de la particula ribosa, de los acidos
nucleicos de péptidos (PNA - peptide nucleic acids), y la ciclacién del O- metileno de 4'de la particula ribosa, también
referida como LNA (Acido Nucleico Bloqueado - (Locked Nucleic Acid).

La plantilla podria comprender a regiones flanqueadoras. Una de las regiones flanqueadoras puede, en un aspecto
del invento, servir para inmovilizar la plantilla a una superficie de un soporte sélido tal como una micro matrices. En
otro aspecto del invento, la regién flanqueadora puede abarcar a un grupo de sefiales, tal como un fluor6foro o un
grupo reactivo, para permitir a una deteccion directa de la presencia de la plantilla. Las regiones flanqueadoras
también pueden servir como lugares de cebado para una reaccion de amplificacion, tal como la PCR.

[0046] La plantilla también puede ser inmovilizada en un soporte sélido, tal como una micro esfera o un material
matricial al incorporar a un grupo de biotinas en la plantilla y un acoplamiento subsiguiente a un soporte soélido
cubierto con estreptavidina. Otros métodos de inmovilizaciéon son conocidos para una persona con conocimiento en
la industria, incluyendo el acoplamiento de la plantilla ain anticuerpo y la inmovilizaciéon de la conjugacion a un
soporte solido cubierto con el antigeno apropiado. En un aspecto preferido, el lugar de cebado de la plantilla apoya
al propdsito doble de participar en una reaccion de amplificacion y como un medio de inmovilizacion. La
inmovilizacion puede ser efectuada, por ejemplo, por medio del tratamiento de la plantilla que comprende al lugar de
cebado con un soporte sélido comprendido de secuencias de oligonucleétidos que son complementarias para el
lugar de cebado.

[0047] En un aspecto, la primera entidad funcional esta adherida covalentemente a la plantilla. La adherencia
covalente del grupo reactivo usualmente significa que la molécula dirigida por la plantilla es formada en, o cerca de,
dicho grupo reactivo. La molécula final dirigida por la plantilla es, por lo tanto, adherida en una forma covalente a la
plantilla que dirigi6 y codifico la sintesis mencionada. En el caso de que se forme una biblioteca que comprende a
una pluralidad de complejos preparados de acuerdo con el invento, condiciones de alta exigencia para un
procedimiento de seleccién podrian ser utilizados sin el riesgo de separar de la plantilla a la molécula dirigida por la
plantilla.

[0048] En otro aspecto del invento, la primera entidad funcional es adherida en una forma que no es covalente a la
plantilla. Usualmente, la adherencia no covalente involucra a enlaces de hidrogeno y a la interaccion hidrofébica.
Notablemente, la adherencia no covalente involucra la reaccién de hibridacion entre oligonucleétidos o una de sus
partes. En una seccion preferida, la entidad funcional estd adherida a una secuencia de nucleétidos, que
complementa una secuencia de nucledtidos de la plantilla. La secuencia complementaria que tiene adherido al grupo
reactivo puede servir como un ancla, es decir, una atadura de la plantilla a la molécula naciente dirigida por la
plantilla. Usualmente, la secuencia complementaria del ancla tiene una temperatura de recosido mas alta que cada
uno de los bloques de construccion para asegurar la adherencia al ancla, incluso bajo condiciones que separan a los
bloques de construccion.

[0049] La primera entidad funcional, tal como un portador, podria estar enlazado a una plantilla a través de un
enlazador selectivamente separable, que permite la separacion de la molécula dirigida por la plantilla de la plantilla
en el momento que se decida hacerlo por la persona que esta haciendo el experimento. La primera entidad funcional
comprende, generalmente, a un grupo reactivo. El grupo reactivo puede ser parte de una molécula naciente dirigida
por la plantilla que, posiblemente en una forma modificada, aparece en el final de la molécula modelada. El grupo
reactivo también puede ser parte de un portador, tal como una entidad molecular que comprende a mas de un grupo
reactivo. Ademas, el grupo reactivo puede estar en una forma que tiene que ser activada antes de que se puede
iniciar el método del invento.

[0050] En el aspecto del invento que se relaciona a la generacion de la biblioteca, podria ser deseado el acoplar a la
primera entidad funcional a un anti-codén complementando a un codén (adicional) en la plantilla, haciendo, de esa
forma, que sea posible tener mas de una sola clase de entidades funcionales presentes en el medio. Alternamente,
una entidad funcional o un portador conformado de los grupos reactivos podria variar.

[0051] Cuando la plantilla es lineal, la primera parte de la pareja de afinidad molecular estd usualmente ubicada
entre el coddn activo y una entidad funcional o una molécula modelada naciente conectada covalentemente o por
medio de hibridacién a la plantilla para suministrar una proximidad mas cercana entre los grupos reactivos. Mas
preferiblemente, la primera parte de la pareja de afinidad molecular esta ubicada cerca del grupo reactivo de la
plantilla.

[0052] la 22 parte de la pareja de afinidad molecular esta ubicada en el bloque de construccién. La 22 parte de la
pareja de afinidad molecular podria estar incluida en el caso de que el codén al cual el bloque de construccion esta
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adherido esté cerca del grupo reactivo de la plantilla, o expresado de otra forma, el anti-codon del bloque de
construccién podria ser, por lo menos en parte, idéntico a la 22 parte de la pareja de afinidad molecular. Los bloques
de construccion que tienen anti-codones que tienen el propdsito de interactuar con codones lejanos del grupo
reactivo de la plantilla, tal como un portador, comprende a una seccion del enlazador de la 22 parte de la pareja de
afinidad molecular. El término “lejanos” se debe entender como el caso en el cual el codén activo, es decir, el codén
hibridado al anti-codén del bloque de construccién, estd separado en relacion al grupo reactivo de la plantilla con
uno 0 mas codones inactivos.

[0053] La 22 parte de la pareja de afinidad molecular en el enlazador del bloque de construccion esta ubicada
preferiblemente cerca de la entidad funcional para incrementar la proximidad entre el grupo reactivo del bloque de
construccion y el grupo reactivo de la plantilla. Mas preferiblemente, la 22 parte de la pareja de afinidad molecular
esta separada del nucleétido que porta a la entidad funcional por cero o 2 nucleétidos.

Condiciones de hibridacién

[0054] Esta dentro de la capacidad de una persona con conocimiento en la industria el construir el disefio deseado
de un oligonucledtido. Cuando una temperatura especifica de recosido es deseada, es un procedimiento estandar el
sugerir las composiciones apropiadas de los monémeros de &cidos nucleicos y su longitud. La construccién de un
disefio apropiado podria tener la asistencia de softwares, tales como Vector NTI Suite o la base de datos publica en
la direccién de Internet http://www.nwfsc.noaa.gov/protocols/oligoTMcalc.html.

[0055] Las condiciones que permiten una hibridacion especifica de los codones y de los anti-codones estan
influenciadas por varios factores incluyendo la temperatura, la concentracion salina, el tipo de amortiguador, y la
acidez. Esta entre las capacidades de la persona con conocimiento en la industria el seleccionar condiciones
apropiadas para asegurar que el contacto entre las plantillas y los bloques de construccion sea realizado en
condiciones de hibridacion. La temperatura a la cual 2 oligonucleétidos de una sola hebra forman un duplex es
referido como la temperatura de recosido o la temperatura de derretimiento. La curva de derretimiento usualmente
no es aguda indicando que el recosido ocurre en un rango de temperaturas. La 22 derivacion de la curva de
derretimiento es utilizada aqui para indicar la temperatura de derretimiento.

Entidad funcional

[0056] La entidad funcional del bloque de construccién sirve el propdsito de ser un precursor de la entidad estructural
que se incorpora eventualmente en la molécula modelada. Por lo tanto, cuando en esta aplicacién de las
reivindicaciones declara que una entidad funcional es transferida a una molécula naciente dirigida por la plantilla
debe entenderse que no necesariamente todos los atomos de la entidad funcional original se encuentran en la
molécula dirigida por la plantilla que se formara eventualmente. Ademas, como consecuencia de las reacciones
involucradas en la conexion, la estructura de la entidad funcional puede cambiar cuando aparece en la molécula
modelada naciente. Especificamente, la separacion que resulta en la liberacién de la entidad funcional podria
generar a un grupo reactivo que en un paso subsiguiente puede participar en la formacion de una conexion entre la
molécula modelada naciente y una entidad funcional.

[0057] La entidad funcional del bloque de construccién comprende a por lo menos un grupo reactivo capaz de
participar en una reaccion que resulta en una conexion entre la entidad funcional del bloque de construccion y la
parte de la plantilla o el elemento complementario hibridado a la plantilla que porta al grupo reactivo de la plantilla.
La conexion es ayudada por uno o mas grupos reactivos de la entidad funcional. El nimero de grupos reactivos que
aparecen en la entidad funcional es adecuadamente del 1 al 10. Un bloque de construcciéon que presenta solamente
a un grupo reactivo es utilizado adicionalmente en las posiciones de los extremos de los polimeros, donde los
bloques de construccién tienen 2 grupos reactivos que son adecuados para la formacién de la parte corporal de un
polimero o portadores capaces de tener mas reacciones. 2 0 mas grupos reactivos que tienen el propésito de la
formacion de conexiones, estan presentes cominmente en portadores. Un portador podria hacer una estructura
esencial, que forma a la base para la creacién de multiples variaciones. Las formas de variaciones del portador son
formadas cominmente a través de la reaccién de grupos reactivos del portador con grupos reactivos de otros
bloques de construccion, mediados, opcionalmente, por grupos de relleno o catalizadores, bajo la creacion de una
conexion entre las entidades. Las entidades funcionales que van a ser conectadas al portador podian contener 1, 2 o
algunos grupos reactivos capaces de formar conexiones.

[0058] El grupo reactivo del bloque de construcciéon puede ser capaz de formar una conexién directa a un grupo
reactivo de otro bloque de construccion, molécula modelada naciente o un lugar reactivo de la plantilla. En ciertas
secciones del invento una conexion indirecta es formada utilizando un grupo de relleno de conexiéon. Se debe
entender que no todos los atomos de una entidad funcional necesariamente seran mantenidos en la molécula
modelada (naciente) formada. En vez de eso, las entidades funcionales son vistas como precursores de la estructura
de la molécula modelada final.

[0059] La separacién opcional de acuerdo al paso f) puede ser realizada en una forma apropiada. En un aspecto del
invento, la separacion involucra el uso de un reactivo y/o de una enzima. La separacién resulta en una transferencia
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de la entidad funcional adicional a la molécula dirigida por la plantilla naciente o en una transferencia de la molécula
dirigida por la plantilla naciente a la entidad funcional del bloque de construccién. En algunos casos, podria ser
ventajoso el introducir a nuevos grupos quimicos como una consecuencia de la separacion del enlazador. Los
nuevos grupos quimicos pueden ser utilizados para reacciones adicionales en un ciclo subsiguiente, ya sea
directamente o después de haber sido activados. En otros casos, es deseable que ningln vestigio del enlazador
exista después de la separacion.

[0060] En otro aspecto, la conexion y la separacion es realizada como una reaccién simultanea, es decir, ya sea que
la entidad funcional del bloque de construccién o la molécula naciente dirigida por la plantilla sean un grupo que
abandona de la reaccién. En general, se prefiere disefiar a un sistema para que la conexién y la separacion ocurran
simultaneamente puesto que esto reduce el nimero de pasos y la complejidad. La conexidon y separacion
simultaneas también pueden ser disefiadas para que no aparezca ningun vestigio del enlazador o para qué un grupo
guimico nuevo para mas reacciones sea introducido, tal como se describié anteriormente.

[0061] Es importante para el método, de acuerdo al invento, que por lo -1 enlazador permanezca intacto después del
paso de separacion. El por lo menos un enlazador vinculara a la molécula naciente dirigida por la plantilla con la
plantilla que dirigié su sintesis. En el caso de que el método involucre esencialmente la transferencia de entidades
funcionales con un portador o con un polimero cambiante, la molécula que eventualmente sera portada o el polimero
podrian ser adheridos con un enlazador selectivamente separable. El enlazador selectivamente separable es
diseflado para que no sea separable bajo condiciones que resultan en la transferencia de la entidad funcional a la
molécula naciente dirigida por la plantilla.

Blogue de construccién

[0062] Los bloques de construccion utilizados en el método de acuerdo a este invento podrian ser disefiados de
acuerdo a las entidades particulares involucradas en el bloque de construccién. Por ejemplo, el anti-coddn podria
estar adherido a la 22 parte de la pareja de afinidad molecular con un enlazador de polietilenglicol (PEG) y la entidad
funcional podria estar adherido directamente a la 22 parte de la pareja de afinidad molecular. En otro ejemplo
preferido, el anti-codén, el enlazador y la 22 parte de la pareja de afinidad molecular es un oligonucleétido lineal
contiguo.

[0063] La adherencia de la entidad funcional al enlazador es preferiblemente en un nucleétido terminal o un
nucleétido o 2 nucledtidos abajo del oligonucleétido. La adherencia de la entidad funcional puede ser en cualquier
entidad disponible para la adherencia, es decir, la entidad funcional puede estar adherida a un nucleétido del
oligonucleétido en la base nitrogenada, o en la estructura. En general, es preferible adherir a la entidad funcional al
fésforo de la vinculacion internucleosidica o en la base nitrogenada.

[0064] En un aspecto del invento, un grupo reactivo de la entidad funcional es adherido al oligonucleétido enlazador.
El grupo reactivo es, preferiblemente, de un tipo que es capaz de crear una conexién con la molécula naciente
dirigida por la plantilla por medio de una reaccion directa entre los respectivos grupos reactivos o mediante el uso de
un grupo adecuado de relleno. El grupo reactivo que acopla a la entidad funcional con el enlazador es,
preferiblemente, separado simultdneamente con el establecimiento de la conexion. La entidad funcional podria, en
algunos casos, contener a un segundo grupo reactivo capaz de involucrarse en la formacién de una conexién en un
ciclo subsiguiente. El segundo grupo reactivo podria ser de un tipo que necesita una activacion antes de ser capaz
de participar en la formacion de una conexion.

[0065] El enlazador de oligonucleétidos podria estar distanciado de la entidad funcional por medio de una particula
separadora. El separador podria estar disefiado para que el espacio conformacional que ha sido tomado de muestra
por el grupo reactivo sea optimizado para una reaccién con un grupo reactivo de una molécula naciente dirigida por
la plantilla.

[0066] El disefio de bloques de construccion que comprende al anti-coddén podria estar dirigido a obtener
temperaturas de recosido en un rango especifico para todos o para parte de los hibridos bloque de construccion:
plantilla para asegurar que los anti-codones han sido recosidos a la plantilla antes de que las entidades funcionales
estén conectadas entre si a través de una reaccion quimica. Cuando los bloques de construccidn se recosen a la
plantilla con, esencialmente, la misma afinidad, es necesario agregar a los bloques de construccion en cada ciclo, es
decir, contactar a los bloques de construccién con la plantilla involucra una adicién separada de los bloques de
construccion individuales.

[0067] En un aspecto del invento, los bloques de construccién son disefiados para qué el bloque de construccion
cuando se agrega a la plantilla del primer ciclo tenga una temperatura de recosido menor que los subsiguientes
bloques de construccion. Al usar una temperatura para el paso de conexidon en un segundo paso 0 paso
subsiguiente que es mayor que el previo paso, es posible tener nicamente a los blogues de construcciéon deseados
recosidos a la plantilla, mientras que la mayoria de bloques de construccion que han sido usados previamente o que
no han reaccionado estaran separados por su cuenta opcionalmente, un paso de recuperacién podria ser utilizado
entre cada ciclo para enriquecer el nimero de plantillas que se encuentran solas por su cuenta disponibles para
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recosido a un subsiguiente bloque de construccion. El paso de recuperacion podria involucrar la incorporacién de
biotina en el oligonucleétido del bloque de construccién y la separacion de los bloques de construccion de la plantilla
utilizando microesferas cubiertas con estreptavidina a una temperatura por sobre la temperatura de recosido, tal
como se describe en otras secciones de este documento.

[0068] Después del paso de separacion, las partes de la pareja de afinidad molecular son separadas para permitir
que un bloque subsiguiente de construccion interactle con la primera parte del dominio de compresion.
Opcionalmente, el paso de separaciéon podria ser realizado después de la separacion de la pareja de afinidad
molecular. En caso de que la pareja de afinidad molecular sea un oligonucleétido doblemente atado, las partes de la
pareja de afinidad podrian ser separadas al incrementar la exigencia, por ejemplo, al incrementar la temperatura.
Alternamente, la 22 parte de la pareja de afinidad portada por el bloque de construccion, puede ser degradada
enzimaticamente o quimicamente tal como se presenta mas adelante.

[0069] Después de la reaccion de un blogue de construccion, por ejemplo, por una transferencia de una entidad
funcional a un portador, el anti-codén podria permanecer recosido a la plantilla durante un ciclo subsiguiente. Sin
embargo, es generalmente preferido remover el anti-codén de un bloque de construccidon que ha reaccionado sin
albergar a la molécula naciente dirigida por la plantilla que proviene de la plantilla antes de la repeticion de los pasos
d) al g). La ausencia del anti-codén recosido hace posible incorporar a las bases universales en el enlazador para
obtener una afinidad entre el enlazador y los codones inactivos que han sido utilizados previamente.

[0070] El anti-codén puede ser removido utilizando varias técnicas, tales como la separacion de la plantilla al
incrementar la exigencia, comiunmente al elevar la temperatura; una digestion enzimatica parcial o completa; o una
degradacion quimica. El método que utiliza un incremento en la exigencia es el mas simple de aplicar. Sin embargo,
en el evento de que un recosido pudiese ocurrir 0 se desee una remocion selectiva del anti-codon, podria
contemplarse utilizar métodos enzimaticos o quimicos o una mezcla de estos.

[0071] Un método para la remocién de blogques de construccion gastados, bloques de construccion que no
reaccionaron y excesos de bloques de construccion involucra la incorporacion de biotina o una molécula pequefia
similar y la extraccion de dichos bloques de construccién utilizando la adherencia entre la biotina y la avidina o la
estreptavidina en microesferas cubiertas. Mas especificamente, la biotina es incorporada en el bloque de
construccion durante su sintesis. Después de la transferencia o alternamente después del paso de separacion del
invento, la mezcla es tratada con microesferas cubiertas con estreptavidina bajo condiciones que permiten el
acoplamiento de la estreptavidina a la biotina. Subsiguientemente, la temperatura es elevada por sobre la
temperatura de recosido del hibrido bloque de construccion:plantilla y la mezcla es sujeta a una gravedad
incrementada, por ejemplo, por medio de una centrifugacion. El sobrenadante comprendera entonces a la plantilla
liberada de los bloques de construccion. Una alternativa al acoplamiento biotina-estreptavidina es la formacion de
una conexiéon S-S. Por ejemplo, el oligonucledtido que comprende al anti-codén se le suministra un grupo -SH, tal
como un producto reducido del modificador de tioles C6 S-S (Glen Research# 10-1936-90). El grupo -SH de bloque
de construccién puede ser acoplado a otro grupo -SH en un soporte soélido bajo condiciones de oxidacion y el bloque
de construccion puede ser removido junto con el soporte sélido por medio de centrifugacion si el material sélido es
una micro esfera o por medio de elucion si el soporte sélido es una matriz de fase sélida de una columna.

[0072]Para algunas aplicaciones podria ser ventajoso el degradar selectivamente al oligonucleétido que contiene al
anti-codon. Algunos métodos estan disponibles para la degradacion de la parte de ARN del duplex ADN:ARN.
Asimismo, la plantilla puede ser suministrada en forma de un oligonucleétido individual y el anti-codén puede ser una
sola hebra de ARN cognada. El duplex ADN:ARN puede ser degradado entonces con una enzima seleccionada de
ARNsa H, ARNsa A, ARNasa 1. Alternamente, la parte de ARN del diplex ARN: ADN puede ser degradada
guimicamente por medio de un tratamiento bajo condiciones alcalinas débiles (pH 9-10) o con Pb(Ac)2 acuoso.

[0073] Si el enlazador internucleosidico comprende a un tiofosfato, el enlazador puede ser separado con yodo. Por
lo tanto, de acuerdo a este método, una plantilla de oligonucleétidos, tal como una plantilla de ADN o de ARN que se
ha irrigado a un anti-codén de ADN o de ARN que comprende a un tiofosfato en el enlazador internucleosidico
puede ser tratado con yodo o yodo etanol acuoso para separar al anti-codén.

