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DESCRIPCION
Multiples reacciones de cicloadicion para el etiquetado de moléculas
Campo de la invencién

La invencion se refiere a métodos para unir tetrazinas con diendfilos para establecer al menos dos enlaces realizando
secuencialmente al menos dos reacciones de cicloadicion. Los métodos en particular permiten establecer estrategias
de etiquetado multiple.

Antecedentes de la invencion

La capacidad de visualizar biomoléculas dentro de muestras de ensayo vivas mediante marcadores de fluorescencia
modificados técnicamente se ha convertido en una herramienta importante en la biotecnologia, la biologia celular y la
ciencia biosanitaria modernas. La codificacion de proteinas de fusion con proteinas autofluorescentes
comparativamente grandes es en la actualidad la técnica mas ampliamente aplicada. Como los colorantes sintéticos
ofrecen normalmente mejores propiedades fotofisicas que las proteinas autofluorescentes, se han desarrollado
estrategias alternativas basandose en la codificacion genética de marcadores unicos tales como marcadores Halo y
SNAP, que ofrecen alta especificidad pero aun tienen un tamafo bastante grande. Pueden usarse marcadores
pequefios como motivos de multihistidina o multicisteina para reconocer fluoréforos mas pequefos, pero dentro del
ambiente celular adolecen frecuentemente de problemas de especificidad ya que su elemento de reconocimiento
béasico se construye a partir de cadenas laterales de aminoacidos nativos. Dichas desventajas pueden superarse
utilizando quimica bioortogonal que se basa en la unién de restos no naturales en condiciones fisiologicas suaves.

Las quimicas potentes que se desarrollan eficientemente a temperaturas fisiolégicas y en entornos biolégicos
altamente funcionalizados son la cicloadicion de tipo Huisgen (3+2) catalizada por cobre (I) entre azidas lineales y
alquinos, la cicloadicién libre de cobre 3+2 entre azidas lineales y cicloalquinos en tension, o la reaccién de cicloadicion
de Diels-Alder (4+2) de demanda de electrones inversa entre un diendfilo en tension tal como trans-cicloocteno o
norborneno y una 1,2,4,5-tetrazina, ambas formas de quimica de clic (Blackman et al., J. Am. Chem. Soc. 2008, 130,
13518-13519; Kolb et al., Angew Chem Int Ed Engl 2001,40:2004; Devaraj et al., Angew Chem Int Ed Engl 2009,
48:7013; Devaraj et al., Bioconjugate Chem 2008, 19:2297; Devaraj ef al., Angew Chem Int Ed Engl 2010, 49:2869;
documento WO 2010/119389 A2; documento WO 2010/051530 A2). La cicloadicion estandar (3+2) entre un alquino y
una azida requiere un catalizador de cobre que sea toxico para las bacterias y las células de los mamiferos, lo que
reduce considerablemente la biocompatibilidad de este tipo de quimica de clic. Esta limitacién ha sido superada por
Bertozzi y colaboradores, quienes demostraron que la reaccion de clic se desarrolla faciimente sin la necesidad de un
catalizador téxico para las células cuando se utilizan alquinos en tension anular como sustrato (Agard ef al., J Am
Chem Soc 2004, 126:15046; documento WO 2006/050262 A2). Desde entonces, la quimica de clic sin cobre ha
encontrado un aumento de aplicaciones en el etiquetado de biomoléculas. Se usaron colorantes fluorescentes que
comprendian grupos ciclooctinilo para etiquetar carbohidratos y proteinas que comprenden restos azida unidos
enzimaticamente in vivo (Chang et al., Proc Natl Acad Sci USA 2010, 107:1821) y el etiquetado de acido fosfatidico
modificado con cicloalquino con fluoroforos de azido se describe en Neef y Schultz, Angew Chem Int Ed Engl 2009,
48:1498. No se requirié catalizador en estas aplicaciones. Karver et al. describen pares de reacciones bioortogonales
y mutuamente excluyentes para imagenes simultaneas, selectivas y de multiples dianas (Angew Chem Int Ed Engl
2012, 51:920-922).

Entre el repertorio en expansién de las quimicas, las aplicaciones de quimica in vivo de las cicloadiciones de Diels-
Alder inversas entre tetrazinas y dienéfilos en tensién atraen un interés significativo, particularmente de aquellos
interesados en realizar imagenes de células vivas y animales. Las ligaduras de tetrazina se benefician de una cinética
rapida y ajustable, asi como de la existencia de sondas fluorégenas. Las aplicaciones biomédicas de las cicloadiciones
de tetrazina se han descrito ampliamente y se ha abordado la implementacion de ligaduras de tetrazina en los
diagnosticos de nanomateriales. Para todo esto, véase, por ejemplo, la revision de Seckute y Devaraj, Current Opinion
in Chemical Biology 2013, 17, 761 - 767, y las referencias citadas en el mismo. Ademas, se estan desarrollando nuevas
tetrazinas y métodos para sintetizarlas (véase, por ejemplo, el documento WO 2013/152359 A1). Mas especificamente,
el documento WO 2011/095336 A2 describe métodos y kits para la modificacion post-sintética de acidos nucleicos por
la reaccién inversa de Diels-Alder, y el documento WO 2013/029801 A1 describe métodos para el etiquetado ortogonal
multiple de oligonucleétidos realizando simultdneamente una reaccioén Diels-Alder inversa y una reaccion de clic
catalizada por cobre. El documento WO 2011/112970 A2 proporciona composiciones y métodos que utilizan
reacciones de cicloadicion de Diels-Alder de demanda de electrones inversa bioortogonal para un acoplamiento rapido
y especifico de compuestos organicos a puntos cuanticos (QD).

La modificacién traduccional de proteinas por codificacion genética directa de aminoacidos no naturales fluorescentes
usando un par de ARNt ortogonal/aminoacil ARNt sintetasa ofrece especificidad exquisita, libertad de colocacién
dentro de la proteina diana y, en su caso, un cambio de estructura minimo. Este enfoque fue aplicado por primera vez
con éxito por Summerer et al. (Proc Natl Acad Sci USA 2006, 103:9785), que desarrollé un par de leucil ARNt/sintetasa
de Escherichia coli para codificar genéticamente el UAA dansilalanina en Saccharomyces cerevisiae. En respuesta al
codon de terminacion ambar TAG, la maquinaria de traduccion del huésped incorporé inmediatamente dansilalanina.
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Este enfoque se ha usado mientras tanto para codificar genéticamente varios colorantes pequerfios y otros restos de
interés. Por ejemplo, tirosil ARNtY"/sintetasa modificado de Methanococcus jannaschii, leucil ARNt®"/sintetasa de E.
coli, asi como pirrolisina ARNt*/sintetasa de Methanosarcina maize y M. barkeri para codificar genéticamente restos
de azida en polipéptidos (Chin et al., J Am Chem Soc 2002, 124:9026; Chin et al., Science 2003, 301:964; Nguyen et
al, J Am Chem Soc 2009, 131:8720, Yanagisawa et al., Chem Biol 2008, 15:1187; documento WO 2013/108044 A2;
documento WO 2002/085923 A2; documento WO 2002/086075 A2; documento EP2192185 A1). Wu et al
(Chembiochem 2012, 13: 1405-1408) y Chatterjee et al. (Biochemistry 2013, 52: 1828-1837) también se ocupan de la
preparacion traslacional de polipéptidos que contienen residuos de aminoacidos no naturales que pueden utilizarse
para fines de etiquetado.

El poder de las técnicas de microscopia de super resolucion (SRM) depende en gran medida de las caracteristicas de
los fluoréforos. La mayoria de los tintes organicos tienen mejores propiedades fotofisicas y son normalmente mas de
20 veces mas pequefios que las proteinas fluorescentes ampliamente utilizadas. Con los avances recientes en la
tecnologia de supresién ambar, ahora es posible dirigir fluoréforos pequefios, populares y disponibles comercialmente
a residuos de proteinas especificas. Por medio de un par ortogonal ARNt/aminoacil ARNt sintetasa (ARNt/RS) de
Methanosarcina mazei, se incorporan genéticamente aminoacidos no naturales (UAA) que transportan cadenas
laterales de alquino y alqueno en tensién en las posiciones codificadas por un codéon de terminacion ambar (TAG) (A.
Borrmann, S. Milles, T. Plass, J. Dommerholt, J. M. Verkade, M. Wiessler, C. Schultz, J. C. van Hest, F. L. van Delft,
E. A

Lemke, Chembiochem 2012, 13, 2094-2099; T. Plass, S. Milles, C. Koehler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int
Ed Engl 2011, 50, 3878-3881; T. Plass, S. Milles, C. Koehler, J. Szymanski, R. Mueller, M. Wiessler, C. Schuliz, E. A.
Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4166-4170; K. Lang, L. Davis, S. Wallace, M. Mahesh, D. J. Cox, M. L.
Blackman, J. M. Fox, J. W. Chin, Joumnal of the American Chemical Society 2012, 134, 10317-10320; S. Schneider,
M. J. Gattner, M. Vrabel, V. Flugel, V. Lopez-Carrillo, S. Prill, T. Carell, Chembiochem 2013, 14, 2114-2118; documento
WO 2012/104422). Estas modificaciones afiaden solo unos pocos atomos a la cadena lateral de aminoacidos y se
pueden colocar libremente dentro de la proteina, lo que reduce el riesgo de impacto funcional. Posteriormente, los
UAA de alquinos y alquenos en tensién pueden someterse a reacciones de cicloadicién de alquino-azida promovida
por cepas libres de catalizador (SPAAC) y cicloadicion 4+2 de Diels-Alder [de demanda de electrones inversa
promovida por cepas] (SPIEDAC) con fluoréforos organicos que contienen funcionalidades azida o tetrazina (Tet),
respectivamente. Ambas reacciones son totalmente biocompatibles. Ademas, son ortogonales entre si, ya que las
azidas solo reaccionan con alquinos pero no con alquenos (Y. Liang, J. L. Mackey, S. A. Lopez, F. Liu, K. N. Houk,
Joumal of the American Chemical Society 2012, 134, 17904-17907; M. R. Karver, R. Weissleder, S. A. Hilderbrand,
Angew Chem Int Ed Engl 2011.).

Mientras que la codificacion de un solo UAA se ha vuelto relativamente sencilla y se ha descrito la incorporacién de
mas de un UAA (documento US 2010/297693 A1; Han Xiao, et al., Angew Chem Int Ed Engl 2013, 52, 14080-14083),
todavia existe una demanda de estrategias de etiquetado de multiples colores robustas y eficientes en sistemas de
mamiferos. Se pueden concebir al menos dos estrategias distintas para el etiquetado de dos colores basado en UAA
y SRM, que sirven para diferentes disefios experimentales: i) Incorporacion simultanea de dos UAA diferentes, que
albergan dos quimicas ortogonales (por ejemplo, SPAAC y SPIEDAC), reconociendo cada una un codon diferente en
una sola proteina (por ejemplo, para la transferencia de energia por resonancia de Forster - estudios FRET) o en dos
proteinas diferentes (por ejemplo, para la microscopia de colocalizacion de dos moléculas diferentes), ii) codificacion
secuencial de dos UAA diferentes, que albergan dos quimicas ortogonales, en respuesta al mismo codén utilizando
un solo sistema de ARNt/RS. Esto se puede hacer en una forma de pulso-caza donde el primer UAA suministrado al
medio de crecimiento sea perseguido entonces por el segundo UAA. Esto puede ayudar, por ejemplo, a visualizar la
clasificacion de proteinas.

A pesar de grandes esfuerzos, todavia existe una gran demanda de estrategias para facilitar el etiquetado especifico
de sitio de proteinas in vitro e in vivo y estrategias de etiquetado de mdltiples colores fuerzas en sistemas de mamiferos
en particular. Por razones practicas, seria util que las reacciones de acoplamiento bioortogonales se desarrollaran con
una cinética extremadamente rapida (k > 102 M' s™") y una alta especificidad. La mejora de la cinética minimizaria
tanto el tiempo como la cantidad de agente de etiquetado requerido para mantener altos rendimientos de acoplamiento.
Por lo tanto, fue un objetivo de la presente invencidén disefiar reacciones de acoplamiento bioortogonales
extremadamente rapidas entre tetrazinas y diendéfilos que permitieran establecer estrategias de etiquetado multiple.
Mas especificamente, era un objetivo de la presente invencién proporcionar aminoacidos o analogos de los mismos
que pudieran incorporarse de forma traduccional en cadenas polipeptidicas y permitieran el etiquetado del polipéptido
resultante in vitro e in vivo, asi como establecer estrategias de etiquetado multiple.

Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para formar uniones mediante reacciones de cicloadicién, en donde el
método comprende hacer reaccionar una primera tetrazina con un primer dienéfilo seguido de hacer reaccionar una
segunda tetrazina con un segundo dienofilo, en donde la reaccién de la primera tetrazina con el primer diendéfilo se
desarrolla en presencia del segundo diendfilo, en donde
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(i) la primera tetrazina comprende un grupo de la férmula:
3
R N
N

(ii) el primer diendfilo comprende un grupo frans-ciclooctenilo de la formula:

en la que

R3 es alquilo C1-Cs;

R1

en la que

R’ es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0O-alquilo C1-Cas, (R*0)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

(iii) la segunda tetrazina comprende un grupo de la férmula:

N
(/ Y
N
%N)y
y
(iv) el segundo dienéfilo comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\

en la que

R2 es hidrégeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

Por consiguiente, en el método de la invencion, la primera tetrazina reacciona con el primer dienéfilo que comprende
el grupo trans-ciclooctenilo, y la segunda tetrazina reacciona con el segundo diendfilo que comprende el grupo
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ciclooctinilo. Las constantes de velocidad de ambas reacciones son altas y, sin embargo, la primera reaccion se
desarrolla en presencia del segundo diendfilo sin que la primera tetrazina reaccione sustancialmente con el segundo
diendfilo. Por lo tanto, la primera tetrazina se hace reaccionar con el primer dienéfilo en condiciones que no permiten
que la primera tetrazina reaccione sustancialmente con el segundo dienéfilo. Dicho de otra manera, la primera tetrazina
reacciona preferiblemente con el primer diendfilo en presencia del segundo diendfilo. Mas especificamente, la primera
tetrazina reacciona especificamente con el primer diendéfilo en presencia del segundo diendfilo. Por lo tanto, los
métodos de la invencion permiten la formacion de dos uniones diferentes a altas velocidades y aun con alta
especificidad proporcionando primero un primer y un segundo diendfilo y luego poniendo en contacto el primer y
segundo diendfilos con una primera tetrazina para que reaccione el primer diendfilo con la primera tetrazina en
condiciones que no permiten que la primera tetrazina reaccione sustancialmente con el segundo diendfilo.

El tipo de reacciones realizadas de acuerdo con la invencion permite conseguir constantes de velocidad k de 50 M-
s'omas, 1x102M" s o mas, 02 x 102 M" s' 0 mas para ambas reacciones.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, la primera reaccion (de la primera tetrazina con el primer dienéfilo) se
desarrolla a constantes de velocidad k de 5 x 102 M s" o mas, 1 x 103 M" s o mas, 0 2 x 10° M" s™' 0 mas.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, la segunda reaccion (de la segunda tetrazina con el segundo
diendfilo) se desarrolla a constantes de velocidad k de 50 M- s' 0 mas, 1 x 10> M s™' 0 mas, 0 2 x 102 M"' s' 0 mas.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, la primera y segunda reacciones se desarrollan a constantes de
velocidad segun dicho primer y segundo aspecto.

Para que la primera reaccion (de la primera tetrazina con el primer dienéfilo) se desarrolle de manera conveniente en
presencia del segundo diendfilo, la primera reaccion se produce a una velocidad mas alta que la reaccién de la primera
tetrazina con el segundo diendfilo. Por consiguiente, la constante de velocidad k de la primera reaccién suele ser al
menos 100 veces mayor que la constante de velocidad k de la primera tetrazina con el segundo diendfilo. Por
consiguiente, la reaccion de la primera tetrazina con el segundo diendfilo usualmente se desarrolla a constantes de
velocidad k de 5 M s™' 0 menos, 2 M s™' 0 menos, o 1 M' s' 0 menos. Es preferible que la constante de velocidad
k de la primera reaccién sea al menos 200 veces, 500 veces, 1000 veces, 5000 veces, o 10000 veces mayor que la
constante de velocidad k de la primera tetrazina con el segundo diendfilo. Por consiguiente, la reaccion de la primera
tetrazina con el segundo dienofilo preferiblemente se desarrolla a constantes de velocidad k de 0,5 M s™' 0 menos,
0,1 M's' 0o menos, 0,05 M s' 0 menos, 0 0,01 M" s”' 0 menos.

Los métodos para determinar las constantes de reaccion se conocen bien en la técnica y las constantes de reaccion
absolutas descritas en el presente documento se refieren en particular a la determinacién descrita en el ejemplo J en
el presente documento.

Ambas reacciones pueden realizarse en un amplio intervalo de temperaturas. En sistemas biolégicos, temperaturas
en el intervalo de 4 °C a 45 °C, por ejemplo, en el intervalo de 15 °C a 25 °C tal como aproximadamente 22 °C, o en
el intervalo de 30 °C a 40 °C tal como aproximadamente 37 °C, pueden usarse de manera conveniente.

La primera reaccion normalmente se deja avanzar durante un tiempo suficiente para permitir que sustancialmente
todos los grupos trans-ciclooctenilo (el primer diendfilo) reaccionen con la primera tetrazina antes de realizar la
segunda reaccién. Normalmente, los tiempos de reaccién de unos pocos minutos, por ejemplo, 60, 45 o 30 minutos o
menos, y en particular de 10 minutos o menos, son convenientes para que la primera reaccion se desarrolle de manera
conveniente. Sin embargo, se permite que la primera reaccioén se desarrolle solo en la medida en que no haya
sustancialmente reaccion de la primera tetrazina con el segundo diendfilo (es decir, los grupos ciclooctinilo).
Normalmente, los tiempos de reaccion de menos de 30 minutos, por ejemplo, menos de 25, 20 o 15 minutos, y en
particular menos de 10 minutos, son convenientes para que la primera reaccion se desarrolle sin sustancialmente
ningun segundo dienofilo que reaccione con la primera tetrazina.

Normalmente, se permite que la segunda reaccién se desarrolle durante un tiempo suficiente para permitir que
sustancialmente todos los grupos ciclooctinilo (el segundo diendfilo) reaccionen con la segunda tetrazina.
Normalmente, los tiempos de reaccion de 2 horas o menos, por ejemplo, 1 hora 0 menos, 45 minutos o menos, o 30
minutos o menos, y en particular de 20 minutos 0 menos, son convenientes para que la segunda reaccion se desarrolle
completamente. Debido a que la segunda reaccidén generalmente se realiza solo una vez que todos los grupos frans-
ciclooctenilo (el primer diendfilo) han reaccionado con la primera tetrazina, los tiempos de reaccion de la segunda
reaccion no tienen que tener en cuenta otra reaccion de cicloadicién potencialmente competitiva adicional. Sin
embargo, normalmente es conveniente que la segunda reaccion se deje desarrollar durante menos de 1 hora, por
ejemplo, menos de 50, 40 o 30 minutos, y en particular, durante menos de 20 minutos.