[0074] De acuerdo a otro método, una hebra puede ser separada en un diplex si un monémero de ADN contiene
una base nitrogenada de uracilo al tratar primero al diplex con uracil-glicosilasa para remover la particula de uracilo
y tratar subsiguientemente con acido débil. Otro método adicional involucra la inclusién de fosfonato de metilo en el
enlazador internucleosidico y separar al enlazador utilizando viperina, por ejemplo, por medio de un tratamiento a 37
°C durante una hora con una concentracion de piperidina de 100 mM.

[0075] Los varios métodos de remocion del anti-codon de la plantilla pueden ser utilizados en la degradacion
selectiva de anti-codones. La ventaja de la degradacién selectiva es aparente especialmente cuando la molécula
naciente dirigida por la plantilla, asi como el bloque de construccién son codificados por la plantilla. En un aspecto,
un portador es codificado por la plantilla y los bloques de construccidn son incorporados secuencialmente. Al utilizar
cualquiera de los métodos que se acaban de mencionar es posible remover selectivamente el bloque de
construccién, incluyendo el anti-codén y el enlazador, mientras que el anti-codén utilizado para recoser al codon que
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codifica a un portador permanece adherido a la plantilla.

Molécula modelada

[0076] Cuando una estrategia es seguida en la cual la molécula modelada producida eventualmente es adherida a
una plantilla por medio de un elemento complementario, que podria o podria no involucrar a un anti-codén, la
afinidad es relativamente débil debido a que Unicamente enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas juntan a
las partes. Sin embargo, en un aspecto del invento, el elemento complementario que finalmente alberga a la
molécula modelada, podria estar adherido a la plantilla a través de un hibrido elemento complementario:plantilla que
tiene una temperatura mas alta de recosido que los otros hibridos codén:anti-codon de la plantilla. Alternamente, y
en algunas aplicaciones, preferiblemente, la molécula modelada es conectada con la plantilla que dirigio su sintesis
por medio de un enlace covalente. El enlace covalente podria ser adicional a los enlaces de hidrégeno o el enlace
covalente podria ser una sustitucion. La presencia de un enlace covalente permite un tratamiento quimico mas duro
del complejo. En un aspecto del invento, el enlace covalente es separable selectivamente para suministrar una
separacion de la molécula modelada de la plantilla complementaria.

[0077] ElI método de acuerdo al invento podria, como un paso final, involucrar la transferencia de la molécula
modelada a un punto de anclaje en la plantilla, o una secuencia que complementa a la plantilla, para establecer una
conexién quimica efectiva entre la plantilla y la molécula modelada. Un acoplamiento efectivo de la molécula
modelada a la plantilla o una secuencia complementaria a la plantilla puede ser deseable para permitir condiciones
de enriquecimiento de desnaturalizacion o una modificacién de desnaturalizaciéon post-modelacién de la molécula
fabricada. El anclaje podria involucrar la presencia de un grupo reactivo en la molécula modelada y un compafiero
de reaccion en la plantilla, haciendo posible que la reaccién entre estos grupos reactivos establezca un enlace
covalente. Alternamente, el punto de anclaje podria estar presente en una secuencia complementaria hibridada a la
plantilla. En una seccion importante, la secuencia complementaria tiene una temperatura mas alta de recosido que
uno o mas de los bloques de construccion, notablemente el bloque de construcciéon terminal, para permitir el uso de
una exigencia mas alta durante el enriquecimiento y, opcionalmente, el despeje de los blogues de construccion
utilizados.

Biblioteca

[0078] Este invento también se refiere a una biblioteca de complejos disfuncionales. La biblioteca es compuesta de
una pluralidad de complejos diferentes, tales como por lo menos 10, 10°, 10°, 10", o 10" complejos diferentes. La
pluralidad de diferentes complejos es producida al suministrar inicialmente una pluralidad de plantillas diferentes, asi
como una pluralidad de bloques de construccion. Cada uno de los anti-codones de los bloques de construccién son
adyacentes para ser capaz de interactuar con por lo menos un codén de por lo menos una plantilla. La pluralidad de
plantillas diferentes es sujeta simultdneamente al método que se describié anteriormente. La parte de propagacion
del método puede ser repetida un nimero deseado de veces para cambiar a la molécula modelada. Cada repeticion
de la propagacion es iniciada al contactar a las plantillas con un nuevo subconjunto de bloques de construccion
adicionales.

[0079] Las varias diferentes plantillas de este invento son construidas convenientemente para seguir un esquema
general. De acuerdo al esquema, varias secciones de codificacion son suministradas en la plantilla. A su vez, cada
una de las secciones purificadoras especifica a uno o mas codones Unicos. Por lo tanto, una plantilla especifica
comprende a un nimero dado de codones Unicos. La pluralidad de las plantillas puede ser tomado en cuenta como
una unidad, caracterizarse como una biblioteca que comprende un monto total de diferentes combinaciones de
codones Unicos posibles, o uno de sus subconjuntos. Las secciones codificadoras son posicionadas adecuadamente
en una secuencia lineal, para que las secciones codificadoras individuales estén posicionadas inmediatamente al
lado de otra, opcionalmente, separadas por una secuencia separadora. En algunas secciones, podria ser ventajoso
el usar una plantilla ramificada para asegurar la proximidad de grupos reactivos, la introduccién de catalizadores en
la cercania de los grupos reactivos o la introduccion de por lo menos un 3% reactivo.

[0080] Los codones unicos de las plantillas son compuestos preferiblemente de una secuencia de monémeros de
acidos nucleicos, tal como nucleétidos. Cada codon es preferiblemente Unico en el sentido que dentro de la misma
seccion codificadora ningln otro codén tiene una secuencia y longitud idénticas de monoémeros de acidos nucleicos.
Preferiblemente, un coddén Unico no tiene una secuencia correspondiente en ningln otro lugar de la pluralidad de
plantillas. Para evitar la hibridacion entre las plantillas individuales también es deseable disefiar a cada uno de los
codones Unicos para qué su secuencia complementaria no exista en ninguna otra plantilla.

[0081] EI numero de secciones codificadoras puede ser seleccionado de acuerdo al nimero de los compuestos
modelados finales deseados, los bloques de construcciéon disponibles y la estructura modelada visualizada del
compuesto. De acuerdo al invento, el nimero de regiones codificadoras es, preferiblemente, por lo menos 3 para
lograr la diversidad deseada. El limite superior para el nimero de regiones codificadoras no ha sido elucidado
todavia; sin embargo, se cree que un nimero que exceda a 100 podria dar problemas practicos. Generalmente, es
preferible utilizar plantillas que tengan entre 2 y 50 regiones codificadoras, mas preferiblemente entre 3y 30 y
todavia mas preferiblemente entre 4 y 15.
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[0082] Dentro de cada una de las regiones codificadoras, el nUmero de codones Unicos podria seleccionarse de
acuerdo a la necesidad de diversidad. El nimero de codones Unicos en cada una de las regiones codificadoras
podria ser similar o diferente. El nimero de codones Unicos puede ser tan bajo como uno. Esta podria ser la
eleccién cuando una entidad molecular especifica es deseada en la molécula modelada cambiante. El limite superior
para el numero de codones Unicos podria escogerse para que sea muy alto siempre y cuando la hibridacion
especifica de oligonucledtidos de los anti-codones a sus complementos en la plantilla ocurra. Un ejemplo de un
limite superior podria ser 10,000, pero podria escogerse por debajo de este limite o por encima de acuerdo a lo que
se necesite.

[0083] Como un ejemplo de una biblioteca relativamente pequefia, alrededor de 10° complejos diferentes pueden ser
obtenidos para plantillas que tienen 4 regiones codificadoras, donde cada region codificadora especifica a 30
codones unicos. Si cada uno de los codones Unicos solo pueden estar presentes una sola vez en la plantilla, por lo
menos 120 bloques de construccion diferentes deben ser suministrados. La pluralidad de plantillas y de bloques de
construccion puede ser utilizada para la generacién de un compuesto 4-mer, tal como un péptido alfa o beta. Una
biblioteca méas grande de 10" complejos podria ser preparada empezando desde plantillas que tengan 5 regiones
codificadoras y 100 codones Unicos dentro de cada region codificadora.

[0084] La biblioteca podria ser utilizada para una variedad de aplicaciones, incluyendo la busqueda de compuestos
para su uso en métodos terapéuticos o de diagnéstico y compuestos de proteccion vegetal, tal como pesticidas,
fungicidas, etcétera. La biblioteca podria comprender a cualquier nimero de complejos de acuerdo al invento.

[0085] Un método para identificar los compuestos mas activos que pueden ser utilizados en, por ejemplo,
aplicaciones terapéuticas es el exponer a la biblioteca a un tratamiento de enriquecimiento. De acuerdo a un aspecto
del invento, un enriquecimiento de una biblioteca de complejos que comprenden a moléculas modeladas con
relacion a una actividad predeterminada, comprende los pasos de:

i) establecer una primera biblioteca de complejos que comprende a moléculas modeladas, donde dicha biblioteca
puede ser obtenida de acuerdo a cualquiera de los métodos del invento,

i) exponer a la biblioteca a condiciones que enriquezcan a la biblioteca con complejos que tienen a la actividad
predeterminada,

iii) amplificar los complejos de la biblioteca enriquecida,

iv) opcionalmente, repetir el paso ii) al iii), y

v) obtener una biblioteca enriquecida que tenga una tasa mas alta de complejos que comprenden a moléculas
modeladas con la actividad predeterminada.

[0086] El paso de amplificaciéon es preferido normalmente, aunque no siempre es necesario. Especialmente, cuando
algunos ciclos de enriquecimiento son conducidos, es ventajoso hacer una amplificacion para obtener complejos
suficientes. En un aspecto del invento, la amplificacion de los complejos de la biblioteca enriquecida comprende los
pasos de contactar a la biblioteca de los complejos con medios de amplificacion, amplificando a las plantillas o a las
plantillas complementarias, y conduciendo el método de acuerdo al invento, utilizando el producto de la amplificacion
como plantilla. Los medios de amplificacion pueden ser cualquiera de sistemas de amplificacién de acidos nucleicos
adecuados para la amplificacion de la plantilla, tal como PCR. Preferiblemente, la amplificacion del complejo
comprende a una amplificacion de 10" a 10 veces.

[0087] Para permitir mltiples ciclos de enriquecimiento, 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. Los complejos podrian ser identificados después
de la terminacién de cada ciclo o podrian ser identificados solamente después del Ultimo ciclo. No existe una
necesidad explicita para identificaciones inmediatas puesto que la amplificacion puede ser realizada sin saber la
secuencia de la plantilla o una secuencia que complementa a la plantilla, si la plantilla o su complemento es
suministrado con regiones adecuadas de cebado. La identificacién después del proceso de enriquecimiento
involucra la determinacion de la secuencia de la plantilla y/o la determinacion estructural de la molécula modelada
y/o cuando todo el complejo tiene la actividad predeterminada.

[0088] Preferiblemente, las condiciones que enriquecen a la biblioteca comprenden el contactar a un compafiero de
enlace con las moléculas modeladas de interés. El compafiero de enlaces podria estar en una solucién o podria
estar directa o indirectamente inmovilizado en un soporte. El enriquecimiento es, en general, realizado utilizando un
ensayo de afinidad o de actividad. En un aspecto del invento, el enriquecimiento es realizado al examinar para
detectar complejos que tienen una afinidad con- o un efecto en- una molécula objetivo o0 una entidad objetivo. En
otro aspecto el enriquecimiento es realizado por medio de una seleccién para detectar una actividad catalitica.
Alternamente, las condiciones que enriquecen a la biblioteca involucran cualquiera de uno o méas de las opciones de
separacion electroforética, filtracién de geles, inmunoprecipitaciones, enfoques isoeléctricos, centrifugaciones e
inmovilizaciones.

[0089] EI proceso de enriquecimiento podria involucrar a células. Por lo tanto, en una seccion, las condiciones que

enriquecen a la biblioteca comprenden suministrar células capaces de internalizar a la molécula modelada, o realizar
una interaccién con la molécula modelada que tenga la actividad predeterminada deseada.
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[0090] Cuando una biblioteca de complejos ha sido enriquecida a un grupo pequefio que comprende a complejos
que presentan una actividad predeterminada, es deseable obtener a cada uno de los complejos por separado. La
molécula modelada puede ser obtenida del complejo al separar al o a los enlazadores de uno o mas bloques de
construccion para liberar a la molécula modelada de la plantilla.

Nucleétidos

[0091] Los nucledtidos utilizados en este invento podrian ser enlazados juntos en un oligonucledtido. Cada
mondémero de nucledtidos es compuesto normalmente de 2 partes, expresamente una particula de bases
nitrogenadas, y una estructura. La estructura podria en algunos casos ser subdividida en una particula de azlcar y
un enlazador internucleosidico.

[0092] La particula de la base nitrogenada podria ser seleccionada de entre bases nitrogenadas que ocurren
naturalmente, asi como bases nitrogenadas que no ocurre naturalmente. Debe quedar entendido para una persona
con conocimiento en la industria que varias bases nitrogenadas que previamente han sido consideradas como “que
no ocurren naturalmente” han sido subsiguientemente encontradas en la naturaleza. Por lo tanto, la “base
nitrogenada” incluye no sélo a los heterociclos conocidos de purina y pirimidina, pero también a analogos
heterociclos y a sus tautomeros. Ejemplos ilustrativos de bases nitrogenadas son la adenina, la guanina, la timina, la
citosina, el uracilo, la purina, la xantina, la diaminopurina, la 8-N°®-metiladenina, la 7-deazaxantina, la 7-
deazaguanina, la N*N*-etanocitosina, la N°N°-etano-2,6-diamino-purina, la 5-metilcitosina, la 5-(C-C°)-
alquinilcitosina, el 5-fluorouracilo, el 5-bromouracilo, la pseudoisocitosina, la 2-hidroxi-5-metil-4-triazolopiridina, la
isocitosina, la isoguanina, la inosina y las bases nitrogenadas que “no ocurren naturalmente” en Benner et al.,
patente de Estados Unidos nimero. 5,432,272. El término “base nitrogenada” tiene la intencién de abarcar cada uno
y todos de estos ejemplos, asi como sus analogos y tautdmeros. Especialmente bases nitrogenadas interesantes
son la adenina, la guanina, la timina, la citosina, la 5-metilcitosina, y el uracilo, los cuales son considerados como
bases nitrogenadas que ocurren naturalmente en relacion a las aplicaciones terapéuticas y de diagnostico a
humanos.

[0093] Ejemplos de parejas especificas adecuadas de bases nitrogenadas se muestran a continuacion:
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Parejas de bases naturales
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[0094] Ejemplos adecuados de unidades estructurales se muestran a continuacién (B denota una base nitrogenada):
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[0095] La particula de azUcar de la estructura es adecuadamente una pentosa, pero podria ser la parte apropiada de
50 un PNA o un anillo de 6 miembros. Ejemplos adecuados de pentosas posibles son la ribosa, la 2'-deoxiribosa, la 2'-
O-metil-ribosa, 2'-flour-ribosa, y la 2’-4’-O-metileno-ribosa (LNA). En una forma adecuada, la base nitrogenada es
adherida a la posicién 1’ de la entidad pentosa.
[0096] Un enlazador interlnucleosidico conecta al extremo 3’ del mondmero anterior a un extremo 5 de un
55 monomero sucesor cuando la particula de azlcar de la estructura es una pentosa, tal como la ribosa de 2'-
deoxiribosa. El enlace internucleosidico podria ser el enlace de fosfodiéster que ocurre naturalmente o uno de sus
derivados. Ejemplos de aquellos derivados incluyen al fosforotioato, al metilfosfonato, al fosforamidato, al
fosfotriéster, y al fosfoditioato. Ademas, el enlazador internucleosidico puede ser cualquiera de un numero de
enlazadores que no contienen fésforo los cuales son conocidos en la industria.
60
[0097] Los mondmeros de acidos nucleicos preferidos incluyen a nucledsidos que ocurren naturalmente que forman
parte del ADN, asi como, la familia de ARN conectada a través de los enlaces de fosfodiésteres. Los miembros de la
familia de ADN incluyen a la deoxiadenosina, a la deoxiguanosina, a la deoxitimidina, y a la deoxicitidina. Los
miembros de la familia de ARN incluyen a la adenosina, a la guanosina, a la uridina, a la citidina, y a la inosina. La
65 inosina es un nucledsido que no se empareja especificamente y podria ser utilizada como una base universal tal

como se mencioné anteriormente debido a que la inosina puede emparejarse casi isoenergéticamente con A, Ty C.
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[0098] Cada codon es complementado por un anti-coddn. El anti-coddn tiene la capacidad especifica de interactuar
con el codén que complementa. La afinidad entre el codén y el anti-codén complementario es afectada a través de
enlaces de hidrogeno de acuerdo al sistema de emparejamiento de bases de Watson-Crick el cual es muy bien
conocido. Por lo tanto, el anti-codén puede estar compuesto del mismo tipo de mondmeros de acidos nucleicos que
el coddn en si.

Grupos funcionales

[0099] La entidad funcional podria comprender a uno o mas grupos funcionales, es decir, grupos que eventualmente
forman parte de la molécula modelada. La molécula modelada podria comprender a uno o mas de los siguientes
grupos funcionales ya sean individualmente o en combinaciones:

1. Hidroxilos

2. Aminas primarias, secundarias, terciarias.

3. Acidos carboxilicos.

4. Fosfatos, fosfonatos.

5. Sulfonatos, sulfonamidas.

6. Amidas.

7. Carbamatos.

8. Carbonatos.

9. Ureas.

10. Alcanos, alquenos, alquinos.

11. Anhidridos.

12. Cetonas.

13. Aldehidos.

14. Nitratos, nitritos.

15. Iminas.

16. Fenilos y otros grupos aromaticos.

17. Piridinas, pirimidinas purinas, indoles, imidazoles, y bases heterociclicas.
18. Heterociclos.

19. Policiclos.

20. Flavinas.

21. Haluros.

22. Metales.

23. Quelatos.

24. Inhibidores que se basan en mecanismos.

25. Catalizadores de moléculas pequefias.

26. Dextrinas, sacaridos.

27. Fluoresceina, rodamina y otros fluoréforos.

28. Policétidos, péptidos, varios polimeros.

29. Enzimas y ribozimas y otros catalizadores bioldgicos.

30. Grupos funcionales para acoplamientos post-polimerizacion/post activacion de grupos funcionales.
31. Medicamentos, por ejemplo, la particula de taxol, la particula de aciclovir, “productos naturales”
32. estructuras supramoleculares, por ejemplo, nanoaglutinamientos.

33. Lipidos

34. Oligonucleétidos, analogos de oligonucleétidos (por ejemplo, PNAs, LNAs, morfolinos).
35. Hidrégeno

Grupos reactivos

[0100] Los grupos reactivos se refieren, entre otras cosas, a grupos que forman parte de la entidad funcional y son
capaces de participar en una reaccion que forma una conexién entre dos entidades funcionales, ya sea directamente
o0 a través de una entidad molecular puente adecuada. A continuacion se enumeran ejemplos de grupos reactivos:

N-carboxianhidridos (NCA)
N-tiocarboxianhidridos (NTA)
Aminas

Acidos carboxilicos

Cetonas

Aldehidos

Hidroxilos

Tioles

. Esteres

10. Tioésteres

11. Sistema conjugado de enlaces dobles
12. Haluros de alquilo

CoNoORwWDNE
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13. Hidrazinas

14. Esteres de N-hidroxisuccinimida
15. Epoxidos

16. Haloacetilos

17. Sacéridos activados por UDP
18. Sulfuros

19. Cianatos

20. Carbonilimidazol

21. Tiazinanonas

22. Fosfinas

23. Hidroxilaminas

24. Sulfonatos

25. Nucleétidos activados

26. Cloruro de vinilo

27. Alquenos, quinonas

Moléculas moldeadas

[0101] Segun la presente invencion, practicamente cualquier molécula puede moldearse utilizando el
procedimiento general descrito en el presente documento. Los ejemplos de compuestos que se anticipan y se
pueden sintetizar incluyen, entre otros, los compuestos enumerados a continuacion:

alfa-, beta-, gamma- y omega-péptidos mono-, di- y tri-péptidos sustituidos; péptidos con forma L y D; beta-péptidos
modificados en columna ciclohexano y ciclopentano; polipéptidos vinilogos; glicopolipéptidos; poliamidas; péptido
sulfonamida vinilogo; polisulfonamida; péptido conjugado (es decir, que tiene grupos prostéticos); poliésteres;
polisacéaridos; policarbamatos; policarbonatos; poliureas; poli-peptidilfosfonatos; azatidas; peptoides (licinas
sustituidas por N oligo); poliéteres; oligdbmeros etoxiformacetal; politioéteres; polietilenglicoles (PEG); polietilenos;
polidisulfidas; sulfuros de poliarileno; polinucleédtidos; APN; ANB; morfolinos; oligo pirro-linona; polioximas;
poliiminas; polietilenimina; poliacetatos; poliestirenos; poliacetileno; polivinilo; lipidos; fosfolipidos; glicolipidos;
policiclos (alifaticos); policiclos (aromaticos); poliheterociclos; proteoglicanos; polisiloxanos; poliisocianidas;
poliisocianatos; polimetacrilatos; hidrocarburos de cadena abierta monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y
oligofuncionales; carbociclos no aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales;
hidrocarburos monociclicos, biciclicos, triciclicos y policiclicos; hidrocarburos policiclicos puenteados; heterociclos no
aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales; heterociclos monociclicos, biciclicos,
triciclicos y heterociclos, heterociclos policiclicos puenteados; carbociclos aromaticos monofuncionales,
difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales; carbociclos aromaticos monociclicos, biciclicos, ftriciclicos y
policiclicos; heterociclos aromaticos monofuncionales, difuncionales, trifuncionales y oligofuncionales; heterociclos
monaociclicos, biciclicos, triciclicos y policiclicos; quelatos; fullerenos; esteroides; andlogos de ciclosporina; asi como
cualquier combinacion de las partes moleculares anteriores.

[0102] La seleccion o el cribado, cominmente conocido como el enriquecimiento, de la biblioteca de complejos
que comprenden moléculas moldeadas con respecto a las actividades deseadas (por ejemplo, la unién a
determinada diana, actividad catalitica, o un efecto particular en un ensayo de actividad) se puede realizar de
acuerdo con cualquier protocolo estandar.Por ejemplo, las selecciones de afinidad se pueden realizar de acuerdo
con los principios utilizados para el fago presentado, los péptidos presentados en polisomas o en la fusion ARNm-
proteina. La seleccion para la actividad catalitica se puede realizar mediante selecciones de afinidad en columnas de
afinidad analogas del estado de transicion (Baca et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA. 1997; 94(19):10063-8) o mediante
los esquemas de seleccion basados en la funcién (Pedersen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1998, 95(18):10523-
8). El cribado para una caracteristica deseada puede llevarse a cabo de acuerdo con los ensayos basados en placa
de microtitulaciéon estandar o mediante ensayos de clasificacion FACS.

[0103] En general, las selecciones de afinidad implican la inmovilizacién de una diana o una pareja de union sobre
un soporte sdélido, como una columna. Posteriormente, el complejo generado de acuerdo con la invencion se afade
a la columna en condiciones que permitan unir una parte de los complejos a la diana. Los complejos no unidos a la
diana se eluyen de la columna y se descargan. La parte de los complejos unidos a la diana se puede amplificar
usando el molde o el molde complementario asociado a la molécula moldeada.

[0104] La eleccion del método de amplificacién depende de la eleccion de los codones y los anticodones. Los
oligonucleétidos naturales pueden amplificarse mediante cualquier procedimiento de vanguardia. Estos métodos
incluyen, entre otros, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); asi como, por ejemplo, la amplificacion basada
en la secuencia de acido nucleico (por ejemplo, Compton, Nature 350, 91-92 (1991)), el ARN antisentido amplificado
(por ejemplo, van Gelder et al, PNAS 85.: 77652-77656 (1988)); el sistema de replicacion de secuencia
autosostenida (por ejemplo Gnatelli et al, PNAS 87:1874-1878 (1990)); la amplificacién independiente de la
polimerasa como se describe, por ejemplo, en Schmidt et al, NAR 25: 4797-4802 (1997), asi como la amplificacion in
vivo de plasmidos que transportan fragmentos de ADN clonados. Los métodos de amplificacion mediada por ligasa
se pueden utilizar también, por ejemplo, LCR (reaccién en cadena de la ligasa).
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[0105] Para los nucleétidos no naturales, las opciones de métodos de amplificacién eficientes son menores. Puesto
que, por definicién, los nucleétidos no naturales se pueden incorporar mediante ciertas enzimas, incluidas las
polimerasas, sera posible llevar a cabo de forma manual la reaccién en cadena de la polimerasa afiadiendo la
polimerasa durante cada ciclo de extension.

[0106] Para los oligonucleétidos que contienen analogos de nucledétidos, existen menos procedimientos para la
amplificacién. Se pueden utilizar esquemas de amplificacion mediados no enzimaticos (Schmidt et al, NAR 25: 4797-
4802 (1997)). Para los analogos de oligonucleétidos modificados en columna, como APN y ANB, puede utilizarse
este método de amplificacion. Antes o durante la amplificacion, los moldes o moldes complementarios pueden ser
mutagenizados o recombinados para crear una mayor diversidad para la siguiente ronda de seleccion o de cribado.

[0107] Tras la amplificacion de la parte de molde o de la parte de molde complementario del complejo, se lleva a
cabo el método de acuerdo con la invencién usando el producto de amplificacién como los moldes. El resultado es
una biblioteca reducida o enriquecida de complejos de un molde unido a una molécula moldeada.

[0108] Los pasos de seleccion y amplificacién pueden repetirse si se considera necesario para enriquecer ain mas
la biblioteca. Cuando se repiten los pasos de seleccion y amplificacion, el paso de union que implica la diana y los
complejos se lleva a cabo preferiblemente en condiciones mas estrictas que garantizan que solo una parte de los
complejos se adhieren a la diana.

[0109] Los ciclos de enriquecimiento se pueden realizar de 2 a 15 veces o incluso mas con el enriquecimiento en
cada ciclo de 10 a 1000 veces. En un enfoque, la biblioteca de partida asciende a 1014 complejos. Después de siete
ciclos de enriquecimiento con una concentracion de 100 veces en cada ciclo, en teoria, deberia obtener el complejo
con la afinidad mas alta para la diana. Sin embargo, es mas probable que los ciclos finales ofrezcan un pequefio
grupo de complejos interesantes, que tienen que examinarse mediante otros medios.

[0110] Tras la ronda final de seleccion, suele ser conveniente secuenciar los moldes individuales para determinar la
composicion de las moléculas moldeadas individuales. Si el molde contiene nucleétidos naturales, es una rutina
estandar amplificar opcionalmente por PCR los moldes aislados (si el molde es una molécula de ARN, es necesario
usar la transcriptasa inversa para producir ADNc antes de la amplificacion por PCR), y después clonar el fragmentos
de ADN, por ejemplo, en plasmidos, transformar estos y luego secuenciar los clones plasmidos individuales que
contienen una o varias secuencias de ADN en tandem. En este caso, es practico disefiar un sitio de restriccién en
las dos secuencias flanqueadoras a la secuencia central al azar o parcialmente al azar del molde (es decir, en los
sitios de union del cebador). Esto permitira una clonacién sencilla de los nucleétidos aislados. La secuenciacién
puede realizarse mediante el método de terminacion de cadena didesoxi estandar o por medios mas clasicos, como
la secuenciacion de Maxam-Gilbert.

[0111] Si el molde contiene los nucledtidos no naturales, tal vez no sea factible clonar secuencias individuales por
transferencia a través de un huésped microbiano. Sin embargo, al usar poblaciones de perla en la que cada perla
transporta una secuencia oligonucleétido es posible clonar in vitro, donde después pueden amplificarse
opcionalmente todos los nucleétidos unidos a una perla especifica y posteriormente secuenciarse (Brenner et al.,
2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 1665-1670). Como alternativa, se puede diluir de manera adecuada la
poblacién de los aislados, y luego la alicuota en placas de microtitulacién de manera que los pozos contienen de
media, por ejemplo, 1 molde. Al amplificar los moldes Unicos, por ejemplo, mediante PCR, ahora sera posible
secuenciar usando métodos estandar. Por supuesto, esto requiere que los nucledtidos no naturales sean sustratos
para la polimerasa termoestable utilizada en la PCR.

[0112] Si se utilizan métodos alternativos que requieren oligonucleétidos mas cortos, tal vez seria conveniente
disefiar el molde de partida de manera que contenga los sitios de restriccion en cada lado de la region
codificante/modelizante del molde. De este modo, tras la ronda de seleccion final, los moldes se pueden restringir
para obtener un oligonucleétido corto que codifique el polimero moldeado y, a continuacion, estos oligonucle6tidos
cortos se pueden aplicar a varios procedimientos analiticos.

[0113] También es posible secuenciar los aislados mediante el uso de una matriz de ADN de oligonucleétidos con
secuencias aleatorias pero predeterminadas.

[0114] También seria conveniente secuenciar la poblaciéon de aislados como un grupo, por ejemplo, si se espera
que las secuencias estén en un registro, por ejemplo, porque la biblioteca inicial constaba de una secuencia
degenerada basada en una secuencia de polimero con una actividad deseada conocida (relativamente alta). De esta
forma, se espera que todos los aislados tengan secuencias similares a la secuencia inicial de los moldes antes de la
seleccién. Por lo tanto, la poblacién de aislados se puede secuenciar en su conjunto para obtener una secuencia
consenso para la poblacién en su conjunto.

[0115] Este invento también esta dirigido a métodos que permiten la seleccion de moléculas pequefias capaces de

enlazarse a diferentes objetivos. La tecnologia de moléculas que presentan a plantillas contiene una funcién
integrada para una seleccion y amplificacion directa. Los enlaces de la molécula seleccionada deberian ser
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selectivos para que coordinen Unicamente a un objetivo especifico y, por lo tanto, eviten o induzcan un efecto
bioldgico especifico. Finalmente, estas moléculas enlazadoras deberian poder utilizarse, por ejemplo, como agentes
terapéuticos o como agentes diagnosticos.

[0116] Las bibliotecas de moléculas presentadas en molde se pueden combinar facilmente con cribas, selecciones o
ensayos para evaluar el efecto de la unién de un ligando de molécula en la funcion de la diana. En una realizacién
mas especifica, el método que se muestra en el molde proporciona un medio rapido para el aislamiento y la
identificacion de ligandos de moléculas que se unen a estructuras supramoleculares, macrosupramoleculares,
macromoleculares y de bajo peso molecular (por ejemplo, acidos nucleicos y proteinas, incluidas enzimas,
receptores, anticuerpos, y glicoproteinas); moléculas de sefalizacion (por ejemplo, AMPc, inositol trifosfato,
péptidos, prostaglandinas); y superficies (por ejemplo, metal, plastico, compuesto, vidrio, ceramica, caucho, piel,
tejido).

[0117] En concreto, la seleccién o particion en este contexto supone cualquier proceso por el cual el complejo de
molécula de presentacion en molde unido a una molécula diana, el par complejo-diana, se puede separar de las
moléculas de presentacion en molde no unidas a la molécula diana. La seleccion puede llevarse a cabo mediante
diversos métodos conocidos en la materia.

[0118] La estrategia de selecciéon puede llevarse a cabo de manera que permita la seleccién en contra de casi
cualquier diana. Es importante destacar que ningin paso de esta estrategia de seleccidon necesita informacion
estructural detallada de la diana o las moléculas en las bibliotecas. Todo el proceso esta dirigido por la afinidad de
unién implicada en el reconocimiento/coordinacion especifico de las moléculas en la biblioteca para una determinada
diana. No obstante, en algunas aplicaciones, si es necesario, la funcionalidad también puede incluirse analoga a la
seleccién de la actividad catalitica usando la presentacion en fagos (Soumillion et al. (1994) J. Mol. Biol. 237: 415-
22; Pedersen et al. (1998) PNAS. 18: 10523-10528). A continuacion se describe un ejemplo de varios
procedimientos de seleccion.

[0119] Este proceso de seleccion integrado de molécula que se muestra en el molde es muy adecuado para
optimizaciones, donde los pasos de seleccidon se realizan en serie comenzando con la seleccién de moléculas de
unién y terminando con la molécula de unién optimizada. Son posibles los procedimientos Unicos de cada paso para
automatizar el uso de varios sistemas robéticos. Esto se debe a que existe un flujo secuencial de eventos y donde
cada evento se puede realizar por separado. En un entorno mas preferido, se proporciona una biblioteca adecuada
de molécula de presentacion en molde y la molécula diana para un sistema totalmente automatico que finalmente
genera la molécula de unién optimizada.

Incluso mas preferiblemente, este proceso debe funcionar sin ninguna necesidad de trabajo externa fuera del
sistema robo6tico durante todo el procedimiento.

[0120] Las bibliotecas de molécula de presentacion en molde contendran moléculas que podrian coordinar
potencialmente cualquier diana conocida o desconocida. La regién de unién en una diana podria ser en un sitio
catalitico de una enzima, un punto de enlace en un receptor (por ejemplo, GPCR), un area de superficie de la
proteina implicada en la interaccion proteina-proteina (en especial una region candente) y un sitio especifico en el
ADN (por ejemplo, el surco mayor). La tecnologia de molécula de presentacién en molde identificara principalmente
moléculas que coordinan a la molécula diana. La funcién natural de la diana podria ser estimulada (agonizante) o
reducida (antagonizante) o verse afectada por la union de las moléculas presentadas en el molde. Esto dependera
del modo de unidn preciso y del sitio de union particular; las moléculas presentadas en el molde ocupan la diana. Sin
embargo, se sabe que los sitios funcionales (por ejemplo, la interaccion proteina-proteina o los sitios cataliticos) en
distintas proteinas son mas propensos a unirse a moléculas que otras areas de superficie mas neutras en una
proteina. Ademas, estos sitios funcionales contienen normalmente una region mas pequefia que parece ser la
principal responsable de la energia de enlace, las denominadas regiones de candentes (Wells, et al. (1993) Recent
Prog. Hormone Res. 48; 253-262). Este fendbmeno aumentara la posibilidad de seleccionar directamente las
moléculas pequefias que afectaran a la funcién biolégica de una determinada diana.

[0121] La tecnologia de molécula de presentacién en molde de la invencion permitira procedimientos de seleccion
analogos a otros métodos de presentacion, como la presentacion en fagos (Smith (1985) Science 228: 1315-1317).
La seleccion de presentacion en fagos se ha utilizado con éxito 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). También se explotan procedimientos de seleccion similares para otros
tipos de sistemas de presentacion, como la presentacion en ribosomas (Mattheakis et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
Sci. 91: 9022-9026) y la presentacion en ARNm (Winter et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 12297-302). No
obstante, la tecnologia de molécula de presentacion en molde de la invencién permitira por primera vez la seleccién
directa de pequefias moléculas no péptidas especificas de la diana independientemente del proceso de traduccién
en el complejo ribosoma. Los pasos necesarios incluidos en esta invenciéon son la amplificacion de los moldes y la
incorporacion y la reaccion de los componentes basicos mondmeros. La amplificacion y la incorporacion, y la
incorporacion y la reaccion se llevan a cabo en el mismo paso o en un proceso secuencial.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571933713

[0122] El enlace entre la molécula moldeada (molécula presentada) y la unidad de la replicacion de ADN (molde
codificante) permite una rapida identificacion de moléculas de uniéon mediante el uso de diversas estrategias de
seleccién. Esta invencion permite una amplia estrategia para identificar moléculas de unién frente a cualquier diana
conocida. Ademas, esta tecnologia también permitira el descubrimiento de nuevas dianas desconocidas mediante el
aislamiento de moléculas de union frente a antigenos desconocidos (epitopos) y el uso de estas moléculas de unién
para la identificacion y validacion.

[0123] Como se comprendera, la seleccion de moléculas de unidén desde las bibliotecas de moléculas presentadas
en molde se puede realizar en cualquier formato para identificar moléculas de unién 6ptimas. Un procedimiento de
seleccidn tipico frente a una diana purificada incluira los siguientes pasos principales: Generacion de una biblioteca
de moléculas presentadas en molde: La inmovilizacion de la molécula diana mediante un enfoque de inmovilizacién
adecuado; Afiadir la biblioteca para permitir la union de las moléculas presentadas en molde; Retirar las moléculas
presentadas en molde no vinculantes; Elucion de las moléculas presentadas en molde unidas a la diana
inmovilizada; Amplificaciéon de moléculas presentadas en molde enriquecidas para la identificacion mediante
secuenciacion o para introducirlas en la siguiente ronda de seleccion. Los pasos generales se muestran
esquematicamente en la Figura 12.

[0124] En una realizacion preferida, un protocolo de seleccion estandar mediante el uso de una biblioteca de
moléculas de presentadas en molde es utilizar el método biopanning. En esta técnica, la diana (por ejemplo, la
proteina o el conjugado de péptido) se inmoviliza sobre un soporte solido y las moléculas presentadas en molde que
coordinan potencialmente a la diana son las Gnicas que se seleccionan y enriquecen. Sin embargo, el procedimiento
de seleccion requiere que las moléculas presentadas en molde unidas pueden separarse de las que no estan
unidas, es decir, las que estan en disolucidon. Una persona experta en la materia puede lograr esto de muchas
formas.

[0125] El primer paso en el ciclo de enriquecimiento de afinidad es cuando se lavan las moléculas presentadas en
el molde que muestran baja afinidad por una diana inmovilizada, lo que deja las moléculas presentadas en molde de
unién mas fuerte unidas a la diana. A continuacion, la poblacidon enriquecida, el restante unido a la diana después
del riguroso lavado, se eluye con, por ejemplo, acido, sales caotrdpicas, calor, eluciébn competitiva con el ligando
conocido o liberacién proteolitica de las moléculas diana/molde. Las moléculas presentadas en molde eluidas son
adecuadas para la PCR, lo que conduce a muchas o6rdenes de amplificacion, es decir, cada molécula Unica
presentada en molde enriquecida en la primera ronda de seleccidn participa en las nuevas rondas de seleccion con
un nimero de copias considerablemente mayor. Por lo general, después de tres a diez rondas de enriquecimiento,
se obtiene una poblacién de moléculas que se enriquece en gran medida para las moléculas presentadas en molde
que se unen con mas fuerza a la diana. A ello le sigue un ensayo cualitativo de la proporcién de moléculas de
presentacion en molde que permanecen unidas a la diana inmovilizada. Las secuencias del molde variante se
secuencian individualmente.

[0126] La inmovilizacién de la diana (péptido, proteina, ADN u otro antigeno) en perlas puede resultar Gtil cuando no
hay duda de que la diana adsorbera al tubo (por ejemplo, dianas desplegadas eluidas a partir de geles de SDS-
PAGE). Las perlas derivatizadas se pueden utilizar luego para seleccionar entre las moléculas de presentacién en
molde, simplemente por sedimentacion de las perlas en una centrifuga de mesa. Como alternativa, las perlas se
pueden utilizar para hacer una columna de afinidad y la suspension de las bibliotecas de presentacién en molde
recircula a través de la columna. Existen muchas matrices reactivas disponibles para la inmovilizacion de la molécula
diana, incluida, por ejemplo la unién a grupos -NH2 y grupos -SH. Las perlas magnéticas son fundamentalmente una
variante de lo anterior; la diana esta unida a perlas magnéticas que luego se utilizan en la seleccion. Las perlas
activadas estan disponibles con sitios de unién para grupos -NH2 o —COOH (que se pueden utilizar para el
acoplamiento). La diana también puede secarse sobre nitrocelulosa o PVDF. Al utilizar una estrategia de secado, es
importante asegurarse de que la tira de papel secante utilizada se bloquea tras la inmovilizacion de la diana (por
ejemplo con BSA o una proteina similar).

[0127] En otra realizacién preferida, también se puede realizar la selecciéon o particién usando, por ejemplo: la
inmunoprecipitacién o inmunoprecipitacion indirecta en la que la molécula diana se captura junto con moléculas de
uniéon de presentacion en molde; la cromatografia en columna de afinidad en la que la diana se inmoviliza en una
columnay las bibliotecas de presentacién de molde fluyen para capturar moléculas de unién a la diana; transferencia
de gel (agarosa o poliacrilamida) en la que las moléculas de presentacion en molde seleccionadas migran junto con
la diana en el gel; clasificacion FACS para localizar células que coordina las moléculas de presentacién en molde;
centrifugacion en gradiente de CsCl para aislar la molécula diana junto con moléculas de unién de presentaciéon en
molde; espectroscopia de masas para identificar moléculas diana que estan marcadas con moléculas de
presentacién en molde; etc., sin limitacién. En general, es util cualquier método en el que el complejo de
molécula/diana de presentacion en molde pueda separarse de las moléculas de presentacion en molde no unidas a
la diana.
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Tabla 1: Ejemplos de método de seleccion posible para identificar moléculas de
unién mediante la tecnologia de presentacion en molde.