Los tiempos de reaccidn descritos en el presente documento se aplican en particular a las temperaturas de reacciéon
descritas en el presente documento, en particular a reacciones realizadas a temperatura ambiente, tal como
aproximadamente 37 °C.
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Si la primera o la segunda reaccion no se completa, es posible hacer reaccionar cualquier primer o segundo dienofilo
restante de una manera apropiada para convertir estos grupos a una forma que ya no sea reactiva con la primera o la
segunda tetrazina. Esto es especialmente conveniente para que se complete la primera reaccion, evitando asi que el
primer diendfilo restante reaccione con la segunda tetrazina. Por ejemplo, si la primera reaccién no se desarrolla hasta
completarse, quedando algunos grupos frans-ciclooctenilo sin reaccionar (el primer diendfilo), estos grupos pueden
reaccionar con la primera tetrazina adicional (inactivador), en los que la primera tetrazina adicional comprende un

grupo de formula:
3
R N
Y Y
N
%N)y

pero es diferente de la primera tetrazina inicialmente utilizada. Por ejemplo, si la primera tetrazina utilizada inicialmente
comprende una etiqueta, se puede usar una tetrazina correspondiente sin etiqueta como la primera tetrazina adicional.
Por ejemplo, el inactivador puede ser un compuesto de la férmula:

R3 N

Y \N
N
%N)\R“

0 una sal de adicion de acidos del mismo, en la que

R3 es alquilo C1-C3; y
R4 es un radical organico (tal como un grupo bencilo) que es diferente del resto en la posicion correspondiente
en la primera tetrazina usada inicialmente.

De acuerdo con una realizacién, el inactivador es (4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazina-3-il)fenil)metanamina o una sal de
adicion de acidos de la misma.

El desarrollo de esta manera puede ser ventajoso en situaciones en las que tener que la primera reaccion desarrollada
hasta completarse se asocia con desventajas (porque tendria que usarse una cantidad relativamente alta de la primera
tetrazina o los tiempos de reaccion convenientes no permiten que la reaccion continte hasta el final), y el uso de la
primera tetrazina adicional se asocia con ventajas (porque ayuda a mantener la cantidad de la primera tetrazina a usar
ser relativamente baja al tiempo que permite que la reacciéon avance hasta completarse dentro de los tiempos de
reaccion convenientes). Por ejemplo, aunque puede ser desventajoso usar una cantidad excesivamente alta de la
primera tetrazina (por ejemplo, porque es costosa), la primera tetrazina adicional puede no tener las mismas
desventajas y, por lo tanto, puede usarse en cantidades relativamente altas para completar la reacciéon dentro de
tiempos de reaccion convenientes). Por lo tanto, permitir que sustancialmente todos los grupos trans-ciclooctenilo (el
primer diendfilo) reaccionen con la primera tetrazina significa que al menos el 95, por ejemplo, al menos el 96, 97, 98
o el 99 % de los grupos trans-ciclooctenilo presentes inicialmente han reaccionado con la primera tetrazina, mientras
que los grupos trans-ciclooctenilo restantes pueden hacerse reaccionar opcionalmente con una primera tetrazina
adicional para que todos los grupos trans-ciclooctenilo (es decir, al menos el 99,9 % de los grupos trans-ciclooctenilo
inicialmente presentes) hayan reaccionado con la primera tetrazina (adicional).

Puede ser conveniente eliminar la primera tetrazina sin reaccionar antes de realizar la segunda reaccién. Esto se
puede hacer de una manera conocida per se. Asimismo, puede ser conveniente eliminar la primera tetrazina
(inactivador) sin reaccionar adicional antes de realizar la segunda reaccion. Esto, ademas, puede hacerse de una
manera conocida per se.

De acuerdo con un aspecto particular de la invencion, la primera tetrazina comprende un grupo de férmula:
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en la que R3 es alquilo C1-Cz y A es 1,4-fenileno o alquileno C+-Ce.

5 De acuerdo con un aspecto particular adicional de la invencion, la segunda tetrazina comprende un grupo de férmula:

@

en la que A es 1,4-fenileno o alquileno C1-Ce.

10
A es un grupo o parte de un grupo que une la tetrazina a un resto adicional, por ejemplo, una etiqueta. A puede ser el
mismo grupo en la primera y la segunda tetrazina, o A de la primera tetrazina puede ser diferente de A de la segunda
tetrazina. En particular, A es 1,4-fenileno.

15  Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién particular de la invencion, la primera tetrazina comprende un grupo de
férmula:

A\

N§

20 enlaque R® es alquilo C1-Cs.

Asimismo, de acuerdo con una realizacion particular de la invencion, la segunda tetrazina comprende un grupo de
férmula:

25

Debido a que la primera tetrazina lleva el sustituyente R3, la reactividad de la primera tetrazina con el primer dienofilo

es suficientemente diferente de la reactividad de la primera tetrazina con el segundo dienofilo. Por consiguiente, R® se

selecciona para proporcionar reactividades suficientemente diferentes. De acuerdo con la invencion, R® es
30 preferiblemente metilo o etilo. En particular, se prefiere metilo.

El punto de unién del grupo trans-ciclooctenilo o ciclooctinilo puede ser por un atomo de anillo en posicién a, f o y con
respecto al doble o triple enlace.
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De acuerdo con una realizacién particular, el grupo trans-ciclooctenilo o ciclooctinilo esta unido por el atomo del anillo
en la posicion a con respecto al doble o triple enlace.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto particular de la invencion, el primer dienofilo comprende un grupo frans-
ciclooctenilo de la féormula:

en la que

R’ es hidrégeno, halogeno, alquilo C4-Cs, (R20)2P(0)O-alquilo C+1-Cs, (R*O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1+-C4 o alquiltio C1-Cg,
alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil Ca-
Cs)amino; y

R2, R® independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

De acuerdo con un aspecto particular adicional de la invencion, el segundo dienéfilo comprende un grupo ciclooctinilo
de la férmula:

N

en la que

R? es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0O)O-alquilo C1-C4, (RYO)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C+-C4 o alquiltio C1-Ca,
alquilamino C+-Cs4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil Coz-
Cs)amino; y

Re, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

El grupo trans-ciclooctenilo o ciclooctinilo puede estar sin sustituir (es decir, R' y R2 son hidroégeno) o sustituido con
uno o mas de un radical R' o R?, respectivamente. Por lo tanto, puede haber uno o mas de un sustituyente R y/o R2.
Mas particularmente, puede haber hasta 5, por ejemplo, 1, 2 o 3, sustituyentes R'. Asimismo, puede haber hasta 5,
por ejemplo, 1, 2 o 3, sustituyentes R2. Por lo tanto, los grupos trans-ciclooctenilo o ciclooctinilo de la invencién pueden
representarse como se indica a continuacioén:

enlasqueaescero,1,2,3,405 ybescero, 1,2,3,405.

Si hay mas de un radical R', estos pueden ser radicales iguales o diferentes y dos radicales R pueden estar enlazados
al mismo atomo o a atomos diferentes. Asimismo, si hay mas de un radical R?, estos pueden ser radicales iguales o
diferentes y dos radicales R? pueden estar enlazados al mismo atomo o a atomos diferentes. Por ejemplo, R' y/o R?
pueden ser dos atomos de fltior unidos a un atomo del anillo de carbono.

R" es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-C4, alquilamino C+-
Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino, siendo
R@ y RP independientemente hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

De acuerdo con una realizacion particular, R" es hidroégeno.
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R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-C4, alquilamino C+-
Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino, siendo
Rey R? independientemente hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

De acuerdo con una realizacion particular, R? es hidroégeno.
De acuerdo con una realizacion particular adicional, R' es hidrogeno y R? es hidrégeno.

De acuerdo con una realizacién particular adicional de la invencion, el grupo trans-ciclooctenilo tiene la formula:

1

R
en la que
R? es hidrogeno;
y . .
la primera tetrazina comprende un grupo de férmula:
R N,
= N

en la que
R3 es metilo.

De acuerdo con una realizacién particular adicional de la invencién, el grupo ciclooctinilo tiene la formula:

N

en la que

R! es hidrégeno;

la segunda tetrazina comprende un grupo de férmula:

)
N%N

Por lo tanto, la presente invencién se refiere en particular a métodos para formar uniones mediante reacciones de
cicloadicion, en donde el método comprende hacer reaccionar una primera tetrazina con un primer diendfilo seguido
de hacer reaccionar una segunda tetrazina con un segundo diendfilo, en donde la reaccion de la primera tetrazina con
el primer diendfilo se desarrolla en presencia del segundo dienéfilo, en donde

(i) la primera tetrazina comprende un grupo de la féormula:
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H,C. N
° Y\|N

N

\)\/

(ii) el primer diendfilo comprende un grupo frans-ciclooctenilo de la formula:

(iii) la segunda tetrazina comprende un grupo de la férmula:

N
Y
N
\K/
y
(iv) el segundo diendfilo comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\

La presente invencion también se refiere a kits que pueden usarse para realizar los métodos de la invencion.
Los kits particulares de la invencion incluyen:

(i) una primera tetrazina que comprende un grupo de la féormula:

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;

y

(i) una segunda tetrazina, que comprende un grupo de la formula:

N.
7
N
%N)\/
Dicha primera y segunda tetrazinas son en particular agentes que pueden usarse para etiquetar moléculas diana o
composiciones de moléculas diana y, por lo tanto, se denominan en el presente documento también agentes de
etiquetado. Estos incluyen, en particular, los agentes de etiquetado que se describen en el presente documento.

Otros kits particulares de la invencion incluyen:

(i) un primer agente que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la férmula:

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2699 082 T3

N
\(/ \|N
\A/
en la que
R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

R2, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y (ii) un segundo agente que comprende
un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\

en la que

R2 es hidrégeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

Dicho primer y segundo agentes son en particular agentes que pueden usarse para modificar moléculas diana o
composiciones de moléculas diana y, por lo tanto, se denominan en el presente documento también agentes de
modificacion. Estos incluyen en particular los aminoacidos no naturales y sus analogos como se describe en el
presente documento.

Ademas, los kits de la invencion pueden incluir la primera y la segunda tetrazina como se describe en el presente
documento, asi como el primer agente que comprende un grupo frans-ciclooctenilo y el segundo agente que
comprende un grupo ciclooctinilo.

Los métodos de la invencion son especialmente adecuados para unir una gran variedad de moléculas entre si o ligadas
entre si. Por ejemplo, entre estas moléculas hay polipéptidos, oligonucleétidos, glicanos, lipidos, tintes, agentes
terapéuticos, agentes de diagndstico, agentes quelantes/formadores de complejo, superficies en fase solida,
nanoparticulas, puntos cuanticos.

Los métodos de la invencién son especialmente adecuados para el etiquetado multiple, es decir, al menos doble, de
moléculas uniendo secuencialmente la primera tetrazina al primer diendéfilo seguido de la segunda tetrazina al segundo
diendfilo. Por consiguiente, la primera tetrazina es un primer agente de etiquetado y la segunda tetrazina es un
segundo agente de etiquetado.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a métodos para etiquetar moléculas, comprendiendo el método poner en
contacto una molécula diana o una composicion de molécula diana con

() un primer agente de etiqguetado que comprende un grupo de la formula:

R N

\r/ \|N
“\)\/

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;

seguido de
(i) un segundo agente de etiquetado que comprende un grupo de la formula:

11
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N

<
N\)\/

en la que la molécula diana comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R1
en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino Cz-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y

(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\

en la que

R? es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio
C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C4-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

en la que la composicién de moléculas diana comprende
(i) un primera molécula diana que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

1

R

en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y

(i) una segunda molécula diana que comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\

en la que

R?2 es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,

12
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CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

Los agentes de etiquetado de la invencion pueden comprender cualquier etiqueta, siempre que la etiqueta del primer
agente de etiquetado sea diferente de la etiqueta del segundo agente de etiquetado. Las etiquetas de la invencién
incluyen tintes (por ejemplo, tintes fluorescentes, luminiscentes o fosforescentes, tales como tintes de dansilo,
cumarina, fluoresceina, acridina, rodamina, silicio-rodamina, BODIPY o cianina), croméforos (por ejemplo, fitocromo,
ficobilina, bilirrubina, etc.), radiomarcadores (por ejemplo, formas radiactivas de hidrégeno, flior, carbono, fosforo,
azufre, o yodo, tal como tritio, flior-18, carbono-11, carbono-14, fésforo-32, fosforo-33, azufre-33, azufre-35, yodo-
123, o0 yodo-125), etiquetas de giro sensibles a la RM, etiquetas de afinidad (por ejemplo, biotina, etiqueta His, etiqueta
Flag, etiqueta strep, azlcares, lipidos, esteroles, enlazadores de PEG, bencilguaninas, bencilcitosinas, o co-factores),
grupos polietilenglicol (por ejemplo, un PEG ramificado, un PEG lineal, PEG de diferentes pesos moleculares, etc.),
fotoreticuladores (como p-azidoyodoacetanilida), sondas de RMN, sondas de rayos X, sondas de pH, sondas IR,
resinas, soportes solidos y compuestos bioactivos (por ejemplo, farmacos sintéticos).

En algunas realizaciones, los tintes pueden incluir un agente de contraste NIR que emite fluorescencia en la region
del infrarrojo cercano del espectro. Los fluoréforos de infrarrojo cercano a modo de ejemplo pueden incluir tintes y
otros fluoréforos con longitudes de onda de emisién (por ejemplo, longitudes de onda de emisién maximas) entre
aproximadamente 630 y 1000 nm, por ejemplo, entre aproximadamente 630 y 800 nm, entre aproximadamente 800 y
900 nm, entre aproximadamente 900 y 1000 nm, entre aproximadamente 680 y 750 nm, entre aproximadamente 750
y 800 nm, entre aproximadamente 800 y 850 nm, entre aproximadamente 850 y 900 nm, entre aproximadamente 900
y 950 nm, o entre aproximadamente 950 y 1000 nm. Los fluoréforos con longitudes de onda de emisién (por ejemplo,
longitudes de onda de emision maximas) superiores a 1000 nm también se pueden usar en los métodos descritos en
el presente documento.

Los fluoréforos utiles en los presentes métodos incluyen: acido 7-amino-4-metilcumarin-3-acético (AMCA), TEXAS
RED™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.), 5-(y -6)-carboxi-X-rodamina, lisamina rodamina B, 5-(y -6)-
carboxifluoresceina, fluoresceina-5-isotiocianato (FITC), acido 7-dietilaminocumarin-3-carboxilico, tetrametilrodamina-
5-(y -6)-isotiocianato, 5-(y -6)-carboxitetrametilrodamina, acido 7-hidroxicumarin-3-carboxilico, acido 6-[fluoresceina 5-
(y -6)-carboxamido]hexanoico, acido N-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a diaza-3-indacenopropionico, eosina-5-
isotiocianato, eritrosina-5-isotiocianato, y azul acetilazida CASCADE™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.) y tintes
ATTO.

Los compuestos bioactivos que pueden unirse a un polipéptido de la invencién incluyen compuestos citotdxicos (por
ejemplo, compuestos quimioterapéuticos para el cancer); compuestos antiviricos; modificadores de la respuesta
biolégica (por ejemplo, hormonas, quimiocinas, citocinas, interleucinas, etc.); agentes que afectan a los microtubulos;
moduladores de hormonas; y compuestos esteroideos.

Una molécula diana de la invencion puede ser cualquier molécula que se va a marcar. Las moléculas diana de la
invencion incluyen polipéptidos, oligonucleotidos, glicanos vy lipidos.

Los métodos de la invencién se pueden usar para marcar la misma molécula diana (por ejemplo, un polipéptido), de
manera que la molécula diana comprenda ambas etiquetas primera y segunda, o se puedan marcar dos moléculas
diana diferentes de manera que una primera molécula diana comprenda la primera etiqueta y una segunda molécula
diana comprenden la segunda etiqueta. Si se marcan dos moléculas diana diferentes, las moléculas diana pueden ser
del mismo tipo (por ejemplo, dos polipéptidos) o de diferentes tipos (por ejemplo, un polipéptido y un oligonucleétido).
El etiguetado de dos moléculas diana diferentes del mismo tipo (por ejemplo, dos polipéptidos) incluye el etiquetado
de dos poblaciones del mismo polipéptido que son esencialmente idénticas, pero para el dienéfilo. Dichos polipéptidos
se pueden obtener de varias maneras, por ejemplo, incorporando el primer y el segundo dienoéfilo en diferentes
poblaciones del polipéptido en diferentes puntos temporales.

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién de la invencion, el grupo trans-ciclooctenilo esta unido a un residuo de
aminoacido de un polipéptido diana, y el grupo ciclooctinilo esta unido a un residuo de aminoacido de un polipéptido
diana. De acuerdo con una realizacion particular de la invencion, el grupo frans-ciclooctenilo y el grupo ciclooctinilo
estan unidos a residuos de aminoacidos de un polipéptido diana, en donde el resto de aminoacido al que esta unido
el grupo trans-ciclooctenilo es normalmente diferente del residuo de aminoacido al que esta unido el grupo ciclooctinilo.
De acuerdo con una realizacién particular adicional de la invencidn, el grupo trans-ciclooctenilo esta unido a un residuo
de aminoacido de un primer polipéptido diana, y el grupo ciclooctinilo esta unido a un residuo de aminoacido de un
segundo polipéptido diana.

Si se va a marcar una primera y una segunda molécula diana, ambas forman parte de la composicién que se somete
a las reacciones de etiquetado. Las composiciones de la invencion incluyen sistemas biolégicos, tales como
organismos o muestras biolégicas. De acuerdo con una realizacién de la invencioén, la muestra biolégica comprende
una célula.

13
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Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a sistemas biolégicos, por ejemplo, organismos o muestras
biolégicas, y en particular células, que comprenden

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R1

CH

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (R*O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cas, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil Ci1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

en la que

)(/ii) un grupo ciclooctinilo de la formula:
N
R2
en la que
R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Cas, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

Los organismos de la invencion incluyen todos los tipos de organismos, tales como procariotas y eucariotas. Por
consiguiente, las células de la invencién incluyen todos los tipos de células, tales como células procariotas o
eucariotas. De acuerdo con una realizacién de la invencion, es una célula eucariota, por ejemplo, una célula de
mamifero.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, los grupos frans-ciclooctenilo y ciclooctinilo pueden unirse a cualquier
componente del sistema biologico, por ejemplo, componente celular, tales como polipéptidos, oligonucleottidos,
glicanos y lipidos. Por consiguiente, las realizaciones particulares de la invencion incluyen el grupo trans-ciclooctenilo
que esta unido a un polipéptido y el grupo ciclooctinilo que esta unido a un polipéptido, en donde el grupo frans-
ciclooctenilo y el grupo ciclooctinilo estan unidos al mismo polipéptido, o el grupos frans-ciclooctenilo esta unido a un
primer polipéptido y el grupo ciclooctinilo esta unido a un segundo polipéptido, el primer y el segundo polipéptido son
polipéptidos diferentes.