Tipo de diana Método de eleccion
Receptores solubles Inmovilizacion directa, inmunoprecipitacion,
columna de afinidad, clasificacion FACS,
MS.
Receptor de superficie celular Seleccion de sustraccion de superficie

celular, seleccion in vivo, clasificacion FACS,
columna de afinidad.

Inhibidores enzimaticos Inmovilizacion directa, inmunoprecipitacion,
columna de afinidad, clasificacion FACS,
MS.

Epitopos superficiales Seleccion de sustraccion de superficie
celular, clasificacion FACS, columna de
afinidad.

[0128] La elucién de las moléculas presentadas en molde se puede realizar de distintas maneras. Las moléculas de
union pueden liberarse de la molécula diana mediante desnaturalizacion, acido o sales caotrépicas y luego
transferirse a otro vial para su amplificacion. Como alternativa, la elucién puede ser mas especifica para reducir el
fondo. La elucion se puede lograr usando la proteolisis para escindir un enlace entre la diana y la superficie de
inmovilizacién o entre la molécula presentada y el molde. Ademas, la eluciébn se puede lograr mediante la
competencia con un ligando conocido. Como alternativa, la reaccion PCR se puede realizar directamente en los
pozos lavados al final de la reaccion de seleccion.

[0129] Una posible caracteristica de la invencion es el hecho de que las moléculas de unién no necesiten ser
eluibles desde la diana para ser seleccionables ya que solo se necesita el ADN de molde codificante para su
posterior amplificacion o clonacion, no la molécula de union en si. Se sabe que algunos procedimientos de seleccion
pueden unir los ligandos mas avidos con tanta fuerza que resulte dificil eluirlos. Sin embargo, el método de la
invencién puede practicarse con éxito para producir ligandos avidos, incluso ligandos de unién covalente.

[0130] El protocolo de seleccion alternativo incluye un ligando conocido como fragmento de cada molécula que se
muestra en la biblioteca. Ese ligando conocido guiara la seleccion mediante la coordinacion a una parte definida de
la molécula diana y la focalizacion en la seleccion de moléculas que se unen a la misma regién. Esto podria ser
especialmente Gtil para aumentar la afinidad para un ligando con una funcién biolégica deseada pero con una
potencia demasiado baja.

[0131] Un aspecto adicional de la presente invencidon se refiere a métodos para aumentar la diversidad o
complejidad de una Unica molécula de union seleccionada o de una mezcla de estas. Tras la seleccion inicial, las
moléculas enriquecidas se pueden alterar para aumentar ain mas la diversidad quimica o la complejidad de las
moléculas presentadas. Esto puede realizarse mediante el uso de varios diversos métodos conocidos en la materia.
Por ejemplo, usando oligonucleétidos aleatorios sintetizados, oligonucledtidos fortalecidos o mutagénesis aleatoria.
La aleatorizacion puede enfocarse para permitir los codones preferibles o localizados para una parte predeterminada
0 subsecuencia de la secuencia nucleétida de molde. Otro método preferible es recombinar moldes codificantes para
las moléculas de unién de una manera similar a como utiliza la transposicién de ADN en genes homoélogos para las
proteinas (Stemmer (1994) Nature 370: 389-91). Este enfoque se puede utilizar para recombinar las bibliotecas
iniciales o mas preferiblemente para recombinar moldes codificantes enriquecidos.

[0132] En otra realizacién de la invencién, cuando las moléculas de unién en contra de antigenos especificos que
solo es posible expresar en una superficie celular, por ejemplo, canales ionicos o receptores transmembrana, es
necesario que la particula de las propias células se puedan usar como el agente de selecciéon. En este tipo de
enfoque, las células que carecen de la diana especifica deben utilizarse para hacer una 0 mas rondas de seleccién
negativa o estar presentes en gran exceso en el proceso de seleccidn. Aqui se eliminan las moléculas irrelevantes
presentadas en molde. Por ejemplo, para una seleccién positiva en contra de un receptor expresado en células
enteras, la seleccién negativa estaria en contra de las células no transformadas. Este enfoque también se denomina
seleccion de sustraccion y se ha utilizado con éxito para la presentacién en fagos en bibliotecas de anticuerpos
(Hoogenboom et al. (1998) Immunotech. 4: 1-20).

[0133] Un ejemplo especifico de un procedimiento de seleccion puede implicar la seleccion en contra de los

receptores de la superficie celular que se internalizan desde la membrana de modo que el receptor junto con la
molécula de unién seleccionada pueden abrirse camino en el citoplasma de la célula o nucleo de la célula. En
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funcion del indice de disociacion constante para moléculas de unién seleccionadas especificas, estas moléculas
residen en gran medida tras la absorcion en el citoplasma o el ndcleo.

[0134] La persona experta en la materia admitira que el proceso de seleccién puede realizarse en cualquier
disposicién en la que la diana se utilice como el cebo sobre el cual pueden coordinarse las moléculas presentadas
en el molde.

[0135] Los métodos de seleccién de la presente invencion se pueden combinar con la seleccion o cribado
secundario para identificar ligandos de moléculas capaces de maodificar la funcién de la molécula diana tras la union.
Por lo tanto, los métodos descritos aqui se pueden emplear para aislar o producir moléculas de unién que se uneny
modificar la funcién de cualquier proteina o acido nucleico. Se contempla que el método de la presente invencion se
puede emplear para identificar, aislar o producir moléculas de unidon que afectaran a la actividad catalitica de las
enzimas diana, es decir, inhiben la catalisis o la union al sustrato que se modifica, afectar a la funcionalidad de los
receptores de proteinas, es decir, inhiben la unién a receptores o modificar la especificidad de unién a los
receptores; afectar a la formacion de multimeros de la proteina, es decir, alteran la estructura cuaternaria de las
subunidades de la proteina; y modificar las propiedades de transporte de la proteina, es decir, interrumpe el
transporte de moléculas o iones pequefios por las proteinas.

[0136] También puede incluirse un aspecto adicional de la presente invencidon que se refiere a métodos que
permiten la funcionalidad en el proceso de seleccién. Por ejemplo, cuando se ha realizado el enriquecimiento contra
una diana determinada, se genera una serie de blancos distintos, estos blancos pueden probarse directamente para
su funcionalidad (por ejemplo, la sefializacion celular). Por ejemplo, esto puede llevarse a cabo utilizando la
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

[0137] El fenotipo alterado se puede detectar en una amplia variedad de formas. En general, el fenotipo modificado
se detecta usando, por ejemplo: el analisis microscépico de la morfologia celular; ensayos de viabilidad celular
estandar, incluido el aumento de la muerte celular y el aumento de la viabilidad celular; ensayos de etiquetado
estandar como ensayos con indicador fluorométrico para la presencia de nivel de célula o molécula particular,
incluida FACS u otras técnicas de tincién; la deteccién bioquimica de la expresion de los compuestos diana tras
matar las células; etc. En algunos casos, las vias de sefializacion especificas se pueden probar usando varios
constructos de gen informador.

[0138] Los métodos de seleccion secundaria que se pueden combinar con tecnologia de molécula de presentacion
en molde incluyen, entre otros, selecciones o cribas para la inhibicién de la enzima, la alteracién o la unién al
sustrato, la pérdida de funcionalidad, la alteracién de la estructura, etc. Los expertos en la materia son capaces de
seleccionar entre varias alternativas de métodos de selecciéon o cribado que sean compatibles con los métodos
descritos en el presente documento.

[0139] Las moléculas de unién de la invencion pueden seleccionarse para otras propiedades ademas de la union.
Por ejemplo, durante la seleccidn; la estabilidad para determinadas condiciones del entorno de trabajo deseado del
producto final puede incluirse como un criterio de seleccion. Si las moléculas de unién que son estables en
presencia de una determinada proteasa es conveniente que la proteasa pueda formar parte del medio amortiguador
utilizado durante la seleccién. Asimismo, la seleccién también se puede realizar en suero o en extractos de células o
en cualquier tipo de medio. Como se comprendera, cuando se utiliza este enfoque de presentacion en molde, deben
evitarse las condiciones que perturban o degradan el molde para permitir la amplificacién. Como los expertos en la
materia comprenderan, pueden incorporarse otras propiedades deseadas directamente en las moléculas de
presentacion. Por ejemplo, la afinidad de la membrana puede incluirse como una propiedad mediante el empleo de
componentes basicos con una alta hidrofobicidad.

[0140] Las moléculas seleccionadas por la tecnologia de molécula de presentacién en molde pueden producirse
mediante varios métodos sintéticos. La sintesis quimica puede llevarse a cabo, ya que la estructura de moléculas de
union seleccionada se obtiene facilmente de la secuencia de acido nucleico del molde codificante. La sintesis
guimica de las moléculas seleccionadas también es posible ya que también se conocen los componentes basicos
gue componen las moléculas de unién, ademas de las reacciones quimicas que retinen juntos.

[0141] En una realizacién preferida, las moléculas de unién seleccionadas se sintetizan y se prueban en varios
ensayos in vitro e in vivo adecuados para verificar los candidatos seleccionados para los efectos biolégicos y la
potencia. Esto se puede hacer en una variedad de formas, como apreciaran los expertos en la materia, y puede
depender de la composicién de la molécula bioactiva.

Identificacion y validacion de la diana

[0142] En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para identificar o aislar dianas que estan
implicadas en procesos patologicos u otros eventos biolégicos. En este aspecto, las moléculas diana son de nuevo
preferiblemente proteinas o acidos nucleicos, pero también pueden incluir, entre otros, carbohidratos y varias
moléculas a las que puede lograrse la unién de un ligando de molécula especifico. En principio, la tecnologia de
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molécula de presentacion en molde se podria utilizar para seleccionar epitopos especificos sobre antigenos que se
encuentran en células, tejidos o in vivo. Estos epitopos podrian pertenecer a una diana que estd implicada en
importantes eventos bioldgicos. Ademas, estos epitopos también podrian estar involucrados en la funcién biolégica
de la diana.

[0143] La presentacion en fagos con anticuerpos y las bibliotecas de péptidos se ha utilizado con éxito en
numerosas ocasiones para identificar nuevos antigenos celulares. (p. ej. Pasqualini et al. (1996) Nature 380: 364-
366; Pasqualini et al. (2000) Cancer Res. 60: 722-727; Scheffer et al. (2002) Br J Cancer 86: 954-962; Kupsch et al.
(1999) Clin 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 eficaz ha sido la seleccion directamente en células que
se sospecha que expresan antigenos especificos de la célula. Es importante destacar que al seleccionar el antigeno
de la superficie celular, la molécula de molde se puede mantener fuera de la célula. Esto aumentara la probabilidad
de que la molécula de molde estara intacta después de la liberacion de la superficie celular.

[0144] La seleccion in vivo de moléculas presentadas en molde tiene un enorme potencial. Al seleccionar desde
bibliotecas de moléculas presentadas en molde in vivo es posible aislar moléculas con capacidad de expansion y
migracion dirigida (homing) especificamente a tejidos normales y otros tejidos patolégicos (por ejemplo, tumores).
Este principio se ha ilustrado mediante el uso de la presentacion en fagos de bibliotecas de péptidos (Pasqualini y
Ruoslathi (1996) Nature 280: 364-366). Este sistema se ha utilizado también en seres humanos para identificar los
motivos peptidicos que localizaban a diferentes érganos (Arap et al. (2002) Nat. Med. 2:121-127). Se podria utilizar
un procedimiento de seleccién similar para las bibliotecas que muestran moldes. EI ADN codificante en la
presentacion en fagos se protege de manera efectiva mediante la particula de fago que permite la seleccién in vivo.
En consecuencia, la estabilidad del molde in vivo sera importante para la amplificacion y la identificacion. El molde
se puede estabilizar usando diversos derivados de nucleétidos de una forma similar a como se han utilizado para
estabilizar los aptameros para aplicaciones in vivo (Nolte (1996) Nature Biotechnol. 14: 1116-1121; Pagratis et al.
(1997) Nature Biotechnol. 15: 68-72). Sin embargo, es razonable creer que la estructura del molde se estabilizara
contra la degradacién debido a las bases modificadas que se utilizan para la codificacion de la molécula moldeada.
También son posibles otros tipos de proteccion en los que la molécula de molde esta protegida para la solucién
mediante el uso de varios métodos. Esto podria incluir, por ejemplo liposomas, pegilacién, proteinas de unién u otros
tipos de proteccién. La molécula de molde también podria integrarse en otra estructura disefiada que proteja el
molde de la manipulaciéon externa. Por ejemplo, el enlace se puede disefiar para incorporarse en vesiculas para
colocar los moldes dentro de la vesicula y las moléculas presentadas en el exterior. La disposicion protegera las
moléculas de molde de la manipulacion externa y, al mismo tiempo, permitird la exposicién de las moléculas
presentadas para permitir la seleccion.

[0145] La mayoria de anticuerpos tienen una gran area de unién concava que requiere hasta cierto punto epitopos
gue sobresalen en los antigenos. Ademas, la molécula de anticuerpo es una gran macromolécula (150 kDa) que
reducira estéricamente el acceso a una serie de antigenos diferentes (por ejemplo, sobre una superficie celular). La
tecnologia de presentacion en molde debe ser capaz de acceder y reconocer epitopos inaccesibles para los
anticuerpos. Las pequefias moléculas de unién seran capaces de unirse a los sitios activos, surcos y otras areas en
un antigeno. El elemento del molde de codificacion también es mas pequefio que un anticuerpo que aumentara el
acceso fisico del par molécula vinculante al molde. Ademas, la diversidad y complejidad de las bibliotecas de
moléculas presentadas en molde seran mucho mayores en comparacién con las bibliotecas de péptidos. Esto
aumentarda la posibilidad de encontrar moléculas que puedan coordinar a epitopos inaccesibles para los péptidos
debido a la quimica inadecuada. En conjunto, la tecnologia de molécula de presentacion en molde tiene el potencial
de identificar antigenos nuevos que no es posible identificar con anticuerpos o péptidos. Un experto en la materia
admitira que pueden utilizarse varios tipos de células en el procedimiento de seleccién. También se entendera que la
seleccion de nuevos antigenos puede realizarse mediante el uso de métodos de sustraccion como se describe
anteriormente.

[0146] Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos para validar la diana identificada. Las moléculas
de unién identificadas se pueden utilizar directamente si cambian la respuesta bioldgica de la diana. Esto se puede
hacer sea in vitro usando cualquier ensayo directo o basado en células o directamente in vivo estudiando cualquier
respuesta fenotipica. La fuerza de este enfoque es que las mismas moléculas se utilizan para la identificacion y la
validacion de varias dianas. Mas favorable, las moléculas de unién también podrian utilizarse directamente como
agentes terapéuticos.

[0147] En otra realizacion preferida, las moléculas presentadas en molde se usan para extraer las moléculas diana.
Por ejemplo, esto puede lograrse mediante la seleccion en contra de una biblioteca de ADNc expresada en
bacteriéfago (bibliotecas frente a bibliotecas). Al mezclar una biblioteca de molécula de presentacion en molde con
una biblioteca de ADNc sera posible encontrar pares de union entre las moléculas pequefias en la biblioteca de
molécula de presentacion en molde y las proteinas de la biblioteca de ADNc. Una posibilidad es mezclar una
biblioteca de presentacion de fagos con una biblioteca de presentacién del molde y hacer una seleccion para el fago
0 para la biblioteca de molde. La biblioteca seleccionada se cubre luego para clones de fagos localizados y el ADN
que codifica el fago y las moléculas presentadas en molde se pueden identificar mediante la PCR. También podria
utilizarse otros tipos de bibliotecas de ADNc, como &cidos nucleicos, carbohidratos o polimeros sintéticos.
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[0148] En otra realizacion de la invencidn, la tecnologia de molécula de presentacién en molde puede utilizarse para
tener en cuenta el metabolismo de farmacos in vivo e in vitro. Eso podria incluir las reacciones de la fase |
(activacién) y de la fase Il (desintoxicacion). Las principales clases de reacciones son la oxidacion, la reduccion y la
hidrélisis. Otras enzimas catalizan conjugaciones. Estas enzimas podrian utilizarse como dianas en un proceso de
selecciéon para eliminar la molécula presentada que son propensas a coordinar a estas enzimas. Los moldes
correspondientes a estas moléculas presentadas se podrian utilizar posteriormente para competir o eliminar estas
moléculas al hacer bibliotecas de moléculas presentadas en molde.

[0149] Estas bibliotecas obtenidas estaran libres de moléculas que tengan una tendencia de unién a enzimas
implicadas en la fase I-Il y sea posible eliminarlas de manera mas rapida. Por ejemplo, podria realizarse una
selecciébn en cada enzima independiente o en cualquier combinacién de enzimas citocromo P450, flavina
monooxigenasa, monoaminos oxidasas, esterasas, amidasas, hidrolasas, reductasas, deshidrogenasas, oxidasas
UDP-glucuronosiltransferasas, glutationa S-transferasas y otras enzimas relevantes para identificar estas moléculas
de unién que son propensas a coordinar a estas enzimas metabdlicas. Los inhibidores se seleccionan facilmente
debido a su afinidad de unién, pero los sustratos necesitan por lo menos afinidad micromolar para ser identificados.

[0150] Otra realizacién interesante de esta invencién es la posibilidad de seleccionar directamente moléculas que
se transportan pasiva o activamente a través de la membrana plasmatica epitelial o de otras membranas. Un ensayo
de seleccion posible es el uso de células CaCO-2, una linea de células epiteliales del colon humano, que es general,
aceptada como un buen modelo para la barrera epitelial en los intestinos gastrointestinales. El ensayo de células
CaCO-2 implica el crecimiento de una linea de células epiteliales del colon humano en insertos de cultivo de tejidos,
de manera que la monocapa resultante forma una barrera biolégica entre los compartimentos apical y basolateral.
Las bibliotecas de moléculas presentadas en molde se colocan a cada lado de la monocapa de células y se recogen
y se amplifican las moléculas que puedan penetrar la monocapa de células. Este proceso puede repetirse hasta que
se hayan identificado moléculas activas. Para los expertos en la materia, es posible y evidente otra linea celular o
disposicién de este ensayo.

[0151] Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere métodos de seleccién para la estabilidad de las
moléculas seleccionadas. Esto podria llevarse a cabo sometiendo un grupo enriquecido de moléculas de union a un
entorno que posiblemente degradard o cambiara la estructura de las moléculas de unién. Varias condiciones podrian
ser determinadas proteasas o una mezcla de proteasa, extracto de células y varios fluidos de, por ejemplo, el
intestino gastrointestinal. Otras condiciones podrian ser varias sales, un medio acido o una temperatura elevada.
Otra posibilidad es generar una biblioteca de ligandos conocidos y someter esa biblioteca a ensayos de estabilidad y
seleccion para identificar moléculas estables bajo determinadas condiciones como se describe anteriormente.

Aplicaciones terapéuticas

[0152] Las posibles aplicaciones terapéuticas de la invencion son grandes.Por ejemplo, la tecnologia de la molécula
gue se muestra en el molde de la invencién puede utilizarse para bloquear o estimular diversas dianas.Una diana
terapéuticamente relevante es una sustancia que se sabe o se sospecha que esta involucrada en un proceso de
regulacion que no esta funcionando bien y por lo tanto conduce a un estado de enfermedad. Los ejemplos de estos
procesos son la interaccion receptor-ligando, la interaccién transcripcion-ADN, y la interaccién célula-célula que
implican moléculas de adhesion, la interaccién cofactor-enzima, y la interaccion proteina-proteina en la sefializacion
intracelular. La molécula diana significa cualquier compuesto de interés para los que se desea un ligando de
molécula. Por lo tanto, la diana puede incluir, por ejemplo, un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
guimicos, una matriz de compuestos localizados espacialmente, una macromolécula biolégica, como el ADN o
ARNmM, una biblioteca de presentacion de péptidos en bacteriéfagos, una biblioteca de presentacion de péptidos en
ribosomas, un extracto obtenido a partir de materiales biolégicos tales como bacterias, plantas, hongos o células
animales (por ejemplo, mamiferos) o tejidos, proteinas, proteinas de fusion, péptidos, enzimas, receptores, ligandos
de receptores, hormonas, antigenos, anticuerpos, farmacos, colorantes, factores de crecimiento, lipidos , sustratos,
toxinas, virus, o similares, etc., sin limitacién. Otros ejemplos de dianas incluyen, por ejemplo, una célula entera, un
tejido entero, una mezcla de proteinas relacionadas o no relacionadas, una mezcla de virus o cepas bacterianas o
similares, etc., sin limitacion.