De acuerdo con una realizacién particular, una célula de la invencion se prepara por un método que comprende
a) proporcionar una célula que comprende:

(i) una primera aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica; y opcionalmente una segunda
aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica;

(i) un primer ARNt que tiene un anticodén para un primer codén selector, o un polinucleétido que codifica dicho
ARNt; y opcionalmente un segundo ARNt que tiene un anticodon para un segundo coddn selector, o un
polinucleétido que codifica dicho ARNt; y y

(iii) un polinucleétido que codifica un polipéptido diana y que comprende uno o mas de un primer y segundo
codon o codones selectores; o un primer polinucledtido que codifica un primer polipéptido diana y que
comprende uno o mas de un primer codén selector y un segundo polinucleétido que codifica un segundo
polipéptido diana y que comprende uno o mas de un segundo codon selector,

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii) con un primer aminoacido
no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de férmula:
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en la que

R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

y con un segundo aminoacido no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo ciclooctinilo de la
férmula:

N\

en la que

R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

o
en la que dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii) con un primer aminoacido
no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de férmula:

R

en la que

R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

R2, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y

dicha segunda aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el segundo ARNI (ii) con un segundo aminoacido no
natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

(2
R2
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en la que

R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

b) poner en contacto la célula con el primer y el segundo aminoacido no natural o un analogo del mismo; y
c) permitir la traduccién del polinucleétido o polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el primer y el segundo

aminoacidos no naturales o los analogos de los mismos, en el polipéptido o polipéptidos diana en la posicién o
posiciones codificadas por el codén o codones selectores.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, la célula se pone en contacto con el primer y el segundo aminoacidos
no naturales o los analogos de los mismos, secuencialmente. Por consiguiente, el método de la invencion comprende:

a) poner en contacto la célula con el primer aminoacido no natural o el analogo del mismo; y

b) permitir la traduccion del polinucleétido o polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el primer aminoacido
no natural o el analogo del mismo en el polipéptido diana en la posicién o posiciones codificadas por el codon o
codones selectores;

c) poner en contacto la célula con el segundo aminoacido no natural o el analogo del mismo; y

d) permitir la traduccién del polinucleétido o polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el segundo aminoacido
no natural o el analogo del mismo en el polipéptido diana en la posicion o posiciones codificadas por el codon o
codones selectores.

En esta realizacién, puede usarse un solo par aminoacil ARNt sintetasa/ARNt para incorporar el primer y el segundo
aminoacido no natural o el analogo del mismo, en diferentes poblaciones de un polipéptido en diferentes puntos de
tiempo.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, el primer aminoacido no natural o el analogo del mismo es un compuesto

de la férmula:
lFé‘ 0
x1—>€—x3—><‘—>€—(H:_H_o_x6
en la que:
X! tiene la férmula:

R1

R1

CH

es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Cs, (R%0)2P(0)0O-alquilo C4-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C+-C4 o alquiltio C1-Ca,
alquilamino C+-Cs4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil Coz-

Cs)amino;

R?, R* independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)0O-, -NH-C(0O)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(O)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NHz2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(0)-NH-CH(NHz)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

X8 es hidrégeno, alquilo C1-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-
Cr-alquilo C1-Cz;

R4 es -OH o -NHg;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero entero de 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.
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De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, el segundo aminoacido no natural o el analogo del mismo es un
compuesto de la formula:

K o
x1—x2—x*—>(‘—>€—<l:|—u—o—x3

en la que:

X1 tiene la féormula:

R? es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0O)O-alquilo C1-C4, (RYO)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C+-C4 o alquiltio C1-Ca,
alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil Co-
Cs)amino;

Re, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X? es -CH>-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0O)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CHz2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(0)-NH-CH(NH2)-, -C(0)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(0O)- o -NH-C(NH)-NH-C(0)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-(CH2)n-;

X8 es hidrégeno, alquilo C1-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-Cz, alcanoiloxi C2-Cr-alquilo C1-Cz o alcanoilsulfanil Cz-
Cr-alquilo C1-Cz;

R4 es -OH o -NH;

n es un numero entero de 1 a 4;
m es un numero enterode 1 a 6;y
p es un numero entero de 1 a 6,

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo.
La presente invencion también se refiere a polipéptidos que comprenden

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

1

3 R
en la que
R? es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (R*0O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C+-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

y

(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

en la que

R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
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hidroxilo, alcoxi C1-Cas, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, los polipéptidos comprenden un residuo de la férmula:

7 o
xt xz—xs—x“—xs—é
H
en la que:
X! tiene la formula

R’ es hidrégeno, halogeno, alquilo C4-Cs, (R20)2P(0)O-alquilo C+1-Cs, (R*0O)2P(0)-alquilo C1-Cs4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1+-C4 o alquiltio C1-Cg,
alquilamino C+-Cs4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil Coz-
Cs)amino;

R2, R independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHa-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -C(0)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(0O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

Z' es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;
m es un numero enterode 1 a 6;y
p es un numero entero de 1 a 6,

y un residuo de la formula:

7 o
x1—x2—x3—x"—x5—é
H
en la que:
X1 tiene la férmula:

R2 es hidrégeno, halogeno, alquilo C1-Cs, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (RYO)2P(0)-alquilo C4-Cs, CF3z, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Cg,
alquilamino C+-Cs4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil Coz-
Cs)amino;

Re, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHa-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -C(0)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

Z es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;
m es un numero enterode 1 a6;y
p es un numero entero de 1 a 6.
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Ademas, la presente invencion también se refiere a un método para preparar el polipéptido de la invencion,
comprendiendo el método:

a) proporcionar un sistema de traduccion que comprende:

(i) una primera aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica; y opcionalmente una segunda
aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica;

(i) un primer y un segundo aminoacido no natural o un analogo del mismo;

(iiif) un primer ARNt que tiene un anticodon para un primer codoén selector, o un polinucleétido que codifica dicho
ARNt; y opcionalmente un segundo ARNt que tiene un anticodon para un segundo codén selector, o un
polinucleétido que codifica dicho ARNt; y y

(iv) un polinucleétido que codifica un polipéptido diana y que comprende uno o mas de un primer y segundo
codén o codones selectores,

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARN! (iii) con el primer aminoacido
no natural o el analogo del mismo (ii) que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R1

en la que

R’ es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (R*O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cas, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y

dicha segunda aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el segundo ARNL (iii) con el segundo aminoacido no
natural o el analogo del mismo (ii) que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

N

en la que

R2 es hidrégeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

b) permitir la traduccion del polinucleétido o polinucleétidos (iv) incorporando de este modo el primer y el segundo
aminoacidos no naturales o los analogos de los mismos, en el polipéptido en la posiciéon o posiciones codificadas
por el codon o codones selectores.

Los polipéptidos de la invencién se pueden hacer reaccionar con una primera tetrazina seguida de una segunda
tetrazina de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, para introducir dos etiquetas
diferentes en los sitios correspondientes a los aminoacidos no naturales que comprenden el grupo trans-ciclooctenilo
y ciclooctinilo, respectivamente.

Aun adicionalmente, la presente invencién se refiere a aminoacidos no naturales que comprenden un grupo trans-
ciclooctenilo de la féormula:
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en la que

R! es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Cs, (R%0)2P(O)0O-alquilo C4-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1+-C4 o alquiltio C1-Ca,
alquilamino C+-Cs4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil Coz-
Cs)amino; y

R?, R* independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

o un analogo de dicho aminoacido no natural.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, dichos aminoacidos no naturales tienen la formula:

‘Fé‘ 0
x1—x2—x3—><‘—x5—(H:—“—o—>%

en la que

X! es un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R’ es hidrégeno, halogeno, alquilo C4-Cs, (R20)2P(0)O-alquilo C+1-C4, (R*O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1+-C4 o alquiltio C1-Cg,
alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil Co-
Cs)amino; y

R2, R® independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

X2 es -CHa-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CHz2-O)m-, -(CH2-O)p-, 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -C(0)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

X8 es hidrégeno, alquilo C+-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-Cz2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-
Cr-alquilo C1-Cz;

R4 es -OH o -NHz;

n es un numero entero de 0 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

o una sal de adicion de acidos o bases de los mismos.

Con respecto a la capacidad de los aminoacidos no naturales de incorporarse traduccionalmente en una cadena
polipeptidica, las variables X2, X3, X4, X%, X8 n, m, p, y R* tienen, en particular, los siguientes significados que, cuando
se toman en solitario o en combinacion, representan realizaciones particulares de los aminoacidos no naturales
descritos en el presente documento o cualquier otra férmula en la que aparezcan estas variables.

X? es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(O)0O-, -NHC(O)- 0 -C(O)NH-.

Preferiblemente, X2 es -O-.

X3 es alquileno C+-Cs, -(CH2-CH2-O)m- 0 un enlace sencillo;ymes 1,2, 3,4, 50 6.

En relacion con X3, alquileno C1-Cs se refiere preferiblemente a alquileno de cadena lineal.

Preferiblemente, X3 es -CH2-CH2-O- o un enlace sencillo.

Como alternativa, X3 es -(CH2-O)p-; y p es 1, 2, 3, 4, 5 0 6. De acuerdo con una realizacion particular, X3 es -CH2-O-
(es decir, pes 1).

De acuerdo con un aspecto de la invencion, el elemento estructural -X2-X3- comprende de 1 a 6 atomos en la cadena
principal, tal como 1, 2, 3 0 4 4tomos en la cadena principal.
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De acuerdo con una realizacion particular, -X2-X3- es -O- u -O-(CH2)2-O-.

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -C(O)-NH-
C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(0)- 0 -NH-C(NH)-NH-C(O)-.

Preferiblemente, X* es -NH-, -C(O)-NH-, -NH-CH(NH2)-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)- 0 -C(0)-NH-C(NH)-NH-

De acuerdo con una realizacion preferida, X* es -C(O)-NH-.

X5 es -(CH2)r- en la que n es como se define en el presente documento, o fenileno-CHo-.

De acuerdo con una realizacion, X5 es -(CH2)n-. n es un nimero entero de 1 a 4.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, n es 3 0 4.

De acuerdo con una realizacién preferida, n es 4.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, n es 1.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, X® es fenileno-CHz-, en la que fenileno es en particular 1,3-
fenileno o 1,4-fenileno. Se prefiere 1,4-Fenileno. El resto fenileno esta unido a X* y el metileno al atomo de carbono
que lleva R* (0 Z").

De acuerdo con una realizacion particular, -X*-(CH2)n- €s -NH-(CH2)n-, -NH-C(O)-(CH2)n-, -NH-CH(NH2)-(CH2)n-, -NH-
C(NH)-NH-(CH2)n-, -C(0)-NH-CH(NH2)-(CH2)n- 0 -C(0)-NH-C(NH)-NH-(CH2)n-, en las que n es preferiblemente 3 o 4,

ones 1.

De acuerdo con una realizacion preferida, -X*-(CHz2)n- es -C(O)-NH-(CH2)n-, en las que n es preferiblemente 304, 0on
es 1.

De acuerdo con una realizacion particular adicional, -X*-(CHz2)n- es -NH-(CH2)4-, -NH-C(0)-CH2-, -NH-C(0)-(CH2)2-, -
NH-CH(NH2)-(CHz)3-, -NH-CH(NH2)-(CH2)s-, -NH-C(NH)-NH-(CHz2)3-, -C(0)-NH-CH(NH2)-(CH2)3-, -C(O)-NH-CH(NH2)-
(CH2)s- 0 -C(O)-NH-C(NH)-NH-(CHz2)3-.

De acuerdo con una realizacion preferida, -X*-(CH2)n- s -C(O)-NH-(CH2)4-.

De acuerdo con una realizacion adicional, -X*-(CH2)n- es -C(O)-NH-CHa-.

De acuerdo con una realizacion particular adicional, -X*-fenileno-CHa- es -NH-fenileno-CHa-, -NH-fenileno-CH2-, -NH-
CH(NHz2)-fenileno-CHz-, -NH-C(NH)-NH-fenileno-CH-, -C(0)-NH-CH(NH2)-fenileno-CH2- o -C(O)-NH-C(NH)-NH-
fenileno-CHz-, en las que fenileno es preferiblemente 1,4-fenileno.

De acuerdo con un aspecto particular de la invencion, -X2-X3-X4- comprende una funcionalidad carbamato -O-C(O)-
NH- (por ejemplo, X2 es -O-, X® es un enlace y X* es -C(0)-NH-, o X® es -(CH2-CH2-O)m- 0 -(CH2-O)p- y X* es -C(O)-
NH-).

De acuerdo con una realizacion particular, el elemento estructural -X2-X3-X4-(CHz2)n- comprende de 5 a 12 atomos en
la cadena principal, tal como 6, 7, 8, 9, 10 o 11 atomos en la cadena principal.

De acuerdo con una realizacion particular, -X2-X3-X*- es -O-C(0)-NH-, -O-CH2-0O-C(O)-NH- u -O-(CH2)2-O-C(O)-NH-.

De acuerdo con una realizacion preferida, X'-X2-X3-X*-(CH2)n- es X'-O-C(0)-NH-(CH2)4-, X'-O-CH2-O-C(0)-NH-
(CH2)4- 0 X'-0O-(CHz2)2-0-C(0)-NH-(CH2)4-.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, X'-X2-X3-X4-(CHz)n- es X'-O-C(O)-NH-CH2-, X'-O-CH2-O-C(0)-
NH-CHz- 0 X'-O-(CHz)2-0-C(0)-NH-CHo-.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, X'-X2-X3-X“-fenileno-CH>- es X'-O-C(O)-NH-fenileno-CHa-, X'-O-
CH2-0-C(0)-NH-fenileno-CHz- o X'-O-(CH2)2-O-C(O)-NH-fenileno-CHz-, en las que fenileno es preferiblemente 1,4-
fenileno.

X8 es hidrogeno, alquilo C1-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-Co, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-Cz-
alquilo C1-Co.

De acuerdo con una realizacion particular, X® es hidrogeno, alcoximetilo C1-Cs, alcoxiet-1-ilo C1-Cs (especialmente 1-
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(alcoxi C1-Cs)et-1-ilo), alcanoiloximetilo C2-C7 o alcanoilsulfaniletilo C2-C7.
De acuerdo con una realizacion preferida, X® es hidrogeno.
R* es -OH o -NH2. Preferiblemente, R* es -NHa.

Con respecto al atomo de carbono asimétrico que porta R* (y Z") el aminoacido no natural o su analogo de la invencion
puede tener una configuracion S o R (de acuerdo con las reglas de prioridad de Cahn-Ingold-Prelog), prefiriéndose la
configuracién S.

De acuerdo con una realizacion preferida, -X3>-CHR*-C(0)O-X® tiene la formula

(0]
6
wo/x
R ,

en la que R*y X® son como se definen en el presente documento y X® es en particular hidrogeno.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, -X5-CHR*-C(O)O-X® tiene la formula

O
6
MO/X
R* ,

en la que R*y X® son como se definen en el presente documento y X® es en particular hidrogeno.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, -X3-CHR4-C(O)O-X® tiene la formula

0
6
o/X
R4

en la que R*y X® son como se definen en el presente documento y X® es en particular hidrogeno.

De acuerdo con una realizacién particular adicional, el primer aminoacido no natural es un compuesto de la férmula:

0 NH,
)J\ MOH
O N
H
(e}
or
0 NH,
(o] OH
@ N
H
(o]
: 0

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

De acuerdo con una realizacion particular adicional, el segundo aminoacido no natural es un compuesto de la férmula:
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o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra: a) Estructuras de UAA; b) Gel de SDS-PAGE tefiido con Coomassie de GFPTAGUAA gn
ausencia (-) o presencia (+) de UAA. La banda GFP (la flecha apunta a un marcador de peso molecular de 35 kDa)
solo esta presente cuando la mutacion Y39TAG se suprime con éxito. Los isdmeros TCO (TCO*, TCO*) muestran
un mayor rendimiento de expresion que TCO; c) Los isbmeros de TCO se mezclaron con clorhidrato de cisteamina
y los espectros de "H RMN (solo se muestran las sefiales relevantes para observar la configuracion cis-trans, el
eje x es ppm) se midieron en miltiples puntos de tiempo y temperaturas (para mas detalles, véase la figura 8). La
grafica muestran los datos de desplazamiento quimico medidos a las 0 h, temperatura ambiente (rojo) y 24 h, 60 °C
(azul). Los puntos de color negro indican las sefales del doble enlace y los protones -CHO- de las formas trans de
TCO*y TCO¥. Las flechas de color negro indican las sefiales que pertenecen a los isémeros cis correspondientes
que se forman en el tratamiento térmico con tiol. Mientras que los tres TCO se degradan con el tiempo en presencia
de tioles, TCO* muestra la mayor estabilidad quimica (~80 % del isbmero trans que queda después de 24 h); d) se
hizo reaccionar GFPTAG—UAA pyrificado (200 nM) con dos tetrazinas (15 uM, 20 min, 37 °C ) y azida (45 uM, 10 h,
37 °C). Se muestra el resultado del gel de SDS-PAGE tefiido con rayos UV asi como tefiido con Coomassie.

La Figura 2 muestra: a) Esquema del esquema de expresion y etiquetado empleado para el etiquetado de doble
color del receptor de insulina que contiene una mutacién ambar (IR™C); b) Imagenes confocales de etiquetado de
doble color de IR con diferentes combinaciones de UAA y tintes. Los paneles de la izquierda muestran una
combinacion de etiquetado SPIEDAC (TCO* + Me-Tet-Cy3 y SPAAC (BCN + azida-Cy5). Los paneles de la
derecha muestran una combinacion de SPIEDAC (TCO* + Me-Tet-Cy5) y seSPIEDAC entre SCO y H-Tet-Atto532;
c) Etiquetado de doble color de particulas pseudoviricas (VLP) que muestra SPIEDAC entre TCO* y Me-Tet-Cy5
(parte superior) y seSPIEDAC entre SCO y H-Tet-Atto532 (parte inferior). Las barras de escala son de 20 ym.

La Figura 3 muestra imagenes SRM de IR y la particulas pseudoviricas (VLP) de influencia después del etiquetado
SPIEDAC y seSPIEDAC, a) Imagenes de campo ancho (izquierda) y SRM (centro) de IRTAC etiquetadas de acuerdo
con la Figura 2a y la Figura 2b (Atto532 en color magenta, Cy5 en color cian). A la derecha, inserto del panel central
y una grafica de lineas (a través de la linea que se muestra en el panel central, que esta resaltada por una flecha).
El ancho de los picos marcados se da como anchura a media altura (FWHM); b) VLP etiquetadas analogas a (a)
con campo amplio (izquierda), SRM (centro) y grafico de lineas. Las imagenes de SRM se muestran a una
resolucion de 45 nm segun lo determinado por la correlacion del anillo de Fourier (FRC). Las barras de escala son
de 1 uym.

La Figura 4 muestra compuestos que son utiles en el método de la presente invencidn (y se usaron en los ejemplos
de trabajo): el Me-Tet-NH2 no fluorescente que es util para inactivar los grupos ciclooctenilo sin reaccionar; y los
tintes fluorescentes azida-Cy3, H-Tet-Cy5, Me-Tet-Cy5, H-Het-Atto532, Me-Tet-Cy3 y azida-Cy3.

La Figura 5 muestra la determinacion de la cinética de reaccion por FRET. El panel izquierdo muestra exploraciones
de longitud de onda dependientes del tiempo de forma ilustrativa de GFPTAG—3(TCO") que reacciona con Me-Tet-Cy3
(fila superior) con H-Tet-Atto532 (fila inferior), respectivamente (color negro: primera exploracién después de la
adicion de la sonda; a color gris: final de la reaccién; norm. = normalizado a fluorescencia de GFP a "0 min"). El
pico D y A se usaron para calcular FRET (FRET = A/(A+D)) y se representaron en el tiempo para todas las
reacciones en el panel derecho (fila superior: Me-Tet-Cy3; fila inferior: H-Tet-Atto532). Para normalizar (norm. =
normalizado) los datos de FRET, los experimentos se ajustaron por separado con el modelo monoexponencial
descrito en el presente documento. Posteriormente, se calcul6 el primer punto de tiempo que alcanzé la amplitud
maxima y se uso la relacion de FRET correspondiente para normalizar los datos de FRET (para cada UAA y replicar
de forma independiente). Por ultimo, se promediaron los tres experimentos separados normalizados por UAA. Las
barras de error indican la desviacién estandar.

La Figura 6 muestra un ensayo FRET realizado durante 36 h para GFPTAG—3, El panel izquierdo muestra las

exploraciones de longitud de onda dependientes del tiempo de GFPTAG—3*CyS (norm. = normalizado a la
fluorescencia de GFP en "0 min"). Los picos D y A se utilizaron para calcular FRET (FRET = A/(A+D)) y se
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representaron en el tiempo en el panel derecho (norm. = normalizado a la amplitud maxima). La muestra no se
agito (pero ocasionalmente se mezclo6 en los puntos de tiempo indicados). Los valores de FRET fueron constantes
en el tiempo.

La Figura 7 ilustra el analisis de GFPTAG-UAA+CYS gtiquetado (con 1-4) a través de FRET durante mas de tres dias.
El panel izquierdo muestra las exploraciones de longitud de onda dependientes del tiempo a modo de ejemplo de
GFPTAG=3+Cy3 (norm. = normalizado a la fluorescencia de GFP en "0 min"). Los picos D y A se usaron para calcular
FRET (FRET = A/(A+D)) y se representaron en el tiempo para 1-4 en el panel derecho. Se ha de tener en cuenta
que las muestras se mezclaron ocasionalmente. En particular, 1 y 3 dieron valores FRET consistentes a lo largo
del tiempo.

La Figura 8 muestra a) espectros de '"H RMN de los UAA 2 (TCO), 3 (TCO*), y 4 (TCO¥) registrados en
dPBS/dioxano-d8 (v/v 1:1) después de la incubacién a temperatura ambiente (ta; lineas de color verde), 37 °C
(lineas de color rojo), 0 60 °C (lineas de color azul) durante 72 h. De acuerdo con estos datos, todos los compuestos
permanecieron sin cambios en comparacion con los espectros de 'H RMN registrados directamente después de
disolver los UAA en dPBS/dioxano-d8 (lineas de color morado). Los puntos de color negro indican las sefiales del
doble enlace y los protones -CHO- de la forma trans; b) espectros de '"H RMN de UAA 2 (TCO), 3 (TCO*), y 4
(TCO*) con dos equivalentes de cisteamina registrados en dPBS/dioxano-d8 (v/ 1:1) después de la incubacién a
temperatura ambiente (ta; lineas de color verde), 37 °C (lineas de color rojo), o 60 °C (lineas de color azul) durante
24 h. Los compuestos 2 (TCO) y 4 (TCO¥) se convirtieron en mas del 95 % en su forma cis después de 24 h a
60 °C en comparacion con los espectros 'H RMN registrados directamente después de la mezcla de los UAA con
cisteamina (lineas superiores). Por el contrario, 3 (TCO*) permanecieron en mas del 80 % en su forma trans. Los
puntos de color negro indican las sefiales del doble enlace y los protones -CHO- de la forma frans. Las flechas de
color negro indican las sefiales que pertenecen a los isémeros cis correspondientes que se forman en el tratamiento
térmico con tiol; c) espectros de 'H RMN de UAA 3 (TCO*) con dos equivalentes de cisteamina registrados en
dPBS/dioxano-d8 (v/v 1:1) después de la incubacion a 60 °C después de la mezcla (dia O; linea superior, panel
izquierdo), un dia (linea central, panel izquierdo), dos dias (linea inferior, panel izquierdo), tres dias (linea superior,
panel derecho), siete dias (linea central, panel derecho), o ten dias (linea inferior, panel derecho). Los puntos de
color negro indican las sefiales del doble enlace y los protones -CHO- de la forma frans. Las flechas de color negro
indican las sefiales que pertenecen a los isdbmeros cis correspondientes que se forman en el tratamiento térmico
con tiol.

La Figura 9 muestra el etiquetado SPAAC de BCN. canal GFP (izquierda) y canal Cy5 (derecha), a) etiquetado sin
bloqueador de la endocitosis; b) etiquetado con bloqueador de la endocitosis. Barra de escala de 20 uym.

La Figura 10 muestra a) control de etiquetado de doble color de TCO* de IR sin (izquierda) y con inactivador
(derecha); b) etiquetado de doble color de TCO* y BCN con el inactivador; c) control de etiquetado de doble color
de TCO* para las VLP; d) etiquetado Me-Tet- Cy3/H-Tet-Atto532 de pEGFPN1_IRX676TAG | a5 células transfectadas
se resaltan con guiones de color amarillo y las células no transfectadas (que no revelan ningiin pegado o etiquetado
inespecifico) con circulos de color rojo. Barra de escala de 20 pym.

La Figura 11 compara el espectro de "H RMN de 4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazina-3-il)fenil)metanamina (linea inferior),
el diendfilo indicado (linea central) y el producto de reaccion registrado 10 minutos después de la mezcla de 4-(6-
metil-1,2,4,5-tetrazina-3-il)fenil)metanamina con el diendfilo indicado (linea superior).

La Figura 12 muestra un gel de SDS-PAGE tefiido con Coomassie de GFPTAG—UAA pyrificado expresado en
ausencia (control) o presencia de un UAA (2, 3, 3a, 3b 0 4). Las bandas de sintetasa estan ligeramente por encima
del marcador de peso molecular de 55 kDa y las bandas de GFP estan aproximadamente a la altura del marcador
de peso molecular de 35 kDa (flecha). Las bandas de GPF solo estan presentes cuando la mutacion Y39TAG se
suprime con éxito. El compuesto 3 (TCO*), 3a (isomero axial de TCO*), 3b (isémero ecuatorial de TCO*) y 4 (TCO¥)
muestran mayores rendimientos de expresion que el TCO (4).

La Figura 13 muestra: a) el aumento de la fluorescencia de Cy5 (aceptor) durante la reaccion de etiquetado in vitro
de GFPTAG>3 (A), GFPTAG>3a (B) o GFPTAG>% (C) con H-Tet-Cy5; y b) ajustes lineales de las constantes de
velocidad de reaccion observadas kobs. frente a la concentracion de H-Tet-Cy5.

La Figura 14 muestra: a) los cambios de los perfiles de "H RMN del isomero axial 3a y el isomero ecuatorial 3b
cuando se tratan con clorhidrato de cisteamina a 37 °C duranteOh,1h,3h,1d,2d,3d,4d,6d,13d,15d,21d
0 28 d; y b) la semivida de los compuestos 4 (TCO), 3a (isdbmero axial de TCO*), 3b (isbmero ecuatorial de TCO*)
y 1 (BCN).

La Figura 15 muestra imagenes confocales de células HEK293T que expresan una fusién recombinante de GFP
del receptor de insulina (IR) y (C-terminal), en las que el compuesto 3, 3a o 3b se ha incorporado en el sitio
codificado por ambar (es decir, expresando GFP-IRTAG>3 GFP-IRTAG>32 g GFP-IRTAG->%) que se marcaron con H-
Tet-Cy5 o Me-Tet-Cy5, respectivamente. La fluorescencia de GFP (canal GFP) indica la expresion exitosa de la
proteina GFP-IRTAG>UAA recombinante. La fluorescencia de Cy5 (canal Cy5) indica un etiquetado exitoso de la

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 082 T3

proteina GFP-IRTAG>UAA recombinante. Barra de escala es de 20 ym.
Descripcion detallada de la invencién

La invencion se basa, entre otros, en el hallazgo de que las tetrazinas sustituidas con alquilo reaccionan
preferiblemente con diendfilos en tension que comprenden un grupo frans-ciclooctenilo en comparacién con diendéfilos
en tension que comprenden un grupo ciclooctinilo. Por lo tanto, en una situacion competitiva en la que estan presentes
grupos trans-ciclooctenilo y ciclooctinilo, las tetrazinas sustituidas con alquilo reaccionaran preferiblemente con los
grupos trans-ciclooctenilo. En este contexto, el término "reacciona preferiblemente" se refiere a una relacién de
constantes de velocidad k, cuya relacion es de 100 o superior, 200 o superior, 500 o superior, 0 1000 o superior, si la
constante de velocidad ks para la reaccién de las tetrazinas sustituidas con alquilo con los dienofilos en tension que
comprenden un grupo frans-ciclooctenilo se compara con la constante de velocidad k2 para la reaccion de las tetrazinas
sustituidas con alquilo con los dienofilos en tension que comprenden un grupo ciclooctinilo (es decir, la proporcién es
ki/kz). Por consiguiente, la reaccion de la tetrazina sustituida con alquilo con el diendfilo en tension que comprende un
grupo trans-ciclooctenilo puede desarrollarse hasta un punto en el que sustancialmente todos los grupos frans-
ciclooctenilo han reaccionado con la tetrazina sustituida con alquilo, mientras que sustancialmente ningin grupo
ciclooctinilo ha reaccionado con la tetrazina sustituida con alquilo.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, las tetrazinas sustituidas con alquilo reaccionan especificamente
con los diendfilos en tension que comprenden un grupo trans-ciclooctenilo. Por lo tanto, en una situacion competitiva
en la que estan presentes grupos frans-ciclooctenilo y ciclooctinilo, las tetrazinas sustituidas con alquilo reaccionaran
preferiblemente con los grupos trans-ciclooctenilo. En este contexto, el término "reacciona especificamente" se refiere
a una relacion de constantes de velocidad k, cuya relacién es de 2000 o superior, 5000 o superior, 0 10000 o superior,
si la constante de velocidad k7 para la reaccion de las tetrazinas sustituidas con alquilo con los diendfilos en tension
que comprenden un grupo frans-ciclooctenilo se compara con la constante de velocidad k2 para la reaccion de las
tetrazinas sustituidas con alquilo con los diendfilos en tensién que comprenden un grupo ciclooctinilo (es decir, la
proporcion es ki/kz). Por consiguiente, la reaccion de las tetrazinas sustituidas con alquilo con el dienofilo en tensién
que comprende un grupo frans-ciclooctenilo puede desarrollarse hasta un punto en el que todos los grupos frans-
ciclooctenilo han reaccionado con la tetrazina sustituida con alquilo, mientras que sustancialmente ningin grupo
ciclooctinilo ha reaccionado con la tetrazina sustituida con alquilo.

Las reacciones de la invencién pueden realizarse in vitro o in vivo, dependiendo de las condiciones de reaccién
apropiadas. Debido a que solo el primer y segundo grupos diendfilos (por ejemplo, los aminoacidos no naturales que
comprenden dichos grupos presentes en los polipéptidos diana) participan en la reaccién de ligadura, los métodos de
la invencion se pueden usar de manera fiable para producir poblaciones homogéneas de conjugados bien definidos
(por ejemplo, conjugados polipéptido-marcador diana que comprenden estequiometrias definidas y sitios de ligadura
definidos) con alta eficacia y especificidad. Debido a que cualquiera de diversos primeros y segundos agentes
modificadores reactivos (por ejemplo, aminoacidos no naturales) que comprenden el primer y segundo grupos
diendfilos pueden incorporarse en diversas moléculas (por ejemplo, polipéptidos diana), la produccién de conjugados
(por ejemplo, conjugados de polipéptido diana) no se limita a moléculas especificas (por ejemplo, polipéptidos).
Ademas, las tecnologias existentes permiten de manera beneficiosa la incorporacion de aminoacidos no naturales en
cualquier posicion de aminoacidos en un polipéptido. Por lo tanto, la ubicacién del primer y segundo aminoacidos no
naturales quimicamente reactivos en los polipéptidos diana, puede elegirse opcionalmente basandose, por ejemplo,
en si la ubicacién en esa ubicacién cambiara, por ejemplo, las conformaciones, las actividades biolégicas, las
actividades farmacolégicas, las estabilidades, las biodisponibilidades, u otras propiedades, del polipéptido diana, o de
los conjugados polipéptido-marcador diana resultantes.

La expresién "aminoacido no natural" se refiere a un aminoacido que no es uno de los 20 aminoacidos canoénicos o
selenocisteina o pirrolisina. El término también se refiere a analogos de aminoacidos, por ejemplo, en los que el grupo
a-amino se reemplaza por un grupo hidroxilo; o en los que la funcién del acido carboxilico forma un éster. Actualmente,
cuando los aminoacidos no naturales de la invencion o sales de los mismos, en los que X® es distinto de hidrégeno,
se usan para la preparacion de polipéptidos en un sistema de traduccion, se cree que X se elimina in situ, por ejemplo,
enzimaticamente dentro del sistema de traduccién elegido, antes de incorporarse en el polipéptido. Por consiguiente,
X® se elige convenientemente para que sea compatible con la capacidad de un sistema de traduccion para convertir
aminoacidos no naturales de la invencion o sales de los mismos, en una forma que sea reconocida y procesada por
la aminoacil ARNt sintetasa.

Los compuestos o sales de la invencion poseen centro de asimetria y pueden existir en disposiciones espaciales
diferentes o como diferentes tautémeros. Para la preparacion de polipéptidos con grupos frans-ciclooctenilo o
ciclooctinilo, se pueden usar mezclas enantioméricas, en particular racematos, mezclas diastereoméricas y mezclas
tautoméricas. Como alternativa, los enantidmeros esencialmente puros respectivos, diastereémeros y tautdbmeros de
los compuestos o sales de la invencion pueden usarse para tal propésito.

Mas especificamente, el grupo trans-ciclooctenilo de la féormula:
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pretende incluir dos formas isoméricas que difieren entre si por la configuracion absoluta en el atomo de carbono
donde el anillo frans-cicloocteno esta unido al resto de la molécula. Por consiguiente, se pueden distinguir los dos
enantidmeros que tienen una configuracion S o R, por ejemplo, los enantiémeros de las formulas

A, D,

y

Debido al atropisomerismo, los grupos trans-ciclooctenilo existen en cuatro formas estereoisoméricas diferentes. Con
respecto al atomo de carbono donde se une el anillo frans-cicloocteno, se diferencian los isbmeros axiales y los
isdbmeros ecuatoriales (es decir, el resto de la molécula se une en posicion axial o ecuatorial con respecto al anillo de
trans-cicloocteno). Para cada una de dichas formas axiales y para cada una de dichas formas isoméricas ecuatoriales
hay dos enantiomeros. Por consiguiente, los estereoisomeros del grupo frans-ciclooctenilo pueden representarse por
las formulas

P X

(isbmeros axiales) (isbmeros ecuatoriales)

Salvo que se indique de otro modo, el término "isémero axial" se refiere a una mezcla de ambos enantiémeros (en
particular un racemato) de la forma isomérica axial, y el término "isémero ecuatorial" se refiere a una mezcla de ambos
enantiémeros (en particular un racemato) de la forma isomérica ecuatorial.

Los restos organicos mencionados en las definiciones anteriores de las variables son - como el término alquilo -
términos colectivos para listados individuales de los miembros individuales del grupo. El sufijo Cnm indica en cada
caso el numero posible de atomos de carbono en el grupo.

El término hal6geno representa en cada caso un radical de flior, bromo, cloro o yodo, en particular, un radical de fluor.

Alquilo es un alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 6, en particular de 1 a 4 o de 1 a 3 atomos de
carbono. Los ejemplos incluyen metilo, alquilo C2-C4 tal como etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, 2-butilo, iso-butilo o
terc-butilo, y también pentilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2,2-dimetilpropilo, 1-etilpropilo, hexilo, 1,1-
dimetilpropilo, 1,2-dimetilpropilo, 1-metilpentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-
dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, 3,3-dimetilbutilo, 1-etilbutilo, 2-etilbutilo, 1,1,2-
trimetilpropilo, 1,2,2-trimetilpropilo, 1-etil-1-metilpropilo y 1-etil-2-metilpropilo.

Alquenilo es un radical hidrocarburo individualmente insaturado que tiene 2, 3, 4, 5 o 6 atomos de carbono, por ejemplo,
vinilo, alilo (2-propen-1-ilo), 1-propen-1-ilo, 2-propen-2-ilo, y metalilo (2-metilprop-2-en-1-ilo). Alquenilo C3-Cs es, en
particular, alilo, 1-metilprop-2-en-1-ilo, 2-buten-1-ilo, 3-buten-1-ilo, metalilo, 2-penten-1-ilo, 3-penten-1-ilo, 4-penten-1-
ilo, 1-metilbut-2-en-1-ilo, 2-etilprop-2-en-1-ilo, y 2-hexen-1-ilo.

Alquileno es un alquileno de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 6, en particular, de 1 a 4 atomos de carbono.
Los ejemplos incluyen metileno, etileno, 1,2-etileno, 1,3-propileno, isopropileno, 1,4-butileno, y 1,5-pentileno.

Alcoxi es un radical de la formula R-O-, en la que R es un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a
6, en particular de 1 a4 o de 1 a 3 atomos de carbono como se define en el presente documento.

Alquenoxi es un radical de la formula R-O-, en la que R es un grupo alquenilo de cadena lineal o ramificada que tiene
de 1 a6, en particular de 1 a4 o de 1 a 3 atomos de carbono como se define en el presente documento.

Alcanoiloxi es un radical de la férmula R-(CO)-O-, en la que R es un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que
tiene de 1 a 6, en particular de 1 a4 o de 1 a 3 atomos de carbono como se define en el presente documento.

Alquilaminocarboniloxi es un radical de la formula R-NH-(CO)-O-, en la que R es un grupo alquilo de cadena lineal o
ramificada que tiene de 1 a 6, en particular de 1 a 4 o de 1 a 3 atomos de carbono como se define en el presente
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documento.

Alquiltio es un radical de la férmula R-S-, en la que R es un radical alquilo que tiene de 1 a 4, preferiblemente de 1 a
3 atomos de carbono como se define en el presente documento.

Alcanoilsulfanilo es un radical de la férmula R-(CO)-S-, en la que R es un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada
que tiene de 1 a 6, en particular de 1 a 4 o de 1 a 3 atomos de carbono como se define en el presente documento.

Alquilamino es un radical de la formula R-NH- en la que R es un radical alquilo que tiene de 1 a 6, en particular, de 1
a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento. Los ejemplos incluyen metilamino, etilamino, n-
propilamino, iso-propilamino, n-butilamino, 2-butilamino, iso-butilamino, y terc-butilamino.

Dialquilamino es un radical de la férmula RR’N- en la que R y R’ son independientemente entre si un radical alquilo
que tiene de 1 a 6, en particular, de 1 a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento. Los ejemplos
incluyen dimetilamino, dietilamino, y N-metil-N-etilamino.

Alquenilamino es un radical de la formula R-NH- en la que R es un radical alquenilo que tiene de 2 a 6, en particular,
de 2 a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento. Los ejemplos incluyen vinilamino, alilamino (2-
propen-1-il-amino), 1-propen-1-il-amino, 2-propen-2-il-amino, y metalilamino (2-metilprop-2-en-1-il-amino).

N-Alquil-N-alquenilamino es un radical de la formula RR’N- en la que R es un radical alquilo que tiene de 1 a 6, en
particular, de 1 a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento y R’ un radical alquenilo que tiene
de 2 a 6, en particular, de 2 a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento. Los ejemplos incluyen
N-metil-N-vinilamino, N-metil-N-alilamino (N-metil-N-2-propen-1-il-amino), N-metil-N-1-propen-1-il-amino, N-metil-N-2-
propen-2-il-amino, y N-metil-N-metalilamino (N-metil-N-2-metilprop-2-en-1-il-amino).

Dialquenilamino es un radical de la formula RR’N- en la que R y R’ son independientemente entre si un radical alquilo
que tiene de 2 a 6, en particular, de 2 a 4 atomos de carbono como se define en el presente documento. Los ejemplos
incluyen divinilamino, dialilamino (di-(2-propen-1-il)-amino), y N-vinil-N-alil-amino.