[0153] Las dianas de farmacos terapéuticos se pueden dividir en distintas clases de acuerdo a su funcion;
receptores, enzimas, hormonas, factores de transcripcion, canales idnicos, receptores nucleares, ADN, (Drews, J.
(2000), Science 287:1960-1964). Entre ellos, los receptores, los receptores nucleares y las enzimas metabdlicas
constituyen una grandisima mayoria de dianas conocidas para farmacos existentes. Especialmente, el receptor
acoplado a proteinas G (GPCR) constituye una de las clases mas importantes de dianas de farmacos junto con
proteasas para la intervencion farmacoldgica. Aunque los ejemplos anteriores se centran en las dianas mas
relevantes, para una persona experta en la materia sera evidente que cualquier otra diana terapéutica puede ser de
interés.

[0154] La presente invencidon que emplea la tecnologia de molécula que muestra el molde se puede utilizar para

identificar agonistas o antagonistas para todas estas clases de dianas de farmacos, en funcién de las propiedades
especificas que contiene cada diana. Es posible obtener la mayoria de las dianas en una forma purificada para los
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procedimientos de seleccién directa. Cuando se encuentran en sus ambientes nativos como los receptores de
superficie celular incrustados, tienen que utilizarse otras dianas. En estas situaciones, se puede realizar la seleccién
a través de las bibliotecas de molécula de presentacion en molde usando la sustraccién-seleccion descrita
anteriormente.

[0155] Una aplicaciéon especifica de la tecnologia de molécula que se muestra en el molde de la invencion es
generar moléculas que puedan funcionar como antagonistas, donde las moléculas bloquean la interaccion entre un
receptor y una o mas ligandos. Otra aplicacion incluye la célula diana. Por ejemplo, las moléculas generadas que
reconocen proteinas o receptores de superficie especifica seran capaces de unirse a determinados tipos de células.
Ademas, estas moléculas pueden transportar otro agente terapéutico para aumentar la potencia y reducir los efectos
secundarios (por ejemplo, para el tratamiento del cancer). También se incluyen las aplicaciones que implican
agentes antivirales. Por ejemplo, una molécula generada, que se une fuertemente a epitopos en la particula viral,
puede ser Util como un agente antiviral. Otra aplicacion especifica de la tecnologia de la molécula que se muestra en
el molde de la invencion es generar moléculas que pueden funcionar como agonistas, donde las moléculas
estimulan o activan un receptor para iniciar una via de sefializacién celular.

Descripcion Breve de las Figuras
[0156] Las siguientes figuras son referidas en esta descripcion:

La figura 1 muestra una reproduccién de un gel de PAGE que muestran a enlaces transversales de funcionalidades
de aminos de 2 oligonucle6tidos recosidos por una plantilla comin.

La figura 2 muestra una reproduccién de un gel de PAGE que muestra 2 oligonucle6tidos recosidos por una plantilla
comuln y enlazados transversalmente con una separacién de 0, 1, 2 y 30 parejas base.

La figura 3 muestra una reproduccion de un gel de PAGE que muestra a los enlaces transversales de 2
oligonucledtidos que terminan con una amina y con un acido carboxilico, respectivamente.

La figura 4 muestra una reproduccion de un gel de PAGE que muestra la influencia de diferentes perfiles de pH en la
eficiencia de enlaces transversales.

La figura 5 muestra una reproduccién de un gel de PAGE que muestra la influencia de diferentes perfiles de pH en la
eficiencia de enlaces transversales.

La figura 6 muestra una reproduccion de un gel de PAGE que muestra la eficiencia de enlaces transversales con un
pH 9.

La figura 7 muestra una reproduccion de un gel de PAGE que muestra la eficiencia de enlaces transversales con un
pH 10.

La figura 8 muestra una reproduccion de un gel de PAGE que analiza el efecto de la ausencia de la plantilla cuando
se utiliza una caja compresora de 10 mer.

La figura 9 muestra una reproducciéon de un gel de PAGE que analiza el efecto de una temperatura mas alta de
incubacion en la eficiencia de enlaces transversales.

La figura 10 muestra una imagen de un gel de PAGE que muestra el efecto de una caja compresora de 5 mer en la
eficiencia de enlaces transversales.

La figura 11 muestra una imagen de gel de PAGE que muestra el efecto de diferentes temperaturas en la eficiencia
de enlaces transversales cuando se usa una caja compresora de 10 mer.

La figura 12 muestra un dibujo esquematico del principio general utilizado en los experimentos.

La figura 13 muestra un dibujo esquematico del uso de un dominio de dimerizacién en la sintesis de (A) una
molécula portada y (B) una molécula polimérica.

La figura 14 muestra una seccion preferida del principio general.

La figura 15 muestra un cromatograma de LC de la transferencia de 2 entidades funcionales idénticas a una
molécula portadora.

La figura 16 presenta a 2 configuraciones oligo utilizadas en los ejemplos.

La figura 17 muestra los resultados del experimento Ay B en el ejemplo 15.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571933713

La figura 18 muestra los resultados del experimento D, E y F reportados en el ejemplo 16.
La figura 19 muestra los resultados del experimento A y B reportado en el ejemplo 17.

La figura 20 muestra los resultados del ejemplo 17.

La figura 21 muestra los resultados de los experimentos realizados en el ejemplo 18.

La figura 22 muestra los resultados de los experimentos presentados en el ejemplo 19.

La figura 23 muestra los resultados de los experimentos A al B reportados en el ejemplo 20.
La figura 24 presenta los resultados de los experimentos E al H reportados en el ejemplo 21.
La figura 25 muestra los resultados del ejemplo 21.

[0157] En la figura 13, se muestra un dibujo esquematico del uso de un dominio de dimerizacién en la sintesis de (A)
una molécula portada y (B) una molécula polimérica. Cuando se modela a una molécula portada (que contiene en
este ejemplo a 4 grupos reactivos del mismo tipo, Y), es conveniente utilizar a 4 bloques de construccién con cajas
de compresion idénticas (“b”), y un bloque de construccion (que porte a los 4 grupos reactivos Y) con una caja
compresora (“a”) que es complementaria a (“b”). Cuando se modela a una molécula polimérica, una persona podria
alternar entre la identidad compresora, es decir, el primer bloque de construccion que porta a una caja compresora
(“a”), a un segundo bloque de construccion en la formacion que porta a (“b”) que se dimeriza con (“a”), a un 3%
bloque de construccidn que porta a (“a”), etcétera.

[0158] La seccion preferida mostrada en la figura 14 incrementa la concentracion local de los grupos reactivos Xy Y,
al traer a X y Y en una proximidad cercana a través de la dimerizaciéon de 2 cajas compresoras. En este ejemplo, 3
bloques de construcciéon son mostrados, donde cada uno porta a una caja de compresion, 2 de los cuales tienen a la
misma secuencia (“a”) y una es la secuencia complementaria (“b”). Primero, los bloques de construccién son
recosidos a la plantilla a una temperatura media (donde la interaccién entre las cajas compresoras es significativa).
Entonces la temperatura es reducida a una temperatura mas baja donde 2 dominios compresores complementarios
(“a” (del primer bloque de construccién) y “b” (del segundo bloque de construccién)) se reconocen entre si. Esto trae
a Xy aY enuna proximidad cercana, y Xy Y pueden reaccionar para formar a YX. En el ejemplo, la reaccién entre
X'y Y involucra una transferencia de X desde el primer bloque de construccién al segundo bloque de construccién
gue porta alli. Cuando la temperatura es incrementada a una temperatura media, la caja de compresion se disocia.
Cuando la temperatura es reducida, el dominio compresor del segundo bloque de construccién podria recoserse a la
caja compresora del 3* bloque de construccién (que porta a un grupo reactivo X). Como resultado, este X podria
ahora ser transferido al segundo bloque de construccién, como resultado de la proximidad incrementada y por lo
tanto la reactividad incrementada entre Xy Y.

Ejemplos

Métodos generales y materiales para los ejemplos del 1 al 11.

[0159] Para examinar la eficiencia de la reaccién entre 2 grupos reactivos, cada uno acoplado a un oligonucleétido,
cuando los 2 oligos son recosidos a lugares cercanos en la misma plantilla, la configuracion general mostrada a
continuacion fue la que se us6. Los oligos contienen a nucleétidos terminales (X, Y y Z) derivados con un acido
carboxilico o una amina, tal como se describe a continuacién en la figura. Después de la reaccion (“enlaces
transversales”) de los grupos reactivos de las terminales de los 2 oligos, la eficiencia de enlaces transversales fue
analizada por medio de electroforesis de gel de poliacrilamida, en la forma en que los 2 oligos se acoplan como
resultado de estos enlaces transversales, y por lo tanto migran en una forma mas lenta a través de la columna.

AH1, 3,5 AMZ. 4.6

x
15m I Er 15 nt

—_— T

Separacion 0, 1, 2, 30 nt
(Ah7,8,9,11, respectivamente)

Blogues de construccién:

[0160]
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* Ah 1: 5- GCTACTCGTACGAGX
* Ah 3: 5- GCTACTCGTACGAGY
* Ah 5:5- GCTACTCGTACGAGZ

* Ah 2: 5- XCACTTGCAGACAGC
* Ah 4:5- YCACTTGCAGACAGC

* Ah 6: 5- ZCACTTGCAGACAGC

* Ah 14: 5-GCTACTCGTACGAG

* Ah 23: 5'- GCTACTGGCATCGGX
* Ah 24:5'- GCTACTGGCATCGGY
* Ah 27:5'- YCACTTGCAGACAGC

[0161] En ejemplos relacionados a una caja de compresion las siguientes secuencias son utilizadas:

* AH36: 5'-CGACCTCTGGATTGCATCGGTCATGGCTGACTGTCCGTCGAA-TGTGTCCAGTTACX

* AH37:5-ZGTAACTGGACTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCT-GTCGAGCATCCAGCT

* AH51: 5-ZGTAACACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCT-GTCGAGCATCCAGCT

* AH67: 5'- ZCATTGACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTG-ACCTGTCGAGCATCCAGCT

* AH69:5'- AGZAACACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTG-ACCTGTCGAGCATCCAGCT

* AH66: 5-ZTTGTAACTGGACTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACC-TGTCGAGCATCCAGCT
* AH65:5-CGACCTCTGGATTGCATCGGTCATGGCTGACTGTCCGTCG-AATGTGTCCAGTTACTTX

[0162] Las secuencias de la caja de compresion estan subrayadas.
* X= Carboxi-dT

* Y= Amino-Modificador C2 dT
* Z= Amino-Modificador C6 dT
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Carboxi-modificador C2 dt

Amino-modificador C2 dT

Amino-modificador C6 dT

e i
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[0163] Los oligonucleotidos fueron preparados siguiendo el método convencional de fosfoamiditas. X fue incorporada
utilizando a la fosforamidita de carboxi-dT que estd comercialmente disponible (10-1035-90 de Glen research). Los
oligonucledtidos que terminan con Y y Z pueden ser preparados de los oligonucleétidos correspondientes que
terminan en X utilizando el procedimiento general:

Plantillas:

[0164]

Ah 28: 5-GCTGTCTGCAAGTGAACCGATGCCAGTAGC

Ah 38: 5- AGCTGGATGCTCGACAGGTCCCGATGCAATCCAGAGG TCG

Ah7: 5-GCTGTCTGCAAGTGAACTCGTACGAGTAGCGACAGTCGACATCGGTCACG-biotina-3'

Ah 8: 5-GCTGTCTGCAAGTGACACTCGTACGAGTAGCGACAGTCGACATCGGTCACG-biotina-3'
Ah 9: 5-GCTGTCTGCAAGTGACGACTCGTACGAGTAGCGACAGTCGACATCGGTCACG-biotina-3’

Ah 11 5.
GCTGTCTECAAGTGACGACTGATCCAGTGACATGCGTACCATCGAACTCGTACGAGTA
GUGACAGTCGACATCGGTCACG- biotina-3'

[0165] La plantilla fue preparada por medio de una sintesis convencional de fosforamiditas.

Amortiguadores
[0166]

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 NaBorate pH=9, 1 M de NaCl)
Amortiguador D: (100 mM de NaBorate pH=10, 1 M de NaCl)
Amortiguador E: (500 mM de NaPO4 pH=7, 1 M de NaCl)
Amortiguador F: (500 mM de NaPO4 pH=8, 1 M de NaCl)

Recosido de oligonucleétidos de ADN

[0167] Mezclar a los oligos en el amortiguador relevante y calentar a 80 °C y luego enfriar a 28 °C (-2 °C/30
segundos).

Marcacion de 5’ con *P

[0168] Mezclar 200 pmol del oligonucleétido, 2 ul de 10 x amortiguador de fosforilacion (Promega cat#4103), 1 ul de
quinasa de polinucledtido T4 (Promega cat#4103), 1 ul de y-32P ATP, H20 ad 20 pl. Incubar a 37° C, 10-30 minutos.

Ejemplo 1.

[0170] Mezclar 2 pl del amortiguador A, 2 pl del oligo relevante 1 (2pmol/microlitros), 2 pl del oligo relevante 2 (2
pmol/microlitros), 4 pl del oligo relevante 3 (2 pmol/microlitro) (refiérase a la figura a continuacion).
Tabla I:

| Experimento Oligo 1 (marcado **P) | Oligo 2 | Oligo 3 |
A Ah 2 Ah 4 Ah T
B Ah 5 Ah 6 Ah T
[3 Ah 5 Ah & Ninguno
O Ah 5 Ah 6 Ah B
E Ah 5 Ah 6 Ah 9
F Ah 14 Ah G Ah T
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[0171] Recoser tal como se describié anteriormente. Agregar 1 pl de 100 mM, 1 pl de 10 mM, o0 0.1 pl de 10 mM de
TSAT (aminotriacetato de tris-succinimidilo - Tris-succinimidyl aminotriacetate, Pierce cat#33063 disuelto en DMSO).
Incubar a 25 °C durante alrededor de una hora, y luego analizar por medio de electroforesis de gel con un 10% de
poliacrilamida de urea.

[0172] Los resultados se muestran en la figura 1.

Ejemplo 2

[0173] Mezcle 2 ul del amortiguador A, 2 ul del oligo relevante 1 (0.2 pmol/ul), 1 pl del oligo relevante 2 (10 pmol/ ul),
1 pl del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 4 pl de H20. (Refiérase a la tabla Il, a continuacién).
Tabla Il:

Experimento Oligo 1 (marcado p) | Oligo 2 | Oligo 3
= Ahs AhG Ninguno
H AhS A AhT
I AhS AhG Ahs
A AhS AhG Ah9
4 AhS AhG Ah11

[0174] Recoser como se describio anteriormente. Agregar 1 pl de 100 mM, 10 mM o 1 mM de TSAT (aminotriacetato
de tris-succinimidilo - Tris-succinimidyl aminotriacetate, Pierce cat#33063 disuelto en DMSO). Incubar a 25 °C
durante 5 horas, luego aplicar gel con un 10% de poliacrilamida de urea, tal como se describié anteriormente.

[0175] Los resultados se muestra en la figura 2.

Ejemplo 3:

[0176] Mezclar 2 ul de amortiguador A, 2 ul del oligo relevante 1 (0.2 pmol/ul), 1 ul del oligo relevante 2 (10 pmol/ul),
1 pl del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 4 ul de H2O. (Refiérase a la tabla Il, a continuacion).

Tabla Ill:

| Experimento | Oligo 1 (marcado *P) | Oligo 2 | Oligo 3 |

L |':'|.|"| 1 H‘I E Ninauno

Al 1 An B AhT

Al 1 Al B Ahd

A
3
O Ah 1 Ah B AhY
o Ah 1 Ah B Ah 11

[0177] Recoser como se describi6é anteriormente. Agregar 1 ul de 1M, 100 mM, 10 mM o 1 mM de EDC (hidrocloruro
de carbodiimida de (1-etil-3-(3-dimetilaminopropilo) - (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) Carbodiimide Hydrochloride,
Fluka #03450) y 1 pl de 100 mM de NHS (N-hidroxisuccimida) (Aldrich cat # 13,067-2). Incubacion a 25 °C durante 5
horas, y analizar por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea, tal como se describio
anteriormente.

[0178] Los resultados se muestran en la figura 3.

Ejemplo 4:
[0179] Mezclar 2 ul del amortiguador A, B, C, D, E o F, 2 ul del oligo relevante 1 (0.2 pmol/ul), 1 ul del oligo relevante

2 (10 pmol/ul), 1 pl del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 4 pl de H20O. (Refiérase a la tabla IV, a continuacion)

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2571933713

Tabla IV:
| Experimento | Oligo 1 (marcado *P) | Oligo 2 | Oligo 3 |

Q Ah 1 Ah G AhT
R Ah S Ah & AhT

[0180] Recoser tal como se describié anteriormente. Al experimento Q se le agrega 1 pl de 100 mM de NHS. Al
experimento R se le agrega 1 pl de 100 mM de TSAT. Incubar a 25 °C durante alrededor de 1.5 horas, y luego
analizar por medio de una electroforesis en gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0181] Los resultados son mostrados en la figura 4.

Ejemplo 5:

[0182] Mezclar 2 pl del amortiguador A o D, 2 pl del oligo relevante 1 (0.2 pmol/ul), 2 pl del oligo relevante 2 (10
pmol/ul), 2 pl del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 2 pl de H2O. (Refiérase a la tabla V, a continuacion).
Tabla V:

| Experimento | Oligo 1 (marcado **P) Oligo 2 Oligo 3

5 Ah S Ah & Ah T
T Ah 14 Ah B AhT

Ejemplo 6:

[0185] Mezclar 2 pl del amortiguador A, B o D, 1 pl del oligo relevante 1 (2 pmol/ul), 1 pl del oligo relevante 2 (10
pmol/u), 1 ul del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 5 pl de HO. (Refiérase a la tabla VI, a continuacion).
Tabla VI

Experimento Oligo 1 (marcado **P) Oligo 2 Oligo 3
Ua (amortiguador A) Ah 23 Ah 27 Ah 28
Va (@amortiguador A) Ah 23 Ah 27 Ninguno
Ug (amortiguador B) Ah 23 Ah 27 Ah 28
V), (@amortiguador B) Ah 23 Ah 27 Ninguno
X (amortiguador D) Ah 24 Ah 27 Ah 28

Y (amortiguador D) Ah 24 Ah 27 Ninguno

[0186] Recoser tal como fue descrito anteriormente. Al experimento U y V se agrega 1 pl de 100 mM de EDC y 1 pl
de 100 mM de NHS, se incuba durante alrededor de una hora a 24 °C, y luego se agregan 2 pl del amortiguador C,
luego se incuba durante 30 minutos a 24 °C. Al experimento Xy Y se le agregan 2 ul de 50 mM de TSAT. Se incuba
a 24 °C durante 1.5 horas, y luego se analiza por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de
urea, tal como se describié anteriormente.

[0187] Los resultados se muestran en la figura 6.

Ejemplo 7:

[0188] Mezclar 2 ul del primer amortiguador (refiérase a continuacion), 1 pl de Ah 23 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah 27 (10
pmol/ul), 1 ul de Ah28 (10 pmol/ul), 5 pl de H2O. Recoser tal como se describié anteriormente, luego agregar 1 pl de
100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC, incubar durante 30 minutos a 24 °C, luego agregar 3 ul del segundo
amortiguador (refiérase a continuacion). Incubar durante 40 minutos a 24 °C, y luego analizar por medio de
electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.
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Tabla VII:

Experimentos Primer amortiguador segundo amortiguador
7-1 Amortiguador A Amortiguador A

7-2 Amortiguador A Amortiguador C

7-3 Amortiguador A Amortiguador D

7-4 Amortiguador B Amortiguador D

7-5 Amortiguador B Amortiguador C

[0189] Los resultados se muestran en la figura 7.

Ejemplo 8:

[0190]

Mezcla 8-1: Mezclar 2 pl del amortiguador B, 5 ul de Ah36 (0.4 pmol/ul), 1 pl de Ah37 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah38 (2
pmol/ul), 1 pl de H20.