Salvo que se indique de otro modo, el término "sustituido" significa que un radical esta sustituido con 1, 2 o 3,
especialmente 1 o 2, sustituyentes que se seleccionan en particular del grupo que consiste en halégeno, alquilo C+-
C4, CN, CFs3, hidroxilo, -O-CFs3, alcoxi C1-Ca, alcanoiloxi C2-Ca4, alquilaminocarboniloxi C1-C4 y alquiltio C1-Ca.

Las sales de adicion de acidos o bases de los compuestos de la invencion son especialmente sales de adicion con
acidos o bases fisiologicamente toleradas. Las sales de adicion de acidos fisiologicamente toleradas pueden formarse
por tratamiento de la forma de base de un compuesto de la invencién con acidos organicos o inorganicos adecuados.
Los compuestos de la invenciéon que contienen un protdn acido pueden convertirse en sus formas de sal de adicién
no toxicas de metal o amina mediante tratamiento con bases organicas e inorganicas adecuadas. Los compuestos y
sales de la invencion también comprenden los hidratos y formas de adicion de disolventes de los mismos, por ejemplo,
hidratos, y alcoholatos.

Los acidos o bases fisiologicamente tolerados son, en particular, aquellos que son tolerados por el sistema usado para
la incorporacion del primer y segundo diendfilos (por ejemplo, un sistema biolégico tal como un sistema de traduccion
usado para la preparacion de polipéptidos con grupos frans-ciclooctenilo o ciclooctinilo), por ejemplo, que son
sustancialmente no téxicos para las células vivas.

Los compuestos y sales de la invencién (por ejemplo, los diendfilos y las tetrazinas de la invencion) pueden prepararse
por analogia con los métodos que se conocen bien en la técnica. Los métodos adecuados para la preparacion de
compuestos de féormula (I) se encuentran en las diversas publicaciones citadas en el presente documento. Algunos
métodos se indican en el presente documento.

Los compuestos y sales de la invencion se pueden usar para la preparacion de polipéptidos que comprenden uno o
mas de un grupo analogo de ciclooctinilo o trans-ciclooctenilo. La invencion proporciona procesos para preparar dichos
polipéptidos, in vivo o in vitro. En particular, los compuestos o sales de la invencién pueden incorporarse en la
traduccién en un polipéptido que esta codificado por un polinucleétido que comprende uno o varios codones selectores.
Un polipéptido es cualquier oligdmero de residuos de aminoacidos (naturales o no naturales, o una combinacién de
los mismos), de cualquier longitud, normalmente pero no exclusivamente, unidos por enlaces peptidicos covalentes.
Un polipéptido puede ser de cualquier fuente, por ejemplo, un polipéptido de origen natural, un polipéptido producido
por técnicas de genética molecular recombinante, un polipéptido de una célula o sistema de traduccion, o un
polipéptido producido por medios sintéticos libres de células. Un polipéptido se caracteriza por su secuencia de
aminoacidos, por ejemplo, la estructura primaria de sus residuos de aminoacidos componentes. Como se usa en el
presente documento, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido no se limita a secuencias de longitud completa,
sino que pueden ser secuencias parciales o completas. Ademas, no se pretende que un polipéptido esté limitado por
poseer o no poseer ninguna actividad bioloégica particular. Como se usa en el presente documento, el término
"proteina" es sindonimo de polipéptido. El término "péptido" se refiere a un pequerio polipéptido, por ejemplo, de 2-25
aminoacidos de longitud. Como se usa en el presente documento, "para incorporar un aminoacido no natural", por
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ejemplo, en un polipéptido diana, se refiere a la adicion directa de un aminoacido no natural a una cadena polipeptidica
en crecimiento durante la construccion primaria del polipéptido diana, por ejemplo, a través de traduccion o sintesis
quimica.

El primer y segundo aminoacidos no naturales pueden incorporarse directamente en polipéptidos diana usando
cualquiera de una serie de métodos conocidos en la técnica. Si bien muchas realizaciones utilizan sistemas de
traduccion ortogonales como la ruta de incorporacion directa de los aminoacidos no naturales, se pueden usar, como
alternativa, otros métodos de incorporacién directa (por ejemplo, sistemas de traduccion in vitro, sintesis en fase sélida,
etc.). Se apreciara que en las realizaciones tipicas en el presente documento, un aminoacido no natural se incorpora
preferiblemente en el polipéptido diana, es decir, durante la construccién del polipéptido, y no se afiade a traves de la
derivacién quimica postraduccional.

En ciertas realizaciones descritas en el presente documento, los aminoacidos no naturales pueden incorporarse
especificamente al sitio en un polipéptido diana con alta eficiencia y alta fidelidad utilizando pares ortogonales de
ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa. Las levaduras metilotréficas son candidatos atractivos para su uso como sistemas de
expresion recombinante para proteinas heterélogas y terapéuticamente utiles. La organizacion subcelular eucariota
de la levadura metilotréfica les permite realizar muchos de los eventos de plegamiento postraduccional, procesamiento
y modificacion necesarios para sintetizar polipéptidos portadores biologicamente activos y/o polipéptidos diana
derivados de mamiferos. A diferencia de las proteinas expresadas en S. cerevisiae, las proteinas producidas por
levaduras metilotroficas tales como P. pastoris, P. methanolica, P. angusta (también conocida como Hansenula
polimorpha), Candida boidinii, y Torulopsis spp., tienen menos probabilidades de contener estructuras de glicano con
alto contenido de manosa que puedan obstaculizar el procesamiento aguas abajo de glucoproteinas expresadas de
forma heteréloga. Ademas, los polipéptidos diana sintetizados en levadura metilotréfica estan ventajosamente libres
de compuestos pirogénicos y antigénicos caracteristicos a menudo de las proteinas expresadas en E. coli. De manera
mas significativa, los sistemas de expresion de levaduras metilotroficas son particularmente utiles para la sintesis a
gran escala. Por ejemplo, los sistemas de traduccion ortogonales en levaduras metilotréficas pueden permitir la
expresion de polipéptidos diana que comprenden aminoacidos no naturales en niveles de 10 a 100 veces mas altos
gue en sistemas de S. cerevisiae, bacterianos, de insectos o mamiferos. Ademas, la levadura metilotréfica se puede
cultivar facilmente en un medio salino sencillo y definido, eliminando la necesidad de los costosos complementos de
medio y equipos que se requieren para los sistemas de expresién de baculovirus.

El término "sistema de traduccién" se refiere a los componentes necesarios para incorporar un aminoacido en una
cadena polipeptidica en crecimiento (proteina). Los componentes de un sistema de traduccion pueden incluir, por
ejemplo, ribosomas, ARNt, sintetasas, y ARNm.

El sistema de traduccién puede ser un sistema de traduccion in vivo o in vitro.

Un sistema de traduccion in vitro puede ser un sistema de traduccion sin células. Un sistema de traduccion sin células
es un sistema para sintetizar una proteina deseada obteniendo factores proteicos requeridos para la traduccion de
ARNm, por ejemplo, en forma de un extracto celular, seguido de reconstituciéon de esta reaccion in vitro. Dichos
sistemas sin células y su uso para la sintesis de proteinas se conocen en la técnica. Los ejemplos incluyen extractos
de E. coli, extracto de germen de trigo o lisado de reticulocitos de conejo (Spirin y Swartz, Cell-free Protein Synthesis,
Wiley VCH Verlag, Weinheim, Alemania, 2008).

Preferiblemente, el sistema de traduccion usado en el proceso de la invencion es un sistema de traduccion in vivo. Un
sistema de traduccion in vivo puede ser una célula, por ejemplo, una célula procariota o eucariota. La célula puede ser
una célula bacteriana, por ejemplo, E. coli; una célula flngica tal como una célula de levadura, por ejemplo, S.
cerevisiae o una levadura metilotréfica; una célula vegetal o una célula animal tal como una célula de insecto o una
célula de mamifero, por ejemplo, una célula HEK o una célula HelL a. Las células eucariotas usadas para expresion de
polipéptidos pueden ser células individuales o partes de un organismo multicelular.

De acuerdo con una realizacién particular, el sistema de traduccién es una célula E. coli.

De acuerdo con una realizacion particular adicional, el sistema de traduccién es una célula de mamifero, por ejemplo,
una célula HEK o Hela.

Un sistema de traduccion util para la preparacién de polipéptidos de la invencién comprende, en particular, una
aminoacil ARNt sintetasa o un polinucleétido que la codifica; un ARNt que tiene un anticoddn para un codon selector
o un polinucledtido que codifica dicho ARNt; y un polinucleétido que codifica el polipéptido diana y que comprende uno
0 mas de un codon selector.

Por ejemplo, los polinucleétidos que codifican la aminoacil ARNt sintetasa, el ARNt y el polipéptido de la invencién
pueden introducirse en una célula por transfeccion/transformaciéon conocidas en la técnica.

Una aminoacil ARNt sintetasa (RS) es una enzima capaz de acilar un ARNt con un aminoacido o analogo de
aminoacido. De manera conveniente, la RS usada en los métodos de la invencién es capaz de acilar un ARNt con un
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aminoacido no natural de la invencién.

Los métodos de la invencion utilizan de manera conveniente un par de aminoacil ARNt ARNt sintetasa (ARNt/RS).
Preferiblemente, el par ARNt/RS usado en el proceso de la invencién es ortogonal al sistema de traduccion.

El término "ortogonal” como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula (por ejemplo, un ARNt
ortogonal (ARNt-O) y/o una aminoacil ARNt sintetasa ortogonal (RS-O)) que se usa con eficacia reducida por un
sistema de traduccion de interés (por ejemplo, una célula). Ortogonal se refiere a la incapacidad o eficacia reducida,
por ejemplo, menos del 20 % de eficacia, menos del 10 % de eficacia, menos del 5 % de eficacia, o por ejemplo,
menos del 1 % de eficacia, de un ARNt ortogonal o una aminoacil ARNt sintetasa ortogonal para actuar con las
aminoacil ARNt sintetasas endégenas o los ARNt enddgenos del sistema de traduccién de interés.

Por ejemplo, un ARNt ortogonal en un sistema de traducciéon de interés es acilado por cualquier aminoacil ARNt
sintetasa enddgena de un sistema de traduccién de interés con eficacia reducida o incluso cero, en comparacién con
la acilacion de un ARNt endbgeno por la aminoacil ARNt sintetasa endégena. En otro ejemplo, una aminoacil ARNt
sintetasa ortogonal acila cualquier ARNt endogeno en el sistema de traduccion de interés con eficacia reducida o
incluso cero, en comparacion con la acilacion del ARNt enddgeno por una aminoacil ARNt sintetasa enddgena.

Los pares de ARNt/RS ortogonales usados en procesos de la invencion tienen preferiblemente las siguientes
propiedades: el ARNt-O es preferiblemente acilado con el aminoacido no natural de la invencion por la RS-O. Ademas,
el par ortogonal actia en el sistema de traduccion de interés, por ejemplo, el sistema de traduccién usa el ARNt-O
acilado con aminoacido no natural para incorporar el aminoacido no natural de la invencion en una cadena
polipeptidica. La incorporacion se produce de una manera especifica de sitio, por ejemplo, el ARNt-O reconoce un
codon selector, por ejemplo, un codén de terminacion ambar, en el ARNm que codifica el polipéptido.

En algunos aspectos, el sistema de traduccion comprende un segundo par ortogonal, por ejemplo, una segunda RS-
O y un segundo ARNt-O que utilizan el segundo aminoacido no natural, de manera que el sistema ahora puede
incorporar al menos dos aminoacidos no naturales en diferentes sitios seleccionados en un polipéptido. En esta
realizacion, la segunda RS-O aminoacila preferiblemente el segundo ARNt-O con el segundo aminoacido no natural
que es diferente del primer aminoacido no natural, y el segundo ARNt-O reconoce un codén selector que es diferente
del codén selector reconocido por el primer ARNt-O. Los sistemas de traduccién adecuados que comprenden dos
pares de ARNt/RS ortogonales son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Han Xiao, et al., Angew Chem Int Ed
Engl 2013, 52, 14080-14083.

En algunas realizaciones, el sistema de traduccion comprende una célula por ejemplo, una célula de mamifero, insecto,
una levadura, de bacteria o de E. coli. El tipo de célula utilizada no esta particularmente limitado, siempre y cuando
RS-0 y ARNt-O conserven su ortogonalidad en el entorno de la célula.

El término "acila preferiblemente" se refiere a una eficiencia de, por ejemplo, aproximadamente el 50 % de eficacia,
aproximadamente el 70 % de eficacia, aproximadamente el 75 % de eficacia, aproximadamente el 85 % de eficacia,
aproximadamente el 90 % de eficacia, aproximadamente el 95 % de eficacia, o aproximadamente el 99 % o mas de
eficacia, a la que una RS-O acila un ARNt-O con un aminoacido no natural en comparacion con un ARNt endégeno o
aminoacido de un sistema de traduccién de interés. El aminoacido no natural se incorpora después en una cadena
polipeptidica creciente con alta fidelidad, por ejemplo, a mas de aproximadamente el 75 % de eficacia para un codén
selector dado, a mas de aproximadamente el 80 % de eficacia para un codén selector dado, a mas de
aproximadamente el 90 % de eficacia para un codoén selector dado, a mas de aproximadamente el 95 % de eficacia
para un codon selector dado, o a mas de aproximadamente el 99 % o mas de eficacia para un codén selector dado.

El término "codon selector" se refiere a codones reconocidos por el ARNt-O en el proceso de traduccion y no
reconocidos por un ARNt endaégeno. El bucle anticodonico de ARNt-O reconoce el coddn selector en el ARNm e
incorpora su aminoacido, por ejemplo, un aminoacido no natural, en este sitio en el polipéptido. Los codones selectores
pueden incluir, por ejemplo, codones sin sentido, tales como codones de terminacion, por ejemplo, codones ambar,
ocre y 6palo; codones de cuatro o mas bases; codones derivados de pares de bases naturales o no naturales y
similares. Para un sistema dado, un codén selector también puede incluir uno de los codones naturales de tres bases
(es decir tripletes naturales), en el que el sistema endégeno no usa dicho triplete natural, por ejemplo, un sistema que
carece de un ARNt que reconoce el triplete natural o un sistema en el que el triplete natural es un codén poco habitual.

Un anticodon tiene la secuencia complementaria inversa del codén correspondiente.

Un par ARNt-O/RS-O esta compuesto por un ARNt-O, por ejemplo, un ARNt supresor, y una RS-O.

Un ARNt supresor es un ARNt que altera la lectura de un ARN mensajero (ARNm) en un sistema de traduccién dado.
Un ARNLt supresor puede leer hasta, por ejemplo, un codén de terminacién, un codén de cuatro bases o un codén

poco habitual.

El ARNt-O no es acilado por sintetasas enddégenas y es capaz de descodificar un codon selector, como se describe
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en el presente documento. La RS-O reconoce el ARNt-O, por ejemplo, con un bucle anticodénico extendido, y
preferiblemente acila el ARNt-O con un aminoacido no natural.

EI ARNty la RS usados en los procesos de la invencion pueden ser de origen natural o pueden obtenerse por mutacion
de un ARNt y/o una RS de origen natural de diversos organismos. En diversas realizaciones, el ARNt y la RS se
obtienen de al menos un organismo. En otra realizacién, el ARNt se obtiene de un ARNt de origen natural o de origen
natural mutado de un primer organismo y la RS se obtiene de RS de origen natural o de origen natural mutada de un
segundo organismo.

Un par de ARNt/RS adecuado puede seleccionarse de bibliotecas de ARNt y RS mutantes, por ejemplo, basandose
en los resultados de una exploracion de biblioteca. Como alternativa, un par de ARNt/RS adecuado puede ser un par
de ARNt/sintetasa heterélogo que se importa de una especie fuente al sistema de traduccién. Preferiblemente, la célula
usada como sistema de traduccion es diferente de dichas especies fuente.

Por ejemplo, un ARNt-O ortogonal adecuado se puede derivar de una archaebacterium, tal como Methanococcus
jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium tal como Haloferax volcanii y especies de
Halobacterium NRC-I, Archaeoglobus fulgidus, Pirococcus furiosus, Pirococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix,
Methanococcus maripaludis, Methanopyrus kandleri, Methanosarcina mazei (Mm), Pirobaculum aerophilum,
Pirococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus (Ss), Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma
volcanium, o una eubacterium, tal como Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus subtilis, o Bacillus
stearothermphilus, mientras que la RS-O ortogonal puede derivarse de un organismo o una combinacién de
organismos, por ejemplo, una archaebacterium, tal como Methanococcus jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Halobacterium tal como Haloferax volcanii y especies de Halobacterium NRC-J, Archaeoglobus
fulgidus, Pirococcus furiosus, Pirococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, Methanococcus maripaludis, Methanopyrus
kandleri, Methanosarcina mazei, Methanosarcina bakeri; Methanosarcina hafniense; Pirobaculum aerophilum,
Pirococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma
volcanium, o una eubacterium, tal como Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus subtilis, o Bacillus
stearothermphilus. En una realizacion, también pueden usarse fuentes eucariotas, por ejemplo, plantas, algas,
protistas, hongos, levaduras, animales, por ejemplo, mamiferos, insectos, o artropodos, como fuentes de ARNt-O y
RS-O. Se describen métodos para desarrollar pares de ARNt/RS, por ejemplo, en los documentos WO 02/085923 y
WO 02/06075.

Preferiblemente, la RS es una pirrolisil ARNt sintetasa (pylRS) capaz de acilar un ARNt con el aminoacido no natural
de la invencion.

La pirrolisil ARNt sintetasa usada en métodos de la invencion puede ser una pylRS de tipo silvestre o una modificada
por ingenieria genética. Los ejemplos de pyIRS de tipo silvestre incluyen pylRS de arqueobacterias y eubacterias, tales
como Methanosarcina mazei, Methanosarcina barkeri, Methanococcoides burtonii, Methanosarcina acetivorans,
Methanosarcina thermophila, y Desulfitobacterium hafniense.

Se han descrito pylRS modificadas por ingenieria genética, por ejemplo, por Neumann et al. (Nat Chem Biol 4:232,
2008), por Yanagisawa et al. (Chem Biol 2008, 15:1187), y en el documento EP2192185A1).

De acuerdo con una realizacion particular, la pirrolisil ARNt sintetasa usada para la preparacion de polipéptidos de la
invencion es pirrolisil ARNt sintetasa de tipo silvestre de M. mazei.

De acuerdo con una realizacién particular, la pirrolisil ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de
pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize de tipo silvestre expuesta en SEQ ID NO: 1, o un fragmento funcional de la misma.

SEQ ID NO:1:
MDKKPLNTLISATGLWMSRTGTIHKIKHHEVSRSKIYIEMACGDHLVVNNSRSSRTARAL 60
RHHKYRKTCKRCRVSDEDLNKFLTKANEDQTSVKVKVVSAPTRTKKAMPKSVARAPKPLE 120
NTEAAQAQPSGSKEFSPAIPVSTQESVSVPASVSTSISSISTGATASALVKGNTNPITSMS 180
APVQASAPALTKSQTDRLEVLLNPKDEISLNSGKPFRELESELLSRRKKDLOQIYAEERE 240
NYLGKLEREITRFFVDRGFLEIKSPILIPLEYIERMGIDNDTELSKQIFRVDKNFCLRPM 300
LAPNLYNYLRKLDRALPDPIKIFEIGPCYRKESDGKEHLEEFTMLNFCOMGSGCTRENLE 360
SIITDFLNHLGIDFKIVGDSCMVYGDTLDVMHGDLELSSAVVGPIPLDREWGIDKPWIGA 420
GFGLERLLKVKHDEFKNIKRAARSESYYNGISTNL 454

De acuerdo con otra realizacion particular, la pirrolisil ARNt sintetasa es pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize que
comprende una o varias alteraciones de aminoacidos, preferiblemente seleccionadas de las sustituciones de
aminoacidos Y306A e Y384F.
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De acuerdo con una realizacién particular, la pirrolisil ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de

pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize mutante expuesta en SEQ ID NO: 2, o un fragmento funcional de la misma.