Mezcla 8-2: Mezclar 2 pl del amortiguador B, 5 pl de Ah36 (0.4 pmol/ul), 1 pl de Ah37 (2 pmol/ul), 2 pl de H»0.
Recoser al calentar a 80 °C, luego enfriar a 44 °C (-2 °C/30 segundos).

Agregar 1 pl de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubar a las temperaturas indicadas (refiérase a
continuacién) durante 45 minutos, luego agregar 2 ul del amortiguador D. Incubar durante alrededor de 2 horas, y
luego analizar por medio de una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

Temperaturas de incubacién:

[0191]
45 °C, 48,2 °C, 53,0 °C, 58,5 °C, 63,1 °C, 65,6 °C

[0192] Los resultados se muestran en la figura 8.
Ejemplo 9:

[0193]

Mezcla 9-1: Mezclar 2 pl del amortiguador B, 1 pl de Ah36 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah51 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah38 (2
pmol/ul), 5 pl de H*O.

Mezcla 9-2: Mezclar 2 pl del amortiguador B, 1 pl de Ah36 (2 pmol/ul), 1 pl de Ah51 (2 pmol/ul), 6 ul de HO.
Recoser al calentar a 80 °C, luego enfriar a 35 °C (-2 °C/30 segundos) (para las temperaturas 1 a la 6), o calentar a
80 °C, luego enfriar a 15 °C (-2 °C/30 segundos) (para las temperaturas de las 7 a las 12).

Agregar 1 pl de 100 mM de NHS y 1 pyl de 1 M de EDC. Incubar a las temperaturas indicadas (refiérase a
continuacién) durante una hora, luego agregue 2 ul del amortiguador D. incubar durante una hora, y entonces
analice por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea, como se describié anteriormente.
Temperaturas de incubacion:

[0194]

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

Mezcla 9-3: Mezclar 2 ul del amortiguador B, 0.5 microlitros de Ah36 (2 pmol/ul), 1 ul de Ah51 (2 pmol/ul), 1 pl de
Ah38(2 pmol/ul), 5 pl de HO.

Mezcla 9-4: Mezclar 2 ul del amortiguador B, 0.5 microlitros de Ah36 (2 pmol/ul), 1 ul de Ah51 (2 pmol/ul), 6 pl de
H-0, recoser al calentar a 80 °C y luego enfriar a 5 °C (-2 °C/30 segundos).

Agregar 1 pl de 100 MM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubar a diferentes temperaturas (refiérase mas adelante)
durante una hora, luego agregue 2 pl del amortiguador D. Incumbe durante una hora, y luego analice por medio de
electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

Temperaturas de incubacion:

[0195]
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

[0196] Los resultados se muestran en la figura 9, Ay B.
Ejemplo 10.

[0197] Mezclar 2 pl del amortiguador A, 1 pl del oligo relevante 1 (2 pmol/ul), 1 ul del oligo relevante 2 (10 pmol/ul), 1
ul del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 5 pl de H2O. (Refiérase a la tabla a continuacion). Recoser tal como fue descrito
anteriormente.

Agregar 1 pl de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC. Incubar 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 y luego a 35 °C durante un segundo.
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Repita 99 veces. Analizar por medio de una electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

Tabla VIIl:
Experimento Oligo 1 (marcado *P) Oligo 2 | Oligo 3

10-1 Ah36 Nineinn Ah38
10-2 Ah3IE Ninainn Nincuina
10-32 Ah36 AhsA Ah328
10-4 Ah3G AhsA Nineiino
10-5 Ah3IG AhGT SAh328
10-65 Ah3IG AhGT Ninaiinn
10-7 Ah3IG AhGo A h328
10-82 Ah3E AhES Ninainn

[0198] Los resultados se muestran en la figura 10 Ay la figura 10 B

Ejemplo 11

[0199] Mezclar: 5 ul del amortiguador a, 1 pl del oligo relevante 1 (2 pmol/ul), 1 pl del oligo relevante 2 (10 pmol/ul), 1
pl del oligo relevante 3 (10 pmol/ul), 4.5 microlitros de H.O. (Refiérase a la tabla a continuacién). Recosa al
calentarse a 80 °C y luego enfriarse a 30 °C o a 55 °C. Agregue 1 ul de 100 mM de NHS y 1 pl de 1 M de EDC.
Incube a 30 °C 0 a 55 °C. Entonces analice por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

Tabla IX:
| Experimento | Oligo 1 (marcado *P) Oligo 2 | Oligo 3 |
11-1 Ah3E Ah3T Ah328
11-2 Ah3e Ah37T Nineinn
11-3 AhGS AhGE Ah3s
11-4 AhGS AhGE Nineinn
11-5 Ah3E AhGE Ah3a
11-6 Ah36 AhGG Ninaine
11-7 AhGS Ah37 Ah328
11-8 AhGS Ah3T Nineiinn

[0200] Los resultados se muestran en la figura 11.

Debate de los resultados de los ejemplos 1 al 11
Influencia de la fortaleza del enlazador y de la separacién entre los grupos reactivos en relacién a la eficiencia de los
enlaces transversales.

[0201] Primero examinamos el efecto del cambio de longitud del enlazador que conecta a la amina y al nucleétido.
Los oligos Ah3 y Ah5 contienen una amina separada de la base del oligonucleétido por 7 y 11 enlaces,
respectivamente (denominadas el modificador de amino C2 dT y el modificador de amino C6 dT, refiérase a las
férmulas que se mostraron anteriormente). Estos oligos fueron recogidos inmediatamente al oligo Ah 4 o Ah6 (que
portan al modificador de amino C2 dT y el modificador de amino C6 dT, respectivamente), es decir, con una
separacion entre los 2 oligos de cero parejas de bases.

[0202] Tal como fue visto en la figura 1, las lineas A y B, la eficiencia de los enlaces transversales es
aproximadamente igual para cualquiera de los modificadores de aminos. En todos los siguientes experimentos, el
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oligo Ah5 (que contiene al modificador de aminos C6 dT) fue utilizado como la amina del grupo reactivo.

[0203] Luego, los 2 oligos fueron recosidos a plantillas con separaciones de 0, 1, 2 y 30 parejas de bases entre los 2
oligos, y la eficiencia de los enlaces transversales fue examinada. Primero, los enlaces transversales que usaron a
TSAT (aminotriacetato de tris-succinimidilo - Tris-succinimidyl aminotriacetate, Pierce cat#33063 disuelto en DMSO)
fueron investigados. Cuando los oligos Ah5 y Ah6 fueron utilizados, la eficiencia de la reaccion de enlaces
transversales fue la mas alta con una separacion de cero parejas de bases (figura 1, lineas B; figura 2, panel H),
menos eficiente con una separacion de una pareja de bases (figura 1, lineas D; figura 2, panel 1), y muy ineficiente
con separaciones de 2 y 30 parejas de bases (figura 1, lineas E y F; figura 2, panel J y K).

Segundo, los enlaces transversales de una amina y de un &cido carboxilico fueron examinados. En este
experimento, se agregdé EDC (hidrocloruro de carbodiimida de (1-etil-3-(3-dimetilaminopropilo) - (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) Carbodiimide Hydrochloride) y NHS (N-hidroxisuccimida) para hacer enlaces transversales
entre los 2 grupos reactivos. Cuando los oligos Ahl y Ah6 fueron utilizados, la eficiencia de los enlaces
transversales fue nuevamente mas alta para la separacion mas pequefia de cero parejas de bases (figura 3, panel
M), relativamente alta para una separacién de una pareja de bases (figura 3, panel N), y modesta e insignificante
para separaciones de 2 y 30 parejas de bases, respectivamente (figura 3, panel oy P).

Optimizacion de la concentracion de TSAT y de EDC

[0204] La importancia de la concentracion de TSAT fue probada al utilizar a los oligos Ah5 y Ah6. Una
concentracién de uno o 10 mM de TSAT conlleva a enlaces transversales mas eficientes que 0.1 mM y 100 mM de
TSAT (figura 1 y 2). La eficiencia mas baja de enlaces transversales obtenida fue cuando se usé la mas alta
concentracion de TSAT (100 mM) lo cual podria explicarse por las 2 moléculas de TSAT que reaccionan con cada
una de las aminas cercanas.

Luego, la importancia de la concentracion de EDC fue examinada para enlaces transversales de un oligo que porta
una amina (Ah6) y un oligo que porta a un acido carboxilico (Ahl). Previamente, se ha descubierto que las
concentraciones de NHS de alrededor de 10 mM suministran la mas alta eficiencia de enlaces transversales cuando
se usan junto con EDC. Tal como se muestra en la figura 3, 100 mM de EDC resulta en la eficiencia méas alta de
enlaces transversales cuando se comparaa 0.1 mM, 1 mMy 10 mM de EDC.

Optimizacién del pH para reacciones de enlaces transversales de TSAT y de EDC/NHS

[0205] Luego, probamos la influencia de diferentes perfiles de pH para detectar eficiencias de enlaces transversales
utilizando reactivos de EDC/NHS o TSAT.

Un pH de 10 suministra los enlaces transversales mas eficientes de TSAT de 2 aminas (figura 4, panel R; figura 5,
panel S). Los oligos Ah5 y Ah6 fueron utilizados en este estudio. En el experimento 6 (figura 6) una eficiencia de
enlaces transversales del 80% es obtenida utilizando un pH 10, y una separacién de cero parejas de bases entre los
oligos Ah24 y Ah27 que portan aminas. En otros experimentos donde el enlazador que separa al elemento
complementario (la region del oligo que se recose a la plantilla) y el grupo reactivo (aminas o acidos carboxilicos) es
mucho mayor (por ejemplo, la figura 11 y 12), la eficiencia de enlazado transversal es mucho menor.

Los oligos Ahl y Ah6 fueron usados luego para examinar la influencia de diferentes perfiles de pH en la eficiencia de
enlazado transversal utilizando a EDC/NHS. El pH constante que regula al enlazado transversal mas eficiente es el
pH 7.5 (figura 4, panel Q). Sin embargo, una eficiencia de enlazado transversal ain mejor es obtenida cuando el pH
se mantiene inicialmente a un pH 6, y luego se incrementa a un pH 9 (figura 6) o 10 (figura 7). En los 2 ultimos
experimentos, se utilizaron a los oligos Ah23 y Ah27. Bajo aquellas condiciones, la eficiencia de enlazado
transversal fue de casi el 100%. TOmese en cuenta, que en estos experimentos el enlazador que conecta al grupo
reactivo y al elemento complementario es relativamente corto (por ejemplo, 11 enlaces para Ah27).

Examinacién de la eficiencia de enlazado transversal al usar una secuencia de caja de compresion

[0206] Después de eso examinamos a la eficiencia de enlazado transversal utilizando oligos que portan a grupos
reactivos (aminas o acidos carboxilicos) donde el enlazador que conecta al grupo reactivo y a la regién de recosido
fueron de aproximadamente 25 nucleétidos.

En un primer experimento se utilizaron a los oligos Ah36 (que porta a un acido carboxilico) y Ah67 (que porta a una
amina). La plantilla utilizada (Ah38) recose a los 2 oligos que se encuentran justo al lado, es decir, con una
separacion de cero parejas de bases.

Bajo las condiciones del experimento, se observd menos de un 5% de eficiencia de enlazado transversal, y
Unicamente en la temperatura mas alta que fue probada (figura 10, Ay B, lineas 5).

Para mejorar la eficiencia de enlazado transversal, introdujimos a una secuencia denominada caja de compresion,
en el extremo 5" y 3’ de los oligos Ah67 y Ah36, respectivamente, las mismas terminales portan 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 mas cercana. 2 largos diferentes de cajas de compresion fueron
probados, especificamente una caja de compresién de 10'mer (Ah37/Ah66, donde Ah37 form6 un duplex de ADN de
10 parejas de bases) y la caja de compresion de 5’mer (formando un diplex de ADN de 5 parejas de bases).
Refiérase a la figura 12. Ademas, diferentes disefios de cajas compresoras fueron probados, es decir, oligos en los
cuales el grupo reactivo estaba adherido justo al lado de la caja compresora (Ah36, Ah37, Ah51), o estaban
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ubicados 2 nucleétidos corriente arriba de la caja compresora (Ah65, Ah66), o ubicados en el medio de la caja
compresora (Ah67).

Primero probamos el efecto lo de la caja compresora de 5’mer en la eficiencia de enlazado transversal. Tal como
puede verse, la caja compresora de 5’'mer mejora dramaticamente a la eficiencia de enlazado transversal (figura 10,
Ay B, compare a las lineas 3 y a las lineas 5). Note que la plantilla es absolutamente requerida para los enlaces
transversales en todas las temperaturas probadas. La eficiencia mas alta de enlazado transversal es obtenida
cuando la temperatura entra en 99 ciclos variando la temperatura para arriba y para abajo entre 10 °C y 35 °C (figura
10B). Una eficiencia alta también es obtenida cuando la temperatura es mantenida constante a 21 °C o 26 °C (figura
10 Ay B, lineas 3). La eficiencia de enlazado transversal no mejora mas a temperaturas por sobre los 26 °C (figura
9, Ay B).

[0207] Luego probamos la eficiencia de enlazado transversal en el formato de caja compresora de 10’'mer. Los oligos
Ah36 y Ah37 fueron recosidos a la plantilla Ah38, y se examiné la eficiencia de enlazado transversal usando varias
temperaturas. Un sorprendente nivel alto de enlazado transversal en la ausencia de la plantilla fue observado (figura
8. 45 °C y 48.2 °C Sin embargo, a temperaturas sobre los 58. 5 °C, no se observé ningln enlazado transversal en la
ausencia de la plantilla.

[0208] Luego, las ubicaciones diferentes de los grupos reactivos en relacion a la caja de compresion fueron
probadas. Tal como se muestra en la figura 10, A y B, lineas 7, la eficiencia de enlazado transversal se reduce
dramaticamente cuando uno de los 2 grupos reactivos esta ubicado en el medio de la caja de compresion (es decir,
cuando el grupo reactivo estd adherido a un nucleétido involucrado en la formacion de la hélice doble de ADN;
Ah67).

La ubicacion de los grupos reactivos en relacion a la caja de compresion también fue probada en el contexto de la
caja compresora 10’mer. En este contexto, cuando ambos grupos reactivos son separados de la caja compresora
por 2 nucleétidos (Ah65, Ah66), la eficiencia de enlazado transversal es reducida ligeramente (figura 11, comparar
las lineas 1y 3). La eficiencia de enlazado transversal no cambia dramaticamente cuando diferentes combinaciones
de Ah65, Ah66, Ah36 y Ah37 son probadas (es decir, cuando los grupos reactivos son ubicados justo al lado de la
caja de compresion, o 2 nucleétidos corriente arriba). Note que la plantilla no es absolutamente requerida en todas
las temperaturas en el contexto de la caja compresora de 10'mer. Esta independencia de la plantilla es
particularmente pronunciada en la temperatura mas baja (por ejemplo, la figura 11. 30 °C).

Ejemplo 12: Blogue de construccién portador de trisamina

[0209] Un oligo que contenia a la base nitrogenada que tenia una particula de acido carboxilico fue sintetizada
utilizando el método convencional de fosforamiditas:

(SEQ ID NQ ) 5'-GAC CTG TCG AGC ATC CAG CTT CAT GGG AAT TCC TCG
TCC ACAATG XT

[0210] X fue incorporado utilizando la fosforamidita de carboxi-dT que esta disponible comercialmente (10-1035-90
de Glen research). La base nitrogenada subrayada representa a la regiéon compresora.

Representaciéon esquematica de la reaccién
[0211]

NH-E NH: NHz

COCH
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[0212] EI oligo que contiene a la base nitrogenada modificada con una particula de acido carboxilico (1 nmol) fue
mezclada con agua (100 uL), amortiguador de Hepes (40 uL de 200 mM, pH=7.5), NHS (20 ul de una solucién de
100 mM), EDC (20 pl de 1 M de una solucion preparada recientemente) y tetrahidrocloruro de
tetrakis(aminometil)metano (20 pl de una solucién de 100 mM). La mezcla de la reaccién fue dejada durante la
noche la temperatura del cuarto. El volumen fue reducido a 60 pl por medio de evaporacion al vacio. El oligo puro
fue obtenido al agregarse NH3 conc. (20 pl) seguido por una purificacion de HPLC. Fue posible aislar al y codén
después de aproximadamente 6 minutos utilizando el siguiente gradiente: en los minutos 0-3 100% de A, luego 15%
de Ay 85% de B a los minutos 3-10, luego 100% de B en los minutos 10-15, luego 100% de A en los minutos 15-20.
A = 2% de acetonitrilo de 10 mM de TEAA y B = 80% de acetonitrilo en 10 mM de TEAA.

Ejemplo 13: Procedimiento general para la adherencia de una entidad funcional a un oligo de tio.

[0213] Los siguientes oligos contenian una base nitrogenada modificada, con una particula de tio protegida por S-
trifenilmetilo, fueron sintetizados utilizando el método convencional de fosforamiditas:

(SEQ ID NO )5-WCA TTG ACC TGT CTG CCB TGT CAG TCG GTACTG TGG
TAACGC GGATCGACCT

(SEQIDNO )5-WCA TTG ACC TGA ACC ATGBTAAGC TGC CTG TCA GTC
GGT ACT ACGACT ACGTTC AGG CAA GA

[0214] W fue incorporado utilizando a la fosforamidita modificadora de tiol la cual es comercialmente disponible (10-
1926-90 de Glen research). Las bases nitrogenadas que estan subrayadas indican a la regién compresora.

[0215] EI oligo de tiol protegido por S-trifenilmetilo (10 nmol) fue evaporado al vacio y re-suspendido en un
amortiguador de TEAA (200 pl de una solucion de 0.1 M, pH = 6.4). Se agregé AgNO3 (30 uL de una solucién de 1
M) y la mezcla fue dejada a la temperatura del cuarto durante 1-2 horas. Se agregdé DTT (46 pl de una solucion de
1M) y se dej6 durante 5-10 minutos. La mezcla de la reaccion fue centrifugada (20,000 G durante 20 minutos) y el
sobrenadante fue recaudado. El sélido fue extraido con un amortiguador inicial de TEAA (100 ul de una soluciéon de
0.1 M, pH = 6.4). El oligo de tio puro fue obtenido por medio de una precipitacion convencional de EtOH.

[0216] Representacién esquematica de la reaccion de carga:

SH FE

[0217] Cada uno de los oligos de tio (1 nmol) fue secado al vacio y tratado con una entidad quimica que comprende
a la entidad funcional:

En dimetilformamida (50 pl de una solucién de 0.1 M) y dejada a la temperatura del cuarto durante la noche. El
bloque de construccion fue centrifugado (20,000 G durante 10 minutos) y el sobrenadante fue removido. Se agrego
dimetil-formamida (1 ml) y el bloque de construccion fue centrifugado (20,000 G durante 10 minutos). La
dimetilformamida fue removida y el oligo de tio cargado fue re-suspendido en un amortiguador de TEAA (25 ul de
una solucion de 0.1 M, pH = 6.4) y analizada por HPLC.
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Ejemplo 14: Sintesis de una molécula portada codificada
[0218]

MH;

MHz
Hah MH FE,HM=-—f——HNHFE;

FE, FE,

L L —

[0219] EI oligo plantila 5-BTCTTGCCTGAACGTAGTCGTAGGTCGATCCGCGTTACCAGAGCTGGATGCTC
GACAGGTCCCGATGCAATCCAGAGGTCG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO) (1 nmol) fue mezclado
con los bloques de construccion preparados en el ejemplo 13 y con el bloque de construccion portador preparado en
el ejemplo 12 (1 nmol) en un amortiguador de hepes (20 pl de 100 mM de hepes y 1 M de una solucién de NaCl, pH
= 7.5) y agua (agregada a un volumen final de 100 pl). Los bloques de construccién 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). El complejo de oligos fue
adherido a estreptavidina mediante la adicion de microesferas de estreptavidina (100 pl, pre lavado con 2x 1 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 bloque de construccion que portaba a la trisamina fue separado del complejo enlazado a la
estreptavidina al agregarse agua (200 ul) seguido de un calentamiento a 70° C. El agua fue transferida y evaporada
al vacio, re - suspendida en un amortiguador de TEAA (45 pl de una solucion de 0.1 M) y la formacién de producto
fue analizada por medio de HPLC (refiérase a la figura 15).