SEQ ID NO:2:

MDKKPLNTLISATGLWMSRTGTIHKIKHHEVSRSKIYIEMACGDHLVVNNSRSSRTARAL
RHHKYRKTCKRCRVSDEDLNKEFLTKANEDQTSVKVKVVSAPTRTKKAMPKSVARAPKPLE
NTEAAQAQPSGSKESPAIPVSTQESVSVPASVSTSISSISTGATASALVKGNTNPITSMS
APVQASAPALTKSQTDRLEVLLNPKDEISLNSGKPFRELESELLSRRKKDLOQOQIYAEERE
NYLGKLEREITRFFVDRGFLEIKSPILIPLEYTERMGIDNDTELSKQIFRVDKNEFCLRPM
LAPNLANYLRKLDRALPDPIKIFEIGPCYRKESDGKEHLEEFTMLNFCOMGSGCTRENLE
SIITDFLNHLGIDEFKIVGDSCMVEGDTLDVMHGDLELSSAVVGPIPLDREWGIDKPWIGA
GFGLERLLKVKHDFKNIKRAARSESYYNGISTNL

60
120
180
240
300
360
420
454

Cualquier aminoacil ARNt sintetasa descrita en el presente documento puede usarse para acilacién de un ARNt con

los aminoacidos no naturales de la invencion.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se usa pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize de tipo silvestre para acilacién

de un ARNt con un compuesto de formula

o una sal del mismo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se usa pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize de tipo silvestre para

acilacion de un ARNt con un compuesto de formula

o una sal del mismo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se usa pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize mutante que comprende las

sustituciones de aminoacidos Y306A y Y384F para acilacion de un ARNt con un compuesto de formula

o) NH,
O N
H
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o NH,

(o)

o una sal del mismo.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se usa pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize mutante que comprende las
sustituciones de aminoacidos Y306A y Y384F para acilacion de un ARNt con un compuesto de férmula

NH,

o una sal del mismo.

El ARNt que se usa en combinacion con la pylRS (ARNt?Y) puede ser un ARNt de tipo silvestre o uno modificado por
ingenieria genética. Los ejemplos de ARNt?Y de tipo silvestre incluyen ARNt de arqueobacterias y eubacterias, tal
como se ha mencionado anteriormente, que facilitan la incorporacién en la traduccién de restos de pirrolisilo.

De manera similar, pueden proporcionarse y usarse pares adecuados de ARNt™/TyrRS y ARNt-“/leucil-ARNt
sintetasa.

Codones selectores utilizados en métodos de la presente invencion expanden el marco de codones genéticos de la
magquinaria biosintética de proteinas del sistema de traduccion usado. Por ejemplo, un codén selector incluye, por
ejemplo, un coddn de tres bases unico, un codén sin sentido, tal como un coddn de terminacién, por ejemplo, un codén
ambar o un coddn épalo, un codén no natural, o al menos un codén de cuatro bases.

Pueden introducirse varios codones selectores en un polinucleétido que codifica un polipéptido deseado (polipéptido
diana), por ejemplo, uno o mas, dos o0 mas, mas de tres, etc.

Los 64 codones genéticos codifican 20 aminoacidos y tres codones de terminacion. Debido a que solo es necesario
un codén de terminacion para terminacion de la traduccion, los otros dos pueden usarse en principio para codificar
aminoacidos no proteinogénicos. El codén de terminacion ambar, UAG, se ha usado con éxito en sistema biosintético
in vitro y en ovocitos de Xenopus para dirigir la incorporacion de aminoacidos no naturales. Entre los tres codones de
terminacion, UAG es el coddn de terminacion menos usado en E. coli. Algunas cepas de E. coli contienen ARNt
supresores naturales, que reconocen UAG e insertan un aminoacido natural. Ademas, estos ARNt supresores de
ambar se han usado en mutagénesis de proteinas convencional. En células de mamifero (células HEK), el codén ocre
(TAA) y el codén ambar (TAG) se han utilizado para incorporar dos aminoacidos no naturales diferentes en sitios
distintos del mismo polipéptido. Véase, por ejemplo, Han Xiao, et al., Angew Chem Int Ed Engl 2013, 52, 14080- 14083.

En una realizacién, los métodos de la invencién implican el uso de un codén selector que es un codon de terminaciéon
para la incorporacién de un compuesto de la invencion. Por ejemplo, se genera un ARNt-O que reconoce el codén de
terminacion, preferiblemente el codén de terminacién ambar, y es acilado por una RS-O con un compuesto de la
invencion. Este ARNt-O no es reconocido por las aminoacil ARNt sintetasas de origen natural. Puede usarse
mutagénesis dirigida convencional para introducir el codén de terminacion, por ejemplo, el codén de terminacion
ambar, en el sitio de interés en la secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido diana. Cuando la RS-0, el
ARNTt-O y el gen mutante se combinan en un sistema de traduccioén, el aminoacido no natural se incorpora en respuesta
al codon de terminacion ambar para proporcionar un polipéptido que contiene el analogo de aminoacido no natural, es
decir el compuesto de la invencion, en la posicion o las posiciones especificadas.

La incorporacion de los compuestos de la invencidon in vivo puede realizarse sin perturbacion significativa del
hospedador, por ejemplo, una célula de E. coli o HEK o HelLa. Por ejemplo, debido a que la eficacia de supresion para
el coddn de terminacion ambar depende de la competicion entre el ARNt-O, por ejemplo, el ARNt supresor de ambar,
y el factor de liberacién 1 (RF1) (que se une con el codon de terminacidon ambar e inicia la liberacién del péptido
creciente del ribosoma), la eficacia de supresién puede modularse, por ejemplo, aumentando el nivel de expresiéon de
ARNTt-O, por ejemplo, el ARNt supresor, o usando una cepa deficiente en RF1.
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De acuerdo con realizaciones particulares, el ARNt?Y' usado en procesos de la invencion comprende el anticodon CUA
para el codon de terminacién ambar.

Otros codones selectores Utiles para codificar compuestos de la invencion son codones poco habituales. Por ejemplo,
cuando se reduce la concentracion de arginina en una reaccién de sintesis de proteinas in vitro, el codén de arginina
poco habitual, AGG, ha demostrado ser eficaz para la insercion de Ala por un ARNt sintético acilado con alanina. En
este caso, el ARNt sintético compite con el ARNtA"9 de origen natural, que existe como una especie menor en E. coli.
Algunos organismos no usan todos los codones tripletes. Por ejemplo, se ha utilizado un codén no asignado AGA en
Micrococcus luteus para la insercibn de aminoéacidos en un extracto de transcripcién/traduccién in vitro. Por
consiguiente, cualquier codoén triplete no usado por el sistema de traduccion aplicado en los procesos de la invencién
puede actuar como codén selector.

Una alternativa adicional para incorporar los UAA de acuerdo con la presente invencidén en polipéptidos es usar un
codon cuadruplete (de cuatro bases) como un codén selector y un par ARNt-O/RS correspondiente.

El sistema de traduccion se mantiene durante un tiempo adecuado en condiciones que permiten la formacion del
polipéptido de la invencién por un ribosoma. El ribosoma se une a ARNm que codifica el polipéptido diana y comprende
uno o varios codones selectores. Después, el polipéptido se forma por unién por etapas de aminoacidos en posiciones
codificadas por codones que se unen con los aminoacil ARNt respectivos. Por lo tanto, el compuesto de la invencion
se incorpora en el polipéptido diana en la posicion o las posiciones codificadas por el codén o los codones selectores.

Puede efectuarse traduccion del polipéptido diana por un sistema de traduccién por procedimientos bien conocidos en
la técnica. Para facilitar la traduccion eficaz, los componentes del sistema de traduccién pueden mezclarse. Las células
usadas como sistema de traduccion se cultivan de manera conveniente y se mantienen en un medio de expresion
adecuado en condiciones y durante un tiempo adecuados para producir el polipéptido diana. Puede ser necesario
inducir la expresion mediante la adicién de un compuesto, tal como arabinosa, isopropil B-D-tiogalactésido (IPTG) o
tetraciclina que permite la transcripcion del gen del polipéptido diana.

Opcionalmente, después de la traduccion, el polipéptido de la invencion puede recuperarse del sistema de traduccion.
Para este fin, los polipéptidos de la invencion pueden recuperarse y purificarse, bien parcialmente o bien
sustancialmente hasta su homogeneidad, segun procedimientos conocidos y usados por los expertos en la materia.
Los procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato de
amonio o etanol, extraccion con acido o base, cromatografia en columna, cromatografia en columna de afinidad,
cromatografia de intercambio anidnico o cationico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidrofoba, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de lectina, y electroforesis en gel. Pueden usarse etapas de
replegamiento de proteinas, segun se desee, para preparar proteinas maduras correctamente plegadas. El analisis
por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de afinidad u otros métodos adecuados pueden
emplearse en etapas de purificacion final cuando se desee alta pureza. Pueden usarse anticuerpos preparados contra
el aminoacido no natural o los polipéptidos de la invencién como reactivos de purificacién, es decir, para la purificacion
basada en afinidad de los polipéptidos.

Diversos métodos de purificacion/plegamiento de proteinas son bien conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
los expuestos en Scopes, Protein Purification, Springer, Berlin (1993); y Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182:
Guide to Protein Purification, Academic Press (1990); y las referencias citadas en los mismos.

Como se ha indicado, los expertos en la técnica reconoceran que, después de la sintesis, expresion y/o purificacion,
los polipéptidos pueden poseer una conformacion diferente de las conformaciones deseadas de los polipéptidos
relevantes. Por ejemplo, los polipéptidos producidos por sistemas procariotas con frecuencia se optimizan por
exposiciéon a agentes caotrépicos para conseguir plegamiento apropiado. Durante la purificacion de, por ejemplo,
lisados derivados de E. coli, el polipéptido expresado opcionalmente se desnaturaliza y después se renaturaliza. Esto
se consigue, por ejemplo, solubilizando las proteinas en un agente caotrépico tal como guanidina HCI. En general, en
ocasiones es deseable desnaturalizar y reducir los polipéptidos expresados y después hacer que los polipéptidos se
replieguen en su configuracion preferida. Por ejemplo, guanidina, urea, DTT, DTE y/o una chaperonina pueden
afnadirse a un producto de traduccion de interés. Los métodos de reduccién, desnaturalizacion y renaturalizacion de
proteinas son bien conocidos por los expertos en la materia. Los polipéptidos pueden replegarse en un tampén redox
que contiene, por ejemplo, glutatién oxidado y L-arginina.

Se apreciara que, si bien se detallan en el presente documento métodos particulares de construccion de polipéptidos
diana de la invencion que comprenden aminodacidos no naturales quimicamente reactivos, por ejemplo, usando
sistemas de traduccion ortogonales, no deben interpretarse necesariamente como limitantes. Ademas, otros métodos,
por ejemplo, no ortogonales, para construir polipéptidos diana que tienen aminoacidos no naturales también se
incluyen en el presente documento en las diversas realizaciones. Dichos métodos se describen con mas detalle en el
presente documento.

En diferentes realizaciones de la invencion, los polipéptidos diana de la invencién pueden construirse a través de

métodos de incorporacion directa tales como un sistema de traduccién ortogonal. Esto representa una realizacion
preferida, debido a la capacidad de los sistemas ortogonales para producir altos rendimientos de polipéptidos
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correctamente plegados y postraduccionalmente modificados con aminoacidos no naturales incorporados
especificamente en el sitio. Como alternativa o adicionalmente, sin embargo, se pueden emplear otras estrategias
para la incorporacién directa de aminoacidos no naturales en una cadena polipeptidica para introducir el primer y
segundo aminoacidos no naturales en los polipéptidos diana. Por ejemplo, un método biosintético in vitro general para
incorporar aminoacidos no naturales en, por ejemplo, polipéptidos diana, durante la construccion primaria utiliza ARNt
supresores sin sentido o de cambio de marco que se han acilado quimicamente con el aminoacido no natural deseado
y luego se afiade a un extracto capaz de soportar la biosintesis de proteinas y que incluye un gen que contiene una
mutacion sin sentido ambar deseada. Esta estrategia se ha utilizado para incorporar especificamente en el sitio mas
de 100 aminoacidos no naturales en diversas proteinas de practicamente cualquier tamafo, y se puede usar en el
presente documento para crear polipéptidos diana que comprenden aminoacidos no naturales. En otras realizaciones,
los aminoacidos no naturales pueden incorporarse directamente en polipéptidos diana mas pequefios (que varian de
60 a 100 aminoacidos) a través de sintesis quimica. La sintesis de péptidos en fase sélida es un método que se usa
ampliamente para sintetizar quimicamente péptidos y proteinas pequefias que comprenden aminoacidos no naturales
(véase, por ejemplo, Merrifield (1963) "Solid Phase Peptide synthesis. |. The synthesis of a tetrapeptide". JACS 85:
2149-2154), y puede adaptarse para producir polipéptidos diana de la invencion. Esta técnica comprende normalmente
dos fases: La sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) de la primera etapa incluye el ensamblaje de una cadena
peptidica utilizando derivados de aminoacidos protegidos en un soporte polimérico a través de ciclos repetidos de
acoplamiento-desproteccion. La amina N-terminal libre de un péptido unido en fase sélida se puede acoplar luego a
una unica unidad de aminoacido protegida en N, por ejemplo, un aminoacido no natural. Después, esta unidad se
desprotege, revelando una nueva amina N-terminal a la que se puede unir un aminoacido adicional. Mientras que el
péptido se sintetiza generalmente por métodos por etapas, todos los reactivos solubles pueden eliminarse de la matriz
de soporte péptido-sélido por filtracién y lavarse al final de cada etapa de acoplamiento. En la segunda fase de SPPS,
el péptido se escinde del soporte y los grupos protectores de cadena lateral se eliminan para producir el péptido, por
ejemplo, un polipéptido diana que comprende uno o mas aminoacidos no naturales. Hay dos formas principales de
sintesis de péptidos en fase solida: Fmoc (Carpino et al. (1972) "9-Fluorenylmethoxycarbonyl amino-protecting group”.
J Org Chem 37: 3404-3409), en la que se usa un grupo protector alfa-amino labil de base, y t-Boc, en la que se usa
un grupo protector de acido labil. Cada método implica diferentes resinas y la proteccion de la cadena lateral de los
aminoacidos y las consecuentes etapas de escision/desproteccion.

Por medio de los métodos de la invencion, ademas, es posible introducir multiples marcadores en oligonucleétidos
obtenidos por sintesis. Las amiditas que componen los dienodfilos de la invencion requeridas para esto pueden
prepararse facilmente. El oligonucleotido puede tener cualquier longitud entre 3 y 10000 nucleétidos, preferiblemente
entre 4 y 5000 nucleétidos, mas preferiblemente entre 5 y 1000 nucleoétidos o entre 10 y 500 nucleétidos, mucho mas
preferiblemente entre 10 y 200 nucleoétidos. En una realizacion particular de la invencion, el oligonucleétido a modificar
por el método de la presente invencion puede tener mas de 50, preferiblemente mas de 100 nucleétidos. El
oligonucleétido de acuerdo con la invencién puede ser de ADN o ARN monocatenario o bicatenario, asi como analogos
de acidos nucleicos (por ejemplo, PNA, LNA) o quimera de estos con ADN y/o ARN.

Los azUcares no naturales que comprenden los diendfilos de la invenciéon pueden incorporarse metabolicamente en
glicanos. Por ejemplo, el acido neuraminico o la N-acetiimanosaamina pueden modificarse para comprender un
diendfilo de la invencion y, por lo tanto, los métodos de la invencion permiten el etiquetado mdltiple de glicanos en los
que se han incorporado los azucares no naturales que comprenden los diendfilos de la invencion.

En una aplicacion adicional, los dienéfilos de la invencion pueden funcionalizarse para transportar grupos (por ejemplo,
grupos trimetoxisililo) que pueden usarse para la sintesis de fases sélidas reactivas. Como resultado, las fases solidas
se vuelven accesibles y llevan tanto el primer como el segundo diendfilo.

Las aplicaciones siguientes van desde la tecnologia de chip para oligonucleétidos, polipéptidos o glicanos hasta
superficies cataliticas y reactivos de fase sélida.

Se entiende que los puntos cuanticos significan nanoparticulas que estan compuestas por compuestos tales como
CdS o CdSe y tienen propiedades Opticas especiales. Excitados por los laseres, tienen una fluorescencia muy fuerte
en funcién de su tamario y, por lo tanto, se utilizan cada vez mas en el campo del diagnostico, especialmente porque
permiten la deteccion de moléculas individuales. Sin embargo, una condicién previa para esto es su dopaje con grupos
funcionales, que se desarrolla a través de grupos SH y permite la detecciéon de una interaccion posterior con las
moléculas.

Ademas, las nanoparticulas de oro se consideran para investigaciones de biomoléculas de microscopia electronica
debido a sus propiedades especiales. El anclaje de las moléculas en la superficie también se logra a través de grupos
SH.

Los métodos de la invenciéon pueden usarse para unir moléculas a su superficie. Con este fin, se puede producir un
diendfilo que contiene el grupo SH. Normalmente, se producen los disulfuros correspondientes y luego se puede
preparar el compuesto mercapto a partir de los mismos por reduccién con ditiotreitol. Los disulfuros como tales pueden
anclarse a las superficies de oro. Por lo tanto, los dienéfilos se pueden unir a la superficie de puntos cuanticos u otros
metales. Por ejemplo, los anticuerpos, sacaridos o agentes terapéuticos pueden anclarse en la superficie de los puntos
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cuanticos para fines diagnosticos o terapéuticos.

Los kits de la invencion se pueden usar en particular para preparar polipéptidos de la invencién. Con este fin, los kits
pueden comprender uno o mas medios para preparar un polipéptido. Dichos medios incluyen

i) una aminoacil ARNt sintetasa o un polinucleétido que la codifica;
i) un ARNt como se describe en el presente documento o un polinucleétido que lo codifica.

Tanto la aminoacil ARNt sintetasa como el ARNt pueden, por ejemplo, proporcionarse en forma de uno o varios
vectores de expresion para dicha aminoacil ARNt sintetasa y ARNt correspondiente.

Dicho kit también puede comprender un polinucleétido que codifica una proteina indicadora, por ejemplo un vector de
expresion para, por ejemplo, GFP, en el que la secuencia polinucleotidica que codifica dicha proteina indicadora
comprende un codon de terminacién ambar. Dicho polinucleétido que codifica proteina indicadora puede actuar como
un control positivo para confirmar la expresion de un polipéptido con grupo o grupos analogos de ciclooctinilo o frans-
ciclooctenilo.

Ademas, dicho kit puede comprender medios adicionales para traduccién de un polinucleétido que codifica dicho
polipéptido, por ejemplo un sistema de traduccion, tales como células de E. coli, células Hela, extracto de E. coli,
extracto de germen de trigo o lisado de reticulocitos de conejo, e instrucciones para su uso.