Plantilla

[0220] EI cromatograma de HPLC muestra la transferencia de 2 entidades funcionales a un bloque de construccion
portador. EI cromatograma superior muestra al bloque de construccion portador referencial. El cromatograma inferior
muestra al bloque de construccién portador purificado con estreptavidina después de la transferencia parcial de las
entidades funcionales 1 (pico a 7.94 minutos) y 2 (pico a los 10.76 minutos). El siguiente gradiente fue utilizado: en
los minutos 0-3 un 100% de A, entonces un 15% de A y un 85% de B en los minutos 3-10, entonces un 100% de B
en los minutos 10-15. A = 2% de acetonitrilo en 10 mM de TEAA y B = 80% de acetonitrilo en 10 mM de TEAA.

[0221] Debido a la naturaleza lipdfila de las entidades funcionales, se observé un tiempo de retencién mas largo, en
el cromatograma de HPLC, de la molécula portada con 2 entidades funcionales comparadas a una entidad funcional.
La eficiencia de la sintesis modelada de una molécula portada con 2 entidades funcionales idénticas fue de
alrededor del 25% (pico a los 10.76 minutos en la figura 15).

Métodos generales y materiales para los ejemplos 15 al 21:

[0222] Para examinar a la eficiencia de la reaccién entre 2 grupos reactivos, cada uno acoplado a un oligonucleétido,
cuando los 2 oligos son recosidos en la misma plantilla, las 2 configuraciones mostradas en la figura 16 fueron
utilizadas (la configuracion A y la configuracion B). Los 2 oligos contienen nucledtidos terminales derivados con un
acido carboxilico o una amina. Después de la reaccion (“enlace transversal” de los grupos reactivos en la terminal de
los 2 oligos, la eficiencia de los enlaces transversales podria ser analizada por medio de gel de poliacrilamida de
electroforesis, en la forma en que los 2 oligos se acoplan como resultado de este enlace transversal, y migran, por lo
tanto, en una forma mas lenta a través de la columna.

Oligos de ADN:
[0223]
X = carboxi-dT
Z = modificador de aminos C6
6 = amino-modificador 5 cat. Nr. 10-1905

[0224] Las secuencias de cajas compresoras son indefinidas. Tome en cuenta que cuando las cajas compresoras de

bloques de construccidn interactdan con las cajas compresoras en la plantilla, la longitud del diplex de cajas de
compresion es un nucleétido mas que es indefinido.
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AH36: 5'-
CGACCTCTGGATTGCATCGGTCATGGCTGACTGTCCGTCGAATGTGTCCAGT-
TACX

AHS51: 5'-
ZGTAACACCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATC-
CAGCT

AHBZ: 5- ZGTAACACCTGGACCTGTCGAGCATCCAGCT
AH201: 5-TCTGGATTGCATCGGGAGTTACX

AH 158
AH 202
AH 203
AH 238
AH 240:
AH 249
AH 251:
AH 252
AH 255:
AH 258:
AH 260;
AH 261:
AH 262
AH 2T0:
AH 2T1:
AH 272
AH 273
AH 2T4:
AH 275
AH 278
AH2TT:

[0225] Los oligonucledtidos fueron preparados siguiendo el método convencional de fosforamiditas. X representa a
la fosforamidita de carboxi-dT la cual es comercialmente disponible (10-1035-90 de Glen research). Z representa al
modificador de aminos C6 dT (10-1039-de Glen Research). 6 representa el amino-modificador 5 (10-1905 de Glen

AH133: 5-
ZGTAACTCCTGTGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATC-
CAGCT

AH134: 5%
GTAACTGCTGTETAAGC TG TGTCAGTCGGTACTGACCTETCGAGTATC-
CAGCT

AH135: 5
EETAACTGETETGTAAGCTGCCTGTCAGTCGGTACTGACCTGTCGAGCATC-
CAGCT

AH 142; 5'-
COACCTCTGGATTGCATCGGTCATTTTTTITTTTITITTITTTITIGGCTGACTGTG
COTCGAATGTGTCCAGTTALK

S-FGACCTETCGAGCATCCAGET
B-TCTGGATTGCATCGGGETTACK
S-TCTGGATTGCATCGGTTTTTX

5 BETAACACCTGGACCTEGTCGAGCATCCAGCT
- COACCTCTGGATTGCATOGGGECACGETTACK
B ZCTGGACAGCTCGTAGGTCGTTTTITTTTITTT
5- ZGACCTGTCGAGCATCCAGET

5. XGACCTGTCGAGCATCCAGCT
S-COACCTCTGGATTGCATCGGTIGTTACE
S-ACGACTACGTTCAGGCAAGAGTTACT
5-KCTEGACAGCTCETAGGTCGTTTTTTTTTTT
E-CGACCTCTGGATTGCATCGGE
S-COACCTCTGGATTGCATCGGTTACE

5- BETAACGACCTGTCGAGCATCCAGET

5- BETAACTGGACCTETCGAGCATCCAGCT
S-ACGACTACGTTCAGGCAAGAGTTACK
5-ACGACTACGTTCAGGCAAGAGCETTACK
E-ACGACTACGTTCAGGCAAGAGCACGGETTACK
S-COACCTCTGGATTGCATCGGGCETTACK

B CTEGTAACGCGGATCGACCTGCACGETTALCK
5-CTGGTAACGCGGATCGACCTGCGTTACK

Research).
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[0226] Las secuencias de cajas compresoras son subrayadas:
AH3E: 5'- AGCTGGATGCTCGACAGGTCCCGATGCAATCCAGAGGTCG

AH140: 5'-
AGCTGGATGCTCGACAGGTCAGGTCGATCCGCGTTACCAGTCTTGCCTGAACG
TAGTCGTCCGATGCAATCCAGAGGTCG

AH 154: 5'-
AGCTGGATGCTCGACAGGTCAAGTAACAGGTCGATCCGCGTTACCAGTCTTGC
CTGAACGTAGTCGTCCGATGCAATCCAGAGGTCG

AH 250 §-CGACCTACGAGCTGTCCAGAAGT AACAGGTCGATCC

AH 256: 5'-

AGCTGGATGCTCGACAGGTCAAGTAACACCAGGTCGATCCGCGTTACCAGTCT
TGCCTGAACGTAGTCGTCCGATGCAATCCAGAGGTCG

AH 263: 5'-
CGACCTACGAGCTGTCCAGAAGTAACAGGTCGATCCGCGTTACCAGTCTTGCEC

TCAACGTAGTCGTCTGGTCACGTGGATCCTTGA

AH 278: 5'-
AGCTGGATGCTCGACAGGTCGAGGTCGATCCGCGTTACCAGTCTTGCCTGAAC
GTAGTCGTCCGATGCAATCCAGAGGTCG '

AH 279: 5'-
CGACCTACGAGCTGTCCAGAAGTAACTTTTTTTIITITITTITITITTITITIITITITITT
TITTTTTTCTGGTCACGTGGATCCTTGA

[0227] Las plantillas fueron preparadas por medio de una sintesis convencional de fosforamiditas.
Amortiguadores:
[0228]

Amortiguador A (100 mM de Hepes pH=7,5; 1 M de NaCl)
Amortiguador B (20 mM de Hepes pH= 7,5; 200 mM de NaCl)
Marcacion de 5’ con *P

[0229] Mezclar a 5 pmol del oligonucleétido, 2 pl de 10 x amortiguador de fosforilacion (Promega cat#4103), 1 pl de
quinasa de polinucleétidos (Promega cat#4103), 1 ul de y-32P ATP, se agrega H,O a 20 pl. Se incuba a 37 °C,
durante 10-30 minutos.

PAGE (electroforesis de gel de poliacrilamida - polyacrylamide gel electrophoresis).

[0230] Las muestras o 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), incubado a 80 °C durante 2 minutos, y se ejecutd en un

gel de desnaturalizacién con un 10% de poliacrilamida. Se desarroll6 el gel utilizando auto - radiografia (Kodak,
BioMax film).

Ejemplo 15

[0231] Para examinar los efectos que tiene la concentracién en la eficiencia de recosido, en la eficiencia de la
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reaccion y en la dependencia de la plantilla en el contexto de la configuracion B, hicimos el siguiente experimento,
que incluy6 i) el recosido y la reaccion con concentraciones altas de bloques de construccion y de plantillas
(experimentos Ay B), ii) el recosido a altas concentraciones, seguido con una dilucion de 100 veces y la reaccion de
esta baja concentracion (E y F), y iii) el recosido y la reaccién con bajas concentraciones (C y D). Para examinar la
magnitud con la cual reacciones independientes de plantillas ocurren, también incluimos un complejo de control, que
consistié de una plantilla competidora y un oligo competidor que portaba a un grupo reactivo (una amina).
Experimental.

[0232] Mezcle a 10 pl del amortiguador a, a los oligos relevantes con varias concentraciones (refiérase a la tabla X, a
continuacién), y agregue H,O hasta 50 pl.

Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 | Oligo 3 | Oligo 4 (oligo | Oligo 5 (plantilla
con *P) (BB1) (BBO) (plantilla) competidor) competidora)

A Ah 202 (1 pmol) Ah 155 (5 Ah 154 (5 pmol) | Ah 249 (500 pmol) | Ah 250 (500 pmol)
pmol)

B Ah 202 (1 pmol) Ah 156 (5 Ah 154 (5 prmol) | Ah 249 (500 pmal)
prmol)

C Ah 202 (0,01 pmal) Ah 251 Ah 256 (0,05 Ah 249 (5 pmol) Ah 257 (5 pmal)
(0,05 pmal) | pmol)

D Ah 202 (0,01 prmal) Ah 281 Ah 256 (0,05 Ah 249 (5 pmol)
(0,05 pmol) | prmol)

E Ah 202 (1 pmol) Ah 251 (5 Ah 154 (5 pmol)
pmol)

F Ah 202 (1 pmol) Ah 251 (5 Ah 154 (5 pmol) | Ah 249 (500 pmol) | Ah 263 (500 pmol)
prrol)

[0233] Recosa desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/30 segundos) para A-D y desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/un minuto) para E y
F. E y F son diluidos 100 veces después del recosido en el amortiguador B. Luego se agrega 5 pl de 500 mM de
DMT-MM (preparado de acuerdo a Kunishima et al. Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551) disuelto en H»O.
Incubar a varias temperaturas durante la noche, luego analizar por medio de una electroforesis de gel con un 10%
de poliacrilamida de urea.

[0234] Los resultados se muestra en la figura 17 (experimento Ay B) y la figura 18 (experimento C, D, Ey F).
Conclusiones:

[0235] Una reaccion independiente de modelaciéon es menudo observada a 20 °C. Este artefacto presumiblemente
no regulado por la caja de compresion en la plantilla, tal como se observa aun cuando la plantilla competidora (que
portaba la caja de compresién) no es incluida en la mezcla de incubacion (refiérase, por ejemplo, a la figura 17, exp.
B, linea 1). El recosido a una concentracion alta, seguido por una dilucién y una reaccién con la concentracion baja
resultante elimina las reacciones independientes de plantillas, pero mantiene un recosido deficiente de los oligos de
bloques de construccion en la plantilla antes del paso de reaccién (compare los enlaces transversales eficientes y la
ausencia de reacciones independientes de plantillas de los experimentos E y F con los experimentos menos
atractivos A, B, Cy D).

Ejemplo 16

[0236] Para examinar el efecto de la caja compresora en la configuracion B, cuando el bloque de construccion del
recosido en la posicién 3, un experimento fue realizado utilizando 2 oligos diferentes de la caja de compresion, uno
de los cuales tenia una caja compresora 6-mérica (6 nucleétidos del oligo del bloque de construccion se recose a la
caja compresora complementaria en la plantilla), y una de las cuales no tiene una caja de compresion.

Experimental.

[0237] Mezclar 10 ul del amortiguador A, oligos relevantes en varias concentraciones (refiérase a la tabla II, a
continuacién), y agregar H,O a 50 pl.
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Tabla XI

Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 (BBO) Oligo 3| Oligo 4 (Oligo
con *P) (BB1) (Plantilla) competidor

A Ah 202 (0,01 pmol) | Ah 156 (0,05 pmaol) | Ah 256 (005 pmol) | Ah 249 (5 pmol)

B AR 261 (001 pmol) AR 252 (0,05 pmol) | Ah 256 (0,05 pmol) | Ah 260 (5 pmol)

[0238] Recoser desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/30 segundos) luego agregar a 5 pl de 500 mM de DMT-MM (preparado
de acuerdo a Kunishima et al. Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551) disuelto en H,O. Se incuba a varias
temperaturas durante la noche, luego se analiza por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de
urea.

[0239] Los resultados se muestran en la figura 19.
Conclusiones.

[0240] El experimento A utiliza un bloque de construccién que porta a una caja compresora 6-mérica, y una
eficiencia de enlace transversal de alrededor de 30% fue observada (experimento A, linea 2-4). Cuando un bloque
de construccién sin una caja compresora es utilizado (experimento B), no se observaron enlaces transversales (el
lugar en la linea 3-4 es un artefacto en la lamina, y no representa un enlace transversal). No se observa ningin
enlace transversal, e incluso a 20 °C no se observan una reaccion (posiblemente debido a que el bloque de
construccién no porta a una caja compresora).

Ejemplo 17:

[0241] Hemos examinado la eficiencia de enlaces transversales utilizando longitudes de cajas compresoras de 5, 6 o
7 nucledtidos, en la configuracion B, utilizando bloques de construccidn que recosen en la posicion 3.
Experimental.

[0242] Mezclar 10 pl del amortiguador A, oligos relevantes en varias concentraciones (refiérase a la tabla XllI, a
continuacién), y agregar H,O a 50 pl.

Tabla XII:
Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 | Oligo 3 | Oligo 4 (oligo | Oligo 5 (plantilla
con *P) (BB1) (BBO) (plantilla) competidor) competidora)

A Ah 262 (1 pmol) Ah 252 (5 | Ah 154 (5 pmal)
prmol)

B Ah 262 (1 pmol) Ah 252 (5 | Ah 154 (5 pmol) Ah 260 (500 pmol) Ah 263 (500 pmol)
prnol)

& Ah 202 (1 pmol) Ah 251 (5 | Ah 154 (5 pmal)
prmol)

o Ah 202 (1 pmol) Ah 251 (5 | Ah 154 (5 pmol) Ah 249 (500 pmol) Ah 263 (500 pmol)
prnol)

E Ah 255 (1 pmol) Ah 252 (5 | Ah 154 (5 pmal)
prmol)

F Ah 255 (1 pmol) Ah 252 (5 | Ah 154 (5 pmol) Ah 260 (500 pmol) Ah 263 (500 pmol)
prnol)

[0243] Recoser desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/minuto) diluir 100 veces en el amortiguador B + 50 mM de DMT-MM
(preparado de acuerdo a Kunishima et al. Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551). Incubar a varias temperaturas
durante la noche, luego analizar por medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea

[0244] Los resultados se muestran en la figura 20.

Conclusiones.

[0245] Las cajas compresoras con 5, 6 o 7 nucleétidos de longitud regulan a enlaces transversales eficientes en el
rango de temperatura de 24-28 °C (figura 20, panel A, C, E). Bajo estas condiciones (cuando el recosido es a una

alta concentracion y los enlaces transversales a una baja concentracion), no se observan enlaces transversales al
complejo competidor (figura 20, panel B, Dy F).
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Ejemplo 18:

[0246] En este experimento analizamos la eficiencia de enlaces transversales de varias longitudes de enlazadores
con la configuracion A (el enlazador conecta al anti-codén y a la caja compresora).

Experimental

[0247] Mezclar 10 ul del amortiguador a, a oligos relevantes en varias concentraciones (refiérase a la tabla XIIl, a

continuacién), y agregar H,O a 50 pl.

Tabla XIII:
Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 | Oligo

con *P) (BB1) (BBO) (plantilla)
1 Ah 202 (1 pmaol) AhZT00pmely | Ah 14005 pmol)
2 Ah 202 (1 pmal) AhZ70(10pmal) | Ah 278 (5 pmol)
3 Ah 27501 pmaol) AhZT1(10pmaly | Ah 14005 pmol)
-4 Ah 27501 pmaol) AhZT1(10pmely | Ah 278 (5 pmal)
5 Ah 240 (1 pmoal) Ah236(10pmal) | Ah 140 (5 pmol)
& Ah 240 (1 pmaol) AhZ36(10pmaly | Ah 278 (5 pmol)
7 Ah 24001 pmaol) Ah 236 (10 pmol)
a Ah 272 (1 pmal) AhZ70(10pmal) | Ah 140 (5 pmol)
= Ah 27201 pmaol) AhZT0O(0pmely | Ah 278 (5 pmol)
10 Ah 27301 pmaol) AhZT1(10pmely | Ah 140 (5 pmol)
11 Ah 27301 pmal) ARZ71(10pmaly | Ah 278 (5 pmol)
12 Ah 274 (1 pmaol) AhZ36(10pmoly | Ah 140 (5 pmol)
13 Ah 27401 pmaol) AhZ3G(10pmely | Ah 278 (5 pmol)
14 Ah 27401 pmal) AR 236 (10 pmol)
15 Ah 155 (1 pmaol) AhZTO(M0pmoly | Ah 140 (5 pmol)
16 Ah 155 (1 pmal) Ah27010pmal) | Ah 278 (5 pmol)
17 Ah 277 (1 pmal) ARZ71(10pmaly | Ak 140 (&5 pmol)
18 Ah 277 (1 pmaol) AhZT1(10pmoly | Ah 278 (5 pmol)
18 Ah 276 (1 pmal) Ah23&(10pmal) | Ah 140 (5 pmoal)
20 Ah 276 (1 pmaol) ARZ36(10pmaly | Ah 278 (5 pmol)
21 Ah 276 (1 pmaol) AR 236 (10 pmol)

[0248] Recoser desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/minuto). Agregar 5 ul de 500 mM de DMT-MM (preparado de acuerdo a
Kunishima et al.Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551). Incubar a 10 °C durante 5 segundos, y luego a 35 °C
durante un segundo. Repitase durante la noche, luego se analiza por medio de electroforesis de gel con un 10% de
poliacrilamida de urea.

[0249] Los resultados se muestran en la figura 20.
Conclusiones.

[0250] 2 aspectos son examinados: i) se examiné la influencia de la longitud del enlazador en la eficiencia de
enlaces transversales (enlazadores con longitudes 0, 2, y 5 nucle6tidos fueron examinados), ii) la importancia de
separaciones entre los 2 bloques de construccion que reaccionan. La figura 21, lineas 1-6 involucran a un oligo de
bloque de construccion recosido a la posicion 3; la linea 7 involucra al mismo bloque de construccion, sin embargo,
ninguna plantilla esta presente en la linea 7. Las lineas 8-13 involucran a un oligo de bloque de construccion
recosido a la posicién 2; la linea 14 involucra al mismo oligo de bloque de construccién, sin embargo, ninguna
plantilla esta presente. Las lineas 15-20 involucran a un oligo de bloque de construccion recosido a la posicion 1; la
linea 21 involucra al mismo oligo, y ninguna plantilla esta presente. Las lineas 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15, 17, 19 utilizan a
plantillas donde la separacion entre los oligos enlazados de bloques de construccion tienen mas nucledétidos que las
plantillas utilizadas en los experimentos de las lineas 2, 4, 6, 9, 11, 13, 16, 18, y 20.
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[0251] La longitud 6ptima de enlazadores en lo que se refiere a la eficiencia de enlaces transversales es de cero
nucleétidos en todas las posiciones (la figura 21, lineas 1, 2 para la posicion 3; lineas 8, 9 para la posicion 2; las
lineas 15, 16 para la posicion. Las separaciones de cero o un nucledtido entre los blogues de construccion
enlazados a la posicion 1 y 0, no tienen efecto en la eficiencia de enlaces transversales entre los 2 bloques de
construccion (figura 21, comparar, por ejemplo, a las lineas 1 y 2). Eficiencias muy altas de enlaces transversales
son observadas, en todas las tres posiciones. Utilizando una caja de compresién de 5 nucleétidos, la eficiencia de la
reaccion es aproximadamente del 50%, del 95% y el 95% cuando el oligo del bloque de construccién es recosido en
la posicidn 3, 2 y 1, respectivamente, y la longitud del enlazador es cero nucleétidos (figura 21, lineas 1,2y 8,9y
15, 16).

Ejemplo 19:

[0252] En este ejemplo, en los experimentos 5, 8, 14 y 17, analizamos la eficiencia de enlaces transversales de
varias longitudes en la configuracion B.

Experimental.

[0253] Mezclar 10 ul del amortiguador, los oligos relevantes en varias concentraciones (refiérase a la tabla XIV, a
continuacién), y agregar H,O hasta llegar a 50 pl.