Los expertos en la técnica apreciaran que las reacciones de la invencién deben realizarse en orden inverso si la
reaccion de la primera tetrazina con el primer dienofilo tiene lugar en presencia de la segunda tetrazina. Por lo tanto,
la presente invencion se refiere ademas a métodos para formar uniones mediante reacciones de cicloadicion, en donde
el método comprende hacer reaccionar una primera tetrazina con un primer diendfilo seguido de hacer reaccionar una
segunda tetrazina con un segundo dienofilo, en donde la reaccién de la primera tetrazina con el primer diendfilo se
desarrolla en presencia de la segundo tetrazina, en donde

(i) la primera tetrazina comprende un grupo de la féormula:

N
Y
N
%NA/
(ii) el primer diendfilo comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\

en la que

R? es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs

(iii) la segunda tetrazina comprende un grupo de la férmula:
R N
Y \|N
N
AN

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;
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(iv) el segundo diendfilo comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la féormula:

R1

en la que

R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

Los aspectos y realizaciones especificos para este método pueden derivarse directamente de la descripcion en el
presente documento que puede aplicarse de manera analoga a este método de orden inverso. Se observa que los
métodos de la invencion que comprenden las reacciones en orden inverso pueden ser particularmente adecuados
para aplicaciones en las que se prefiere tener la primera y la segunda tetrazina en su lugar antes de hacerlas reaccionar
con los diendfilos. Este puede ser el caso de ciertas aplicaciones en sistemas no biolégicos, por ejemplo, el etiquetado
de superficies, donde hay mas libertad para elegir adecuadamente las condiciones para tener en cuenta las
propiedades de las tetrazinas.

En resumen, la presente invencion se refiere en particular a las siguientes realizaciones E1 a E110:

E1. Un método para formar uniones mediante reacciones de cicloadicién, en el que el método comprende hacer
reaccionar una primera tetrazina con un primer diendfilo seguido de hacer reaccionar una segunda tetrazina con
un segundo diendfilo, en donde la reaccién de la primera tetrazina con el primer diendfilo se desarrolla en presencia
del segundo diendfilo, en donde

(i) la primera tetrazina comprende un grupo de la férmula:

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;

(ii) el primer diendfilo comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R1

en la que

R! es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Cas, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

(iii) la segunda tetrazina comprende un grupo de la férmula:
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N

2,

(iv) el segundo dienéfilo comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:
\
R2

R? es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cs, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1 -C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-
alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

\

y

en la que

E2. El método de la realizacion E1, en el que la primera tetrazina reacciona preferiblemente con el primer diendfilo
en presencia del segundo diendfilo.

E3. El método de la realizacién E1 o E2, en el que la constante de velocidad k de la primera tetrazina con el primer
dienofilo es normalmente al menos 102 veces mayor que la constante de velocidad k de la reaccion de la primera
tetrazina con el segundo diendfilo.

E4. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E3, en el que la constante de velocidad k de la primera
tetrazina con el primer diendfilo se deja avanzar durante 30 minutos o menos a una temperatura de
aproximadamente 37 °C.

E5. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E4, en el que el método comprende poner en contacto
una molécula diana o una composicién de molécula diana con

(i) un primer agente de etiquetado que comprende un grupo de la formula:

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;
seguido de

(i) un segundo agente de etiquetado que comprende un grupo de la formula:

g
\)\/

en la que la molécula diana comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:
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es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Cs, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1 -C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-
alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y (ii) un grupo ciclooctinilo de la
férmula:

N\

es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cs, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

en la que la composicion de moléculas diana comprende

(i) un primera molécula diana que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

en la que

R1

Ra, RP

R1

es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C+-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y

(i) una segunda molécula diana que comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

en la que

RZ

Re, Rd

N\

es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cs, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E6. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E5, en el que la primera tetrazina o el agente de etiquetado
comprende un grupo de la férmula:
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R}\(/N\‘ N
N*AY

en la que R® es alquilo C1-C3 y A es 1,4-fenileno o alquileno C1-Ce.

E7. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E6, en el que la primera tetrazina o el agente de etiquetado
comprende un grupo de la férmula:

R /N\|N

N

/

N

en la que R?® es alquilo C1-Ca.
E8. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E7, en el que R® es metilo.

E9. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E8, en el que la segunda tetrazina o el agente de

etiqguetado comprende un grupo de la formula:
N
Y
N
%”)\A\f

en la que A es 1,4-fenileno o alquileno C1-Ce.

E10. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E9, en el que la segunda tetrazina o el agente de
etiqguetado comprende un grupo de la formula:

E11. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E10, en el que el agente de etiquetado comprende un
marcador seleccionado del grupo que consiste en tintes, radiomarcadores, etiquetas de giro sensibles a la RM,
etiquetas de afinidad, grupos de pegilacién y compuestos bioactivos.

E12. El método de la realizacion E11, en el que los tintes se seleccionan del grupo que consiste en tintes
fluorescentes, luminiscentes y fosforescentes.

E13. El método de la realizacion E11, en el que los tintes se seleccionan del grupo que consiste en dansilo,
cumarina, fluoresceina, acridina, rodamina, silicio-rodamina, BODIPY, y cianina.

E14. El método de la realizacién E11, en el que las etiquetas de afinidad se seleccionan del grupo que consiste en
biotina, etiqueta His, etiqueta Flag, etiqueta strep, azlcares, lipidos, esteroles, enlazadores de PEG,
bencilguaninas, bencilcitosinas, y co-factores.

E15. El método de la realizacion E11, en el que los radiomarcadores se seleccionan del grupo que consiste en
formas radiactivas de hidrégeno, fluor, carbono, fosforo, azufre, y yodo, incluyendo tritio, fluor-18, carbono-11,
carbono-14, fésforo-32, fosforo-33, azufre-33, azufre-35, yodo-123, y yodo-125.

E16. El método de la realizacion E11, en el que los compuestos bioactivos se seleccionan de compuestos
citotoxicos; compuestos antiviricos; modificadores de la respuesta bioldgica; agentes que afectan a los

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2699 082 T3

microtubulos; moduladores de hormonas; compuestos esteroideos.

E17. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E16, en el que el grupo trans-ciclooctenilo es un grupo
de la formula:

en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0O-alquilo C1-Cas, (R*O)2P(0)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cas, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E18. El método de una cualquiera de las realizaciones E17, en el que R’ es hidrogeno.

E19. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E18, en el que el grupo frans-ciclooctenilo esta unido a
un residuo aminoacidico.

E20. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E19, en el que el grupo ciclooctinilo es un grupo de la
férmula:

N

en la que

R? es hidroégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E21. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E20, en el que R? es hidrdgeno.

E22. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E21, en el que el grupo ciclooctinilo esta unido a un
residuo aminoacidico.

E23. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E22, en el que el grupo trans-ciclooctenilo tiene la
férmula:

en la que
R? es hidrogeno;

y
la primera tetrazina o el agente de etiquetado comprende un grupo de la formula:
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en la que
R3 es metilo.

E24. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E23, en el que el grupo ciclooctinilo tiene la formula:

N

en la que
R? es hidrégeno;

y
la segunda tetrazina o el agente de etiquetado comprende un grupo de la férmula:

N
~
N
%N/g/
E25. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E24, en el que la primera tetrazina o agente de
etiquetado reacciona con los grupos trans-ciclooctenilo.

E26. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E25, en el que la primera tetrazina o el agente de
etiquetado se hacen reaccionar con el primer diendéfilo o la molécula diana o la composicion de moléculas diana
en condiciones que no permiten que el primer agente de etiquetado reaccione sustancialmente con los grupos
ciclooctinilo.

E27. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E26, en el que el primer diendfilo o la molécula diana o
la composicion de moléculas diana se hace reaccionar con la primera tetrazina o agente de etiquetado en
condiciones que permiten que sustancialmente todos los grupos trans-ciclooctenilo reaccionen antes de reaccionar
el segunda diendfilo o la molécula diana o composicién de moléculas diana con la segunda tetrazina o agente de
etiquetado.

E28. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E27, en el que el primer diendfilo o la molécula diana o
la composicién de moléculas diana se hacen reaccionar con un exceso molar de la primera tetrazina o agente de
etiquetado basandose en los grupos trans-ciclooctenilo.

E29. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E28, en el que la primera tetrazina o el agente de
etiquetado sin reaccionar se eliminan antes de hacer reaccionar el segundo dienéfilo o la molécula diana o la
composicion de moléculas diana con la segunda tetrazina o el agente de etiquetado.

E30. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E29, en el que los grupos frans-ciclooctenilo sin
reaccionar se hacen reaccionar con un inactivador antes de hacer reaccionar el segundo dienofilo o la molécula
diana o la composicion de moléculas diana con la segunda tetrazina o agente marcador.

E31. El método de la realizacion E30, en el que el inactivador es un compuesto de la formula:

R N
= |N
N
S
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0 una sal de adicion de acidos del mismo, en la que

R3 es alquilo C1-Cs; y
R4 es un radical organico.

E32. El método de la realizacion E31, en el que el inactivador es (4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazina-3-il)fenil)metanamina
o una sal de adicion de acidos de la misma.

E33. El método de una cualquiera de las realizaciones E30-E32, en el que el inactivador sin reaccionar se elimina
de la composicion antes de hacer reaccionar el segundo diendfilo o la molécula diana o la composicion de
moléculas diana con la segunda tetrazina o agente de etiquetado.

E34. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E33, en el que la composicion es un sistema biolégico.
E35. El método de la realizacién E34, en el que el sistema bioldgico es un organismo o una muestra biolégica.

E36. El método de la realizacion E34 o E35, en el que la muestra biolégica comprende una célula.

E37. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E36, en el que la molécula diana se selecciona del grupo
que consiste en polipéptidos, oligonucleétidos, glicanos y lipidos.

E38. El método de una cualquiera de las realizaciones E1-E37, en el que el grupo frans-ciclooctenilo es un isémero
axial del grupo de la féormula:

R|

,

en el que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E1-E37.
E39. Un kit que comprende

(i) una primera tetrazina que comprende un grupo de la féormula:

en la que
R3 es alquilo C1-Cs3;

y

(i) una segunda tetrazina que comprende un grupo de la formula:
N
g
N
%N)\/

(i) un primer agente de modificacién que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de la formula:

E40. Un kit que comprende

R1

en la que

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2699 082 T3

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cs, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y

(i) un segundo agente de modificacion que comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\

en la que

R2 es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E41. El kit de la realizacion E40, en el que el primer agente de modificacion es un aminoacido no natural o un
analogo del mismo.

E42. El kit de la realizacion E40 o E41, en el que el segundo agente de modificacién es un aminoacido no natural
0 un analogo del mismo.

E43. El kit de la realizacién E40, en el que el primer agente de modificacién es un nucleétido no natural o un
analogo del mismo.

E44. El kit de la realizacion E40 o E43, en el que el segundo agente de modificacion es un nucleétido no natural o
un analogo del mismo.

E45. El kit de la realizacion E40, en el que el primer agente de modificacién es un glicano no natural o un analogo
del mismo.

E46. El kit de la realizacion E40 o E45, , en el que el segundo agente de modificaciéon es un glicano no natural o
un analogo del mismo.

E47. El kit de una cualquiera de las realizaciones E40-E46, en el que el grupo trans-ciclooctenilo es un isémero
axial del grupo de la férmula:

en el que R1 es como se define en una cualquiera de las realizaciones E40-E46.
E48. Una célula que comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

CH

R! es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Cas, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1 -C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-

en la que
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alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y
Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

y

(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

en la que

R2 es hidrogeno, haldégeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Ca, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1 -C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-
alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E49. La célula de la realizacién E48, que es una célula de mamifero.

E50. La célula de la realizacion E48 o E49, en la que el grupo trans-ciclooctenilo esta unido a un polipéptido.
E51. La célula de una cualquiera de las realizaciones E48-E50, en la que el grupo ciclooctinilo esta unido a un
polipéptido.

E52. La célula de una cualquiera de las realizaciones E48-E51, en la que el grupo ciclooctinilo y el grupo trans-
ciclooctenilo estédn unidos al mismo polipéptido.

E53. La célula de una cualquiera de las realizaciones E48-E51, en la que el grupo ciclooctinilo esta unido a un
primer polipéptido y el grupo frans-ciclooctenilo estd unido a un segundo polipéptido, el primer y el segundo
polipéptido son polipéptidos diferentes.

E54. La célula de una cualquiera de las realizaciones E48-E53, en la que el grupo frans-ciclooctenilo es un isémero
axial del grupo de la féormula:

en la que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E48-E53.
E55. Un método para preparar la célula de una cualquiera de las realizaciones E48-E53, que comprende
a) proporcionar una célula que comprende:

(i) una primera aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica; y opcionalmente una segunda
aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica;

(ii) un primer ARNt que tiene un anticodén para un primer codon selector, o un polinucleétido que codifica
dicho ARNt; y opcionalmente un segundo ARNt que tiene un anticoddn para un segundo codén selector, o
un polinucleétido que codifica dicho ARNt; y y

(iii) un polinucleétido que codifica un polipéptido diana y que comprende uno o mas de un primer y segundo
codoén o codones selectores; o un primer polinucleétido que codifica un primer polipéptido diana y que
comprende uno o mas de un primer coddn selector y un segundo polinucleétido que codifica un segundo
polipéptido diana y que comprende uno o mas de un segundo codén selector,

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii)) con un primer
aminoacido no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de formula:

R1
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en la que

R! es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Cas, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

y con un segundo aminoacido no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo ciclooctinilo de la
férmula:

N\

en la que

R2 es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)O-alquilo C+1-Ca, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cs, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

o
en la que dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii) con un primer
aminoacido no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de formula:

R1

en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Ca4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1+-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y

dicha segunda aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el segundo ARN!H (ii) con un segundo aminoacido
no natural o un analogo del mismo, que comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\

en la que

R? es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cs, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

b) poner en contacto la célula con el primer y el segundo aminoacido no natural o un analogo del mismo; y

c) permitir la traduccién del polinucleétido o polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el primer y el
segundo aminoécidos no naturales o los analogos de los mismos, en el polipéptido o polipéptidos diana en la
posicion o posiciones codificadas por el codén o codones selectores.

E56. El método de la realizacion E55, en el que la célula se pone en contacto con el primer y el segundo
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aminoacidos no naturales o los analogos de los mismos, secuencialmente.

E57. El método de la realizacién E53, que comprende

a) poner en contacto la célula con el primer aminoacido no natural o el analogo del mismo; y

b) permitir la traduccién del polinucleétido o polinucleétidos (jii) incorporando de este modo el primer aminoacido
no natural o el analogo del mismo en el polipéptido diana en la posicion o posiciones codificadas por el codon
o codones selectores;

c) poner en contacto la célula con el segundo aminoacido no natural o el analogo del mismo; y

d) permitir la traduccion del polinucleétido o polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el segundo
aminoacido no natural o el analogo del mismo en el polipéptido diana en la posicién o posiciones codificadas
por el codon o codones selectores.

E58. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E57, en el que el primer aminoacido no natural o el
analogo del mismo es un compuesto de la férmula:

en la que:

X1

R1

# o
x1—>3—x”—><‘—x"—‘8—u—o—>%

tiene la férmula:

R

(A

es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

es -CH>-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0O)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NHz2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -
C(0O)-NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o0 -NH-C(NH)-NH-C(0)-;

es -(CHz)n- o fenileno-CHz-;

es hidrégeno, alquilo C1-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C+-Cz2 o alcanoilsulfanil
C2-Cr-alquilo C1-Cz;

es -OH o -NHz;

es un numero entero de 1 a 4;

es un numero entero de 1 a 6;y

es un numero entero de 1 a 6,

o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

E59. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E58, en el que el segundo aminoacido no natural o el
analogo del mismo es un compuesto de la formula:

en la que:

x1

tiene la férmula:
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R2 es hidrégeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Cas, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0O)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -
C(O)-NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(0)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

X8 es hidrégeno, alquilo C1-Cs, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C+-Cz2 o alcanoilsulfanil
C2-Cr-alquilo C1-Co;

R4 es -OH o -NH;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.
E60. El método de la realizacion E58 o E59, en el que X2 es -O-.
E61. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E60, en el que X3 es -CH2-CH2-O- o un enlace sencillo.

E62. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E61, en el que el elemento estructural -X2-X3-
comprende de 1 a 6 atomos en la cadena principal.

E63. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E62, en el que X* es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-CH(NH2)-,
-NH-C(NH)-NH-, -C(0)-NH-CH(NH2)- o -C(O)-NH-C(NH)-NH-.

E64. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E63, en el que X* es -C(O)-NH-.
E65. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E64, en el que n es 3 0 4.

E66. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E65, en el que el elemento estructural -X2-X3-X4-(CH2)n-
comprende de 5 a 12 atomos en la cadena principal, tal como 6, 7, 8, 9, 10 o 11 atomos en la cadena principal.

E67. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E66, en el que X® es hidrégeno, alcoximetilo C1-Cs,
alcoxiet-1-ilo C+1-Cs, alcanoiloximetilo C2-C7 o alcanoilsulfaniletilo C2-Cy.

E68. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E66, en el que X® es hidrogeno.

E69. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E68, en el que el compuesto tiene la configuracion S
con respecto al atomo de carbono asimétrico que lleva R*.

E70. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E69, en el que -X3-CHR*-C(0)0-X® tiene la formula:

en la que R*y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E58-E69.

E71. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E69, en el que -X5-CHR*-C(0)O-X8 tiene la formula:

O
6
\(\HLO/X
4

R

en la que R*y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E58-E69.

E72. El método de una cualquiera de las realizaciones E58-E69, en el que -X5-CHR*-C(0)O-X8 tiene la formula:
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en la que R*y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E58-E69.

E73. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E57, en el que el primer aminoacido no natural es un
compuesto de la formula:

0 NH,
JJ\N/\/\)\’(OH
(&)
- H
(o}

o NH,
O\/\OLHN\/S(O”
{ j o

o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

E74. El método de la realizacion E73, en el que el primer aminoacido no natural es un isémero axial con respecto
a su grupo frans-ciclooctenilo.

E75. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E57, E73 y E74, en el que el segundo aminoacido no

natural es un compuesto de la formula:
(I

w1 WY
o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

E76. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E75, en el que dicho sistema de traduccion es una
célula que expresa dicha(s) aminoacil ARNt sintetasa(s).

E77. El método de la realizacion E76, en el que dicha aminoacil ARNt sintetasa es una pirrolisil ARNt sintetasa.

E78. El método de la realizacién E77, en el que dicha pirrolisii ARNt sintetasa comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1 o 2.

E79. El método de una cualquiera de las realizaciones E55-E72 y E75-E78, en el que el grupo frans-ciclooctenilo
es un isémero axial del grupo de la férmula:

en la que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E55-E72 y E75-E78.
E80. Un polipéptido que comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:
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en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cas, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C+-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

y

(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

en la que

R? es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (RY0)2P(O)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1 -C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-
alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

E81. El polipéptido de la realizacion E80, que comprende un residuo de la férmula:

en la que:
X! tiene la formula
R1
R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -
C(0)-NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

Z' es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero entero de 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

y un residuo de la formula:
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en la que:
X! tiene la férmula:
R?
R2 es hidrégeno, haldgeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN,

hidroxilo, alcoxi C1-Cs, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;

Re, Rd independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0O)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CHz2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -
C(0)-NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(0)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

Z"es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6.