Tabla XIV:

Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 | Oligo 3
con *P) (BB1) (BBO) (plantilla)

1 Ah 240 (5 pmal)

2 Ah 240 (5 pmaol) Ah &2 (10pmal) | Ah 136 (10 pmol)

2 Ah 240 (5 pmaol) Ah G2 (10 pmal) | Ah 140 (10 pmol)

4 Ah 240 (5 pmal) Ah 82 (10 pmol)

5 Ah 240 (5 pmaol) Ah15G (10 pmol) [ Ah 154 (10 pmol)

G Ah 240 (5 pmaol) AR156 (10 pmol)

7 Ah 202 (5 pmal)

8 Ah 202 (5 pmaol) Ah15G (10 pmol) [ Ah 154 (10 pmol)

9 Ah 203 (5 pmaol) AR156 (10 pmol)

10 AR 20305 pmaol)

11 AR 203 (5 pmaol) Ah15G (10 pmol) [ Ah 154 (10 pmol)

12 Ah 203 (5 pmaol) AR156 (10 pmol)

13 AR 36 (5 prmal)

14 AR 36 (5 pmol) Ah15G (10 pmol) [ Ah 154 (10 pmol)

15 AR 36 (5 pmol) AR156 (10 pmol)

16 Ah 142 (5 pmaol)

17 Ah 142 (5 pmaol) Ah15G (10 pmol) [ Ah 154 (10 pmol)

18 Ah 142 (5 pmaol) AR156 (10 pmol)

[0254] Recoser desde 80 °C a 20 °C (-1 °C/minuto). Agregar 5 ul de 500 mM de DMT-MM (preparado de acuerdo a
Kunishima et al. Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551). Incubar a 10 °C durante 5 segundos, y entonces a 35 °C
durante un segundo. Repetir durante la noche, analizar entonces por medio de electroforesis de gel con un 10% de
poliacrilamida de urea.

[0255] Los resultados se muestran en la figura 22.
Conclusiones
[0256] Los experimentos miden la eficiencia de reaccién entre el oligo del bloque de construccion en la posicién 3 y

la configuracion B del oligo. Las fuerzas del enlazador de 0, 5, 30 y 50 nucleétidos regula a las deficiencias de
reaccion de aproximadamente el 90% (linea 8), 50% (linea 5), 20-40% (linea 14) y 20-40% (linea 17)
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respectivamente. En otras palabras, una longitud del enlazador de cero nucleétidos es 6ptima para la configuracion
B, tal como también fue observado en la configuracion A. En la configuracion B, se alcanzaron las eficiencias de
reaccion desde la posicion 2 y la posicion 1 de aproximadamente 75% y 90% (no se muestran los datos).

Ejemplo 20:

[0257] Probamos la magnitud de las reacciones independientes de plantillas en varias temperaturas, utilizando
longitudes de cajas de compresién de 5, 6, 7 u 8 nuclettidos, bajo condiciones donde se observaron reacciones
independientes de plantillas (es decir, el recosido y reaccion se realizan a temperaturas altas y a concentraciones
altas de bloques de construccion).

Experimental.

[0258] Mezclar 2 pl del amortiguador, los oligos relevantes a varias concentraciones (refiérase a la tabla XV, a
continuacion), y agregar H,O hasta alcanzar 10 pl.

Tabla XV:

Experimento | Oligo 1 (marcado | Oligo 2 | Oligo 3

con *P) (BB1) (BBO) (plantilla)

A Ah 36 (2 pmol) ARS1 (10 pmol) | Ah 38 (10 pmol)
B Ah 36 (2 pmol) Ah 51 (10 pmol)

& Ah 36 (2 pmal) Ah133010pmal) | Ah 38 (10 pmal)
] Ah 36 (2 pmol) Ah133 (10 pmol)

E Ah 36 (2 pmol) Ah134(10pmoly | Ah 38 (10 pmol)
F Ah 36 (2 pmal) Ah134 (10 pmal)

& Ah 36 (2 pmol) AR135010pmaely | Ah 38 (10 pmol)
H Ah 36 (2 pmol) Ah135(10 pmol)

[0259] Recoser de 80 °C a 20 °C (-1 °C/minuto). Agregar 1 pl de 500 mM de DMT-MM (preparado de acuerdo a
Kunishima et al.
Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551). Incubar a varias temperaturas durante la noche, analizar entonces por
medio de electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0260] Los resultados se muestran en la figura 23 y 24.
Conclusiones:

[0261] Utilizando una caja de compresion 5-mérica (experimentos A y B), no se observé ninguna reaccion
independiente de plantillas para las temperaturas entre 9. 9 °C y 50. 8 °C (figura 23, lineas 1-12). Utilizando una caja
compresora con una longitud de 6, 7 u 8 nucleétidos, se observo una reaccion independiente de plantillas en el
rango de temperaturas de 5-28 °C, 5-32 °C y 5-35 °C, respectivamente. Cuando se realicen las reacciones
modeladas que no podian ser iniciadas por el experimentador (por ejemplo, al agregar un reactivo), se recomienda,
por lo tanto, realizar el recosido y la reaccién a una temperatura que no contiene a una reaccién independiente de
plantillas (por ejemplo, 25 °C, 30 °C, 34 °C y 37 °C para longitudes de cajas compresoras de 5, 6, 7, y 8 nucleétidos,
respectivamente).

[0262] Cuando se realizan las reacciones que pueden ser iniciadas por el experimentador (por ejemplo, al agregar
un reactivo o al exponer a ultravioleta) los complejos pueden ser formados a temperaturas mas bajas, para asegurar
un nivel alto de formacién de complejos caja compresora-caja compresora, donde después el exceso de bloques de
construccién-oligos podrian ser removidos lavandose, y luego la reaccion puede ser iniciada. Dada la concentracién
mas baja de bloques de construccién-oligos después del lavado, la reaccion independiente de plantillas sera mucho
menos significativa.

Ejemplo 21:

[0263] En un procedimiento de varios pasos (donde los bloques de construccién-oligos son agregados al complejo
portador de la plantilla y reaccionan uno a la vez), es importante que los oligos (utilizados en el paso anterior, y
todavia enlazados a la plantilla) no interfieran con la reaccion del ultimo blogue de construccién-oligo agregado.

Aqui examinamos si la eficiencia de los enlaces transversales entre los oligos de los bloques de construccion
enlazados a la posicién 2 y a la posicién 0 son afectados por los oligos de bloques de construccion enlazados a la
posicion 3, en las configuraciones Ay B.
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Experimental.
[0264] Mezclar 10 ul del amortiguador A, los oligos relevantes en varias concentraciones (refiérase a la tabla XVI, a
continuacion), y agregar H20 a 50 pl.

Tabla XVI:
Experimento Oligo 1 (marcado | Oligo 1+ | Oligo 2 | Oligo 3 | Oligo 4 (oligo | Oligo 5 (plantilla
con **P) (BB1) (BBO) (plantilla) competidor) competidora)
A Ah 258 (1 pmol) Ah 202 Ah 252 Ah 154 (5
{10 pmol) {10 pmol) prmoli
B Ah 258 (1 pmol) Ah 252 AR 154 (5
{10 prmol) prmoli
C Ah 258 (1 pmal) Ah 202 Ah 252 Ah 154 (5 Ah 260 (10 pmol) | Ah 279 (5 pmol)
{10 pmol) {10 pmol) prmoli
D Ah 258 (1 pmol) 252 Ah 252 AR 1545 Ah 260 (10 pmol) | Ak 279 (5 pmol)
{10 prmol) prmoli
E Ah 272 (1 pmol) Ah 255 Ah 270 Ah 140 (5
{10 pmol) {10 pmol) prmoli
F Ah 272 (1 pmol) Ah 270 AR 140 (5
(10 prmol) prmol)

[0265] Recoser desde 80 °C a 30 °C (-1 °C/minuto) sin BB1. Agregar BB1 y recoser nuevamente desde 55 °C a 30
°C (-1 °C/minutos). Diluir 100 veces el amortiguador B + 50 mM de DMT-MM (preparado de acuerdo a Kunishima et
al. Tetrahedron (Tetraedro) (2001), 57, 1551). Incubar 30 °C durante la noche para Ay D, y a 10 °C durante 5
segundos y 35 °C durante un segundo, repetir durante la noche para E y F, y entonces analizar por medio de
electroforesis de gel con un 10% de poliacrilamida de urea.

[0266] Los resultados se muestran en la figura 25.

Conclusiones.

[0267] Una posicién ocupada 3 no interfiere con los enlaces transversales de los bloques de construccién enlazados
a la posicion 2 y 0 (figura 25, comparado la linea A con la linea B, a la linea C con la linea D, a la linea E con la linea
F).
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<160> 61
<170> Version de patente 3.2

<210>1

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 1
gctactcgta cgagn 15

<210> 2

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> Amino-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research catalogo # 10-1037-90)

<400> 2
gctactcgta cgagn 15

<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 3
gctactcgta cgagn 15

<210>4

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1)
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<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 4
ncacttgcag acagc 15

<210>5

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Amino-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1037-90)

<400> 5
ncacttgcag acagc 15

<210>6

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 6
ncacttgcag acagc 15

<210>7

<211>14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11

<400>7
gctactcgta cgag 14

<210>8

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (contenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 8
gctactggca tcggn 15

<210>9

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> Amino-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1037-90)

<400>9
gctactggca tcggn 15

<210> 10

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1)

<223> Amino-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1037-90)<400> 10

ncacttgcag acagc 15

<210> 11

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (56)..(56)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 11
cgacctctgg attgcatcgg tcatggctga ctgtccgteg aatgtgtcca gttacn 56

<210> 12

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> Secuencia artificial

<222> (1)..(1)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(2)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 12
ngtaactgga ctgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 13

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> caracteristica_misc
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<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)
<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 13
ngtaacacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccaget 56

<210> 14

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de bloques de construccién utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 14
ncattgacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 15

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(3)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 15
agnaacacct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 16

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 16
nttgtaactg gactgtaagc tgcctgtcag tcggtactga cctgtcgage atccagcet 58

<210> 17

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de bloques de construccion utilizados en los ejemplos 1 a 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (58)..(58)

<223> Amino-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)
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<400> 17
cgacctctgg attgcatcgg tcatggctga ctgtcecgteg aatgtgtcca gttacttn 58

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<400> 18
gctgtctgca agtgaaccga tgccagtage 30

<210> 19

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<400> 19
agctggatgc tcgacaggtc ccgatgcaat ccagaggteg 40

<210> 20

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (51)..(51)

<223> Fosforamidita de biotina (obtenida de Glen Research, catalogo # 10-1953-95)

<400> 20
gctgtctgca agtgaactcg tacgagtage gacagtcgac atcggtcacg n 51

<210> 21

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (51)..(51)

<223> Fosforamidita de biotina (obtenida de Glen Research, catalogo # 10-1953-95)

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (52)..(52)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 21

gctgtetgca agtgacactc gtacgagtag cgacagtcga catcggtcac gn 52
<210> 22

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (53)..(53)

<223> Biotina-amedita

<400> 22

gctgtctgca agtgacgact cgtacgagta gcgacagtcg acatcggtca cgn 53

<210> 23

<211>81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plantillas utilizadas en los ejemplos del 1 al 11

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (81)..(81)

<223> Fosforamidita de biotina (obtenida de Glen Research, catalogo # 10-1953-95)

<400> 23

goctgtctgca agtgacgact gatccaghbga catgogtace atogaactog tacgagtage

gacagtogac atcggtcacyg n

<210> 24

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos portan trisamina utilizados en el ejemplo 12

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (46)..(46)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 24
gacctgtcga geatccagct tcatgggaat tcctcgteca caatgnt 47

<210> 25

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligo de bloques de construccion utilizado en el ejemplo 13

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Modificador de tiol (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1053-95)

<400> 25
ncattgacct gtctgccbtg tcagtcggta ctgtggtaac geggatcgac ct 52

<210> 26

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> Oligo de bloques de construccion utilizado en el ejemplo 13

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Modificador de tiol (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1053-95)
<400> 26

mcattgacct gaaccatgbt aagekbgeetg tcagteggba ctacgactac gttcaggceaa &
ga 62
<210> 27
<211>81
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligo plantilla utilizado en el ejemplo 14

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Fosforamidita de biotina (obtenida de Glen Research, Catalogue # 10-1953-95)

<400> 27

ntettgectg aacgtagkeg taggtegatc cgogttacca gagcotggatg ctegacaggt el

cocogatgocaa tcoccagaggte g Bl

<210> 28

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 28
ngtaacacct ggacctgtcg agcatccage t 31

<210> 29

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (23)..(23)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 29
tctggattgc atcgggagtt acn 23

<210> 30

<211> 56
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 30
ngtaactcct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 31

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 31
ngtaactgct gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccagct 56

<210> 32
<211> 56

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 32
ngtaactggt gtgtaagctg cctgtcagtc ggtactgacc tgtcgagcat ccaget 56

<210> 33

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (76)..(76)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 33
cgacctotgy attgcategg tocatbttttt bttbttbttbt ttttggokbga ctgtoogtog &0
aatgtgtoca gttacn -

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2571933713

<210> 34

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 34
ngacctgtcg agcatccagc t 21

<210> 35

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(21)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 35
tctggattgc atcgggttac n 21

<210> 36

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(21)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 36
tctggattgc atcggttttt n 21

<210> 37

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> modificador de aminos 5 (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1905-90)

<400> 37
ngtaacacct ggacctgtcg agcatccagc t 31

<210> 38
<211>31
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (31)..(31)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 38
cgacctctgg attgcatcgg gcacggttac n 31

<210> 39
<211>31

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 39
nctggacagc tcgtaggtcg tttttttttt t 31

<210> 40

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 40
ngacctgtcg agcatccagc t 21

<210>41

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 41
ngacctgtcg agcatccagc t 21

<210> 42

<211> 27
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (27)..(27)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 42
cgacctctgg attgcatcgg tgttacn 27

<210> 43

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (26)..(26)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 43
acgactacgt tcaggcaaga gttacn 26

<210> 44

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccion utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 44
nctggacagc tcgtaggtcg tttttttttt t 31

<210> 45

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(21)

<223> Modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)

<400> 45
cgacctctgg attgcatcgg n 21

<210> 46

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligos de ADN para los bloques de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (25)..(25)

<223> modificador de aminos C6 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1039-90)<400> 46

cgacctctgg attgcatcgg ttacn 25

<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Modificador de aminos 5 (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1905-90)

<400> 47
ngtaacgacc tgtcgagcat ccagct 26

<210> 48

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> Modificador de aminos 5 (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1905-90)

<400> 48
ngtaactgga cctgtcgagc atccagct 28

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (26)..(26)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 49
acgactacgt tcaggcaaga gttacn 26

<210> 50
<211> 28

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (28)..(28)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 50
acgactacgt tcaggcaaga gcgttacn 28

<210>51

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(31)..(31)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 51
acgactacgt tcaggcaaga gcacggttac n 31

<210> 52

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligos de ADN para los blogues de construccién utilizados en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (28)..(28)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 52
cgacctctgg attgcatcgg gcgttacn 28

<210> 53

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(31)..(31)

<223> Carboxi-modificador C2 dT (obtenido de Glen Research, catalogo # 10-1035-90)

<400> 54
ctggtaacgc ggatcgacct gcgttacn 28

<210> 55

<211>80

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20
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<400> 55

agetggatge togacaggtc aggtogatce geogttaccag tettgoctga acgtagtogt al

cogatgcaat ccagaggtcg a0
<210> 56
<211> 87
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 56

agectggatge tcgacaggtc aagtaacagg togatoocgog ttaccagtet tgoctgaacg 6l
tagtcgtocog atgcaatcca gaggtcg a7

<210>57

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 57

cgacctacga getgtocaga agtaacagat cgatos 36
<210> 58

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 58
agetggatge togacaggtc aagtaacaco aggbtogatoco gogttaccag tottgocotga a0

acgtagtogt cocgatgcaat ccagaggtocg S0
<210> 59

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 59

cgacetasga getgtocaga agtaacaggt cgatcogogt taccagteott goctgaacgt 60

agtogtotgg tcacgbggat ccttga g6
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<210> 60

<211>81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 60
agetggatge togacaggtoc gaggtogatc ogogttacca gtottgoctg aacgtagtcog

toogatgoaa toecagaggtoc g

<210> 61

<211>85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bloque de construccion de oligos utilizado en los ejemplos 15 al 20

<400> 61

cgacctacga gotgtccaga aghtaactttt tttbtttiEtt ttortbtbttt CLLLtttbtto

tttttotggt cacgtggate cttga
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Reivindicaciones

1. Una biblioteca de diferentes complejos bifuncionales, donde cada complejo bifuncional comprende a una
molécula portada que esta adherida covalentemente a una plantilla de nucleétidos y que estd adherida
covalentemente a una plantilla complementaria de nucleétidos,

Donde el nimero de diferentes complejos bifuncionales en la biblioteca es de por lo menos 10°,

Donde las moléculas portadas son seleccionadas de un grupo que consiste de policiclos alifaticos; policiclos
aromaticos; poliheterociclos; hidrocarbonos de cadena abierta monofuncionales, difuncionales, o trifuncionales;
carbociclos no aromaticos monofuncionales, difuncionales o trifuncionales; hidrocarbonos monociclicos, biciclicos o
triciclicos; hidrocarbonos policiclicos conectados; heterociclos no aromaticos monofuncionales, difucnioanles, o
trifuncionales; heterociclos monociclicos, biciclicos o triciclicos; heterociclos policiclicos conectados; carbociclos
aromaticos monofuncionales, difuncionales o trifuncionales; carbociclos aromaticos monociclicos, biciclicos o
triciclicos; heterociclos monofuncionales, difuncionales o trifuncionales; heterociclos monociclicos, biciclicos o
triciclicos; quelatos; fullerenos; esteroides; y analogos de ciclosporina, y

Donde una plantilla de nucleétidos enlazada a una molécula portada permite una identificacion de la molécula
portada por medio de una determinacion de la secuencia de nucleétidos de la plantilla de nucleétidos.

2. La biblioteca de acuerdo a la reivindicacion 1 donde un ligando conocido que tienen una afinidad para con
una molécula objetivo forma parte de las moléculas portadas en la biblioteca, donde dicho ligando es capaz de guiar
a las moléculas cortadas a una parte definida de la molécula objetivo.

3. Un método para seleccionar moléculas portadas de la biblioteca de acuerdo a la reivindicacién 1, donde
dicho método comprende los pasos de:

)} Suministrar una biblioteca de acuerdo a la reivindicacion 1, donde un ligando conocido que tienen
una afinidad para con una molécula objetivo forma parte de las moléculas portadas de la biblioteca,

ii) Suministrar una molécula objetivo de interés,
iii) Guiar a las moléculas portadas a una parte definida de la molécula objetivo de interés, y
iv) Seleccionar moléculas portadas que se enlazan a la parte de la molécula objetivo que tiene una

afinidad para con el ligando.

4. Un método para incrementar la afinidad de una molécula objetivo para con un ligando que tiene una funcion
biologica deseable, pero una potencia demasiado baja para enlazarse a la molécula objetivo cuando no forma parte
de una molécula portada, donde dicho método comprende los pasos de:

i) Suministrar a la biblioteca de acuerdo a la reivindicacion uno, y
i) Realizar el método de la reivindicacién 3 para seleccionar a las moléculas portadas,
iii) Donde dicho método resulta en la seleccién de ligandos que tienen una funcion biolégica deseable,

pero muy baja potencia para enlazarse a una molécula objetivo cuando no forman parte de las moléculas
portadas de la biblioteca de acuerdo a la reivindicacion 1.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9A
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FIGURA 9B
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FIGURA 10A
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FIGURA 10B
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FIGURA 11
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Fig. 12
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FIGURA 13A-1
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FIGURA 13A-2
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FIGURA 13-A3
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FIGURA 13-A4
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FIGURA 13-B1
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FIGURA 13-B2
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FIGURA 13-B3
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FIGURA 13-B4
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Figura 14 El principio de la caja cerrada

Media temperatura (disociado cajas cerradas)
Baja temperatura (asociado cajas cerradas)

Reaccion Xe Y

a
a
S
— YK,
/» o e
L .

Wi A tffeeran

85



FIGURA 15
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Fig. 17
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Fig. 18
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Fig. 19
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Fig. 21
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Fig. 22
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Fig. 24
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Fig. 25
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