E82. El polipéptido de la realizacion E81, en el que X? es -O-.
E83. El polipéptido de la realizacion E81 o E82, en el que X2 es -CH2-CH2-O- o un enlace sencillo.

E84. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E83, en el que el elemento estructural -X2 X3-
comprende de 1 a 6 atomos en la cadena principal.

E85. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E84, en el que X* es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-
CH(NHz)-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NHz2)- o -C(O)-NH-C(NH)-NH-.

E86. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E84, en el que X* es -C(O)-NH-.

E87. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E86, en el que n es 3 0 4.

E88. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E87, en el que el elemento estructural -X2-X3-X4-
(CH2)n- comprende de 5 a 12 atomos en la cadena principal, tal como 6, 7, 8, 9, 10 o 11 atomos en la cadena

principal.

E89. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E81-E88, en el que el compuesto tiene la configuracion
S con respecto al atomo de carbono asimétrico que lleva Z'.

E90. El polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E80-E89, en el que el grupo frans-ciclooctenilo es un
isémero axial del grupo de la formula:

R1

3

en el que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E80-E89.

E91. Un método para preparar el polipéptido de una cualquiera de las realizaciones E80-E89, comprendiendo el
método:

a) proporcionar un sistema de traduccion que comprende:
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(i) una primera aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica; y opcionalmente una segunda
aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica;

(i) un primer y un segundo aminoéacido no natural o un analogo del mismo;

(iii) un primer ARNt que tiene un anticodén para un primer codén selector, o un polinucleétido que codifica
dicho ARNt; y opcionalmente un segundo ARNt que tiene un anticodén para un segundo codén selector, o
un polinucleétido que codifica dicho ARNt; y y

(iv) un polinucleétido que codifica un polipéptido diana y que comprende uno o mas de un primer y segundo
codoén o codones selectores,

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (iii) con el primer
aminoacido no natural o el analogo del mismo (ii) que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de la férmula:

R1

en la que

R’ es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C+1-Ca, (RPO)2P(O)-alquilo C1-Cs, CFs,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-Ca4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y

dicha segunda aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el segundo ARN:! (iii) con el segundo aminoacido
no natural o el analogo del mismo (ii) que comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

7

en la que

R? es hidrogeno, haldgeno, alquilo C1-Cas, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-Cas, (RY0)2P(0)-alquilo C1-Cas, CF3,
CN, hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4
o alquiltio C1-C4, alquilamino C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil
C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Re, R4 independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

b) permitir la traduccién del polinucleétido o polinucleétidos (iv) incorporando de este modo el primer y el
segundo aminoacidos no naturales o los analogos de los mismos, en el polipéptido en la posicion o posiciones
codificadas por el codén o codones selectores.

E92. El método de la realizacion E91, en el que dicho sistema de traduccion es una célula que expresa dicha(s)
aminoacil ARNt sintetasa(s).

E93. El método de la realizacion E92, en el que dicha aminoacil ARNt sintetasa es una pirrolisil ARNt sintetasa.

E94. El método de la realizacién E93, en el que dicha pirrolisii ARNt sintetasa comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1 o 2.

E95. El método de una cualquiera de las realizaciones E91-E94, en el que el grupo frans-ciclooctenilo es un
isémero axial del grupo de la férmula:

R1

~Jy

en el que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E91-E94.

E96. Un aminoacido no natural que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la férmula:
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)

R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca, di-(alquil C1-Cs)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

en la que

o un analogo del aminoacido no natural.

E97. el aminoacido no natural de la realizacion E96, que tiene la férmula:

# o
%—)@—f—%—i—é—“—o—xe

en la que
X es un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:
R1
R! es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0O)0-alquilo C1-C4, (RP0)2P(0)-alquilo C1-Ca, CF3, CN,

hidroxilo, alcoxi C+-Ca, -O-CFs, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o
alquiltio C1-C4, alquilamino C+-Ca4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-
Cs4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y

Ra, RP independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

X? es -CH>-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(0)0O-, -NH-C(0)- o -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Ce, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p-, 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(O)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)-, -
C(0O)-NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o0 -NH-C(NH)-NH-C(0)-;

X5 es -(CH2)n- o fenileno-CHz-;

X8 es hidrégeno, alquilo C1-Ce, alcoxi C1-Ce-alquilo C1-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C+-Cz2 o alcanoilsulfanil
C2-Cr-alquilo C1-Cz;

R4 es -OH o -NHg;

n es un numero entero de 0 a 4;

m es un numero entero de 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo.
E98. El aminoacido no natural o sal de la realizacion E96 o E97, en el que R? es hidrogeno.
E99. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E98, en el que X? es -O-.

E100. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E99, en el que X3 es -CH2-CHa-
O- o un enlace sencillo.

E101. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E100, en el que el elemento
estructural -X2-X3- comprende de 1 a 6 atomos en la cadena principal.

E102. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E101, en el que X* es -NH-, -
C(0)-NH-, -NH-CH(NHz2)-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH2)- 0 -C(0)-NH-C(NH)-NH-.

E103. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E102, en el que X* es -C(O)-NH-
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E104. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E103, en el que X5 es -(CH2)n- en
la que n se define como en una cualquiera de las realizaciones E96-E103.

E105. El compuesto o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E104, en el que n es 3 0 4.

E106. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E105, en el que el elemento
estructural -X2-X3-X*-(CH2)r- comprende de 5 a 12 atomos en la cadena principal, tal como 6, 7, 8, 9, 10 o 11
atomos en la cadena principal.

E107. El aminoéacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E106, en el que X® es hidrogeno,
alcoximetilo C+-Cs, alcoxiet-1-ilo C1-Cs, alcanoiloximetilo C2-C7 o alcanoilsulfaniletilo C2-C+.

E108. El aminoéacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E106, en el que X® es hidrogeno.

E109. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E108 que tiene la configuracion
S con respecto al atomo de carbono asimétrico que lleva R*.

E110. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E109, en el que -X5-CHR*-C(0)O-

X8 tiene la formula:
(0]
6
wo/x
R4

en la que R*y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E96-E109.

E111. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E109, en el que -X5-CHR*-C(0)0O-

X tiene la férmula:
(@]
WLO/XG
r* ,

en la que R* y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E96-E109.

E112. El aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E109, en el que -X3-CHR*-C(0)0O-

X tiene la férmula:
0
o’Xs
R4

en la que R* y X® son como se definen en una cualquiera de las realizaciones E96-E109.

E113. El método de una cualquiera de las realizaciones E96-E112, en el que el grupo frans-ciclooctenilo es un

isébmero axial del grupo de la férmula:
Q;

en la que R' es como se define en una cualquiera de las realizaciones E96-E112.

E114. El aminoacido no natural o sal de la realizacién E96 que es un compuesto de la formula:
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0 NH,
@“*M)Y
o}

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

E115. El aminoacido no natural o sal de adicién de bases del mismo, de acuerdo con la realizacién E114 que es
un isémero axial con respecto a su grupo trans-ciclooctenilo.

E116. Un método para preparar un polipéptido que comprende un grupo trans-ciclooctenilo, comprendiendo el
método:

a) proporcionar un sistema de traduccion que comprende:

(i) una aminoacil ARNt sintetasa o un polinucleétido que la codifica;

(ii) un aminoacido no natural o sal de una cualquiera de las realizaciones E96-E115;

(iii) un ARNt que tiene un anticodén para un codén selector o un polinucleétido que codifica dicho ARNt; y
(iv) un polinucleottido que codifica el polipéptido diana y que comprende uno o varios codones selectores,

en el que la aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el ARN! (iii) con el compuesto o sal (ji);
b) permitir la traduccion del polinucledétido (iv) incorporando de este modo el compuesto (i) al polipéptido diana
en la posicion o las posiciones codificadas por el codon o los codones selectores.

E117. El método de la realizacion E116, en el que dicho sistema de traduccion es una célula que expresa dicha
aminoacil ARNt sintetasa.

E118. El método de la realizacion E117, en el que dicha aminoacil ARNt sintetasa es una pirrolisil ARNt sintetasa.

E119. El método de la realizacion E118, en el que dicha pirrolisil ARNt sintetasa comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1 o 2.

Ejemplos
Ejemplos de preparacion
Materiales y métodos generales

A menos que se indique otra cosa, los materiales para las sintesis quimicas se obtuvieron de proveedores comerciales
(Acros, Alfa Aesar, Fox-Chemicals, GL Biochem, Sigma-Aldrich) con la pureza mas alta disponible y se usaron sin
purificacién adicional. Se adquirieron disolventes secos en Sigma-Aldrich y Acros, se almacenaron sobre tamices
moleculares y se usaron tal como se suministraron. Los disolventes usados para extraccion y cromatografia se
adquirieron en Acros, Fisher Scientific, y BDH Prolabo (VWR). Las tetrazinas y azidas de fluoréforos se adquirieron en
Life Technologies (Darmstadt, Alemania), ATTO-TEC (Siegen, Alemania) o Jena Bioscience (Jena, Alemania). Los
disolventes deuterados se obtuvieron en Deutero GmbH (Kastellaun, Alemania). La cromatografia ultrarrapida se
realiz6 utilizando gel de silice Macherey-Nagel 60 (0,04-0,063 mm, malla 230-400) y los sistemas de disolventes como
se describe a continuaciéon La cromatografia en capa fina (TLC) se realizé en placas de gel de silice recubiertas
previamente, con recubrimiento de aluminio (gel de silice Merck TLC 60 F254) con mezclas (en porcentaje en volumen)
de CeH12/EtOACc, CH2Cl2/MeOH(/AcOH), o acetona/MeOH/H20 como eluyentes. Las manchas se detectaron con una
lampara de mano UV a A = 254 nm o A = 366 nm o tincidn con a) solucion de tincién de anisaldehido (85 ml de EtOH,
10 ml de AcOH, 5 ml de H2SO4 concentrado, 0,5 ml de anisaldehido), a) una solucién de tincion de KMnO4 (3,0 g de
KMnO4, 20 g de K2CO3 en 300 ml NaOH acuoso al 5 %), o ¢) una solucion de tincion de ninhidrina (250 ml de EtOH,
1,5 ml de AcOH, 5,0 g de ninhidrina) y posterior tratamiento térmico. El analisis por HPLC de fase inversa (RP) C18
se realizé en un sistema Waters (detector de absorbancia dual A Waters 2487, bomba de HPLC binaria Waters 1525)
usando un gradiente de concentracién creciente de disolvente B (acetonitrilo con TFA al 0,1 %) a partir del 100 % de
disolvente A (agua con TFA al 0,1 %). Los espectros de RMN se registraron a 25 °C utilizando un espectrometro Bruker
UltraShieldTM Advance 400 (400 MHz, 'H; 100 MHz, '3C). Los desplazamientos quimicos 0 se refieren a sefiales de
disolventes protonados residuales como patrén interno (por ejemplo, CDCls: § = 7,26 ('H), 77,16 (°C) ppm)I"'l. Las
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asignaciones de 'H y 3C se basan en APT y datos de espectroscopia de correlacion bidimensional

(H,H-COSY). Las multiplicidades de sefial 3J(H,H) se abrevian como s (singlete), a (singlete ancho), d (doblete), dd
(doblete de dobletes), dc (doblete de cuadrupletes), t (triplete), ¢ (cuadruplete), dt (doblete de tripletes), o m (multiplete).
Los espectros de masas de alta resolucion (HR) se registraron en la Universidad de Heidelberg utilizando
espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacion (ESI) en un Bruker ApexQe 9.4 T FT-ICR hibrido o
utilizando bombardeo de atomos rapidos (FAB) e ionizacién de electrones (El, impacto de electrones),
respectivamente, en un espectrometro de masas de sector magnético JEOL JMS-700. Los productos se caracterizaron
por RMN ('H, 3C) y/o MS/HR MS.

Ejemplos 1: N-e-((1R,8S,9S)-biciclo[6.1.0]non-4-in-9-metiloxi)carbonil)-L-lisina
e
O. n COOH
\/\/\(

NH,

1

Se adquiri6 el aminoacido a base de lisina no natural 1 en Sirius Fine Chemicals SiChem (Bremen, Alemania). El
compuesto 1 se us6 como una mezcla del isémero endo y exo. El compuesto 1 también se denomina BCN.

Ejemplo 2: N-g-((trans-Ciclooct-4-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina

@/ ;,r \/WCOOH

NH>

2
El compuesto 2 se sintetiz6 como se describe en el documento WO 2012/051885 y T. Plass, S. Milles, C. Koehler, J.
Szymanski, R. Mueller, M. Wiessler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4166-4170. El
compuesto 2 también se denomina TCO.
Ejemplo 3: N-g-((trans-Ciclooct-2-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina

El Esquema S1 muestra la sintesis del derivado de lisina frans-ciclooct-2’-eno-funcionalizado 3 (también denominado
TCO%).

Esquema S1:
Br. Br Br
1 12 13 14
&, _f. 3.
NO2 Fmoc~\“~coon HoN" > COOH
H
15 16 3

Reactivos y condiciones: a) KOBu, CHBr3, pentano, 0 °C a ta, durante una noche; b) AgClOa, acetona/H20, ta, 1 h; c¢)
BuLi en pentano, Et20, -78 °C a -20 °C, 4 h; d) h-v (A = 254 nm), benzoato de metilo, CsH12/EtOAc, ta, 8 h; e)
cloroformiato de 4-nitrofenilo, piridina, CH2Clz, ta 2 h; f) Fmoc-Lys-OH*HCI, DIEA; DMSO, ta, durante una noche; g)

piperidina, CH2Cl2, ta, 30 min.
BrE Br

1"
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El 8,8-dibromobiciclo[5.1.0]octano 11 conocido en la bibliografia se sintetizé partiendo de cis-ciclohepteno disponible
en el mercado como se ha indicado anteriormente (A. B. Neef, C. Schultz, Angewandte Chemie 2009, 48, 1498-1500)
y se uso sin purificacion cromatografica.

"H RMN (CDCls) 6 = 2,32-2,21 (m, 2H), 1,94-1,78 (m, 3H), 1,77-1,66 (m, 2H), 1,45-1,30 (m, 2H), 1,27-1,10 (m,3H)
ppm.

Br

©/OH

12

Se sintetizd 2-bromociclooct-2-en-1-ol 12 conocido a partir de la bibliografia de acuerdo con protocolos descritos
previamente (a) C. B. Reese, A. Shaw, J Chem Soc Perk T 1 1975, 2422-2434; b) H. J. J. Loozen, J. W. Dehaan, H.
M. Buck, Journal of Organic Chemistry 1977, 42, 418-422). En resumen, a una solucion agitada de 8,8-
dibromobiciclo[5.1.0]octano 11 (1,0 equiv.) en acetona (0,5 M) y agua (15,0 equiv.). Se afadié AgCIO4 (2,0 equiv.) en
pequefias porciones a ta durante 30 min y se agitdé durante 60 min mas. Se afiadié 1 m de HCI hasta que la formacion
de un precipitado de color blanco se detuvo. La mezcla se filtr6 y el residuo se lavé con EtOAc. El filtrado se separo6 y
la capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fracciones organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na2SOs4, se filtraron sobre gel de silice, y se concentraron. El producto en bruto se purificd por cromatografia
ultrarrapida (EtOAc al 20 % en CeH12) para producir 12 en forma de un liquido amarillo palido.

Fr (EtOAc al 20 % en CsH12) = 0,4.

"H RMN (CDCl3) & = 6,12 (dd, 3J(H,H)= 11,7, 4,2 Hz, 1H), 4,19 (dd, 3J(H,H) = 10,4, 5,3 Hz, 1H), 2,68 (dc, 3J(H,H) =
11,9, 5,5 Hz, 1H), 2,36-2,29 (m, 1H), 2,23-2,10 (m, 2H), 2,08-2,00 (m, 2H), 1,94-1,67 (m, 4H), 1,56-1,44 (m, 1H), 1,31-

1,22 (m, 1H) ppm.
o

13

A una solucién del 2-bromociclooct-2-en-1-0l 12 (1,0 equiv., 10,24 g, 49,7 mmol) en Et.O seco (0,7 M, 71 ml) a-78 °C
se le anadié gota a gota ‘BuLi (3,2 equiv., 159 mmol, 99,4 ml de una solucién 1,6 M de ‘BuLi en pentano) en una
atmosfera de Ar durante 1 h. Después de la adicion completa, la mezcla se agité a -78 °C durante 10 min mas y
después se dejo calentar a -20 °C durante 3 h. La solucion se inactivd mediante la adicién de una solucion ac. sat. de
NaHCOs y se agité durante 1 h a ta. Las capas se separaron y la capa organica se extrajo con EtOAc (3 x). A
continuacion, las fracciones organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na:SO4, y se
concentraron. El producto en bruto se purificé por FC (EtOAc al 20 % en CsH12) para producir el compuesto 13 (4,37 g,
34,6 mmol, rendimiento del 70 %) en forma de un liquido incoloro.

Fr (EtOAc al 20 % en CsH12) = 0,4.

"H RMN (CDCls) 6 = 5,71-5,50 (m, 2H), 4,70-4,60 (m, 0,3H), 4,32-4,22 (m, 0,7H), 2,45-2,35 (m, 0,7H), 2,20-2,04 (m,
1,3H), 2,02-1,34 (m, 6H), 1,10-1,03 (m, 0,6H), 0,94-0,84 (m, 0,7H), 0,81-0,70 (m, 0,7H) ppm (dos isémeros).

3C RMN (CDCls) 6 = 135,6, 134,9, 132,0, 128,7, 76,9, 69,5, 44,3, 38,9, 35,4, 29,1, 29,1, 27,7, 26,3, 25,9, 23,7 ppm
(dos isomeros).

HR MS (El pos.) m/z: calc. para CsH140 [M+e]*: 126,1045, med.: 126,1040.

O

14

El compuesto 14 se prepard partiendo de su precursor cis 13 de acuerdo con un procedimiento descrito previamente
(a) N. K. Devaraj, R. Upadhyay, J. B. Haun, S. A. Hilderbrand, R. Weissleder, Angewandte Chemie 2009, 48, 7013-
7016; b) M. Royzen, G. P. Yap, J. M. Fox, Journal of the American Chemical Society 2008, 130, 3760-3761). La
fotoisomerizacion con eliminacion activa del isémero frans se realizé en un reactor Rayonet RPR-100 UV (Southern
New England Ultraviolet Company, Branford, Connecticut, Estados Unidos) durante 8 h a ta (la temperatura en el
interior del reactor era de aproximadamente 30 °C). En resumen, el reactor UV se cargd con 13 (1,0 equiv., 1,89 g,
14,9 mmol), benzoato de metilo (1,5 equiv., 3,51 g, 2,80 ml, 22,4 mmol) y disolvente (CeH12 al 20 % en Et20, 1000 ml).
Después del tratamiento, se obtuvo un aceite de color amarillo (0,94 g, 7,42 mmol, 50 %) que se us6 en la siguiente
etapa sin purificacion adicional. El analisis por RMN demostré la presencia de dos isémeros en la relacion de 1,0:1,1.
F: (EtOAc al 20 % en CsH12) = 0,4.

"H RMN (CDClIs) & =6,00-5,91 (m, 0,5H), 5,71-5,62 (m, 0,5H), 5,61-5,51 (m, 1H), 4,62 (a, 0,5H), 4,27 (dt, 2J(H,H)=9,5,
5,5 Hz, 0,5H), 2,52-2,45 (m, 0,5H), 2,43-2,36 (m, 0,5H), 2,20- 2,12 (m, 0,5H), 2,08-1,92 (m, 2H), 1,90-1,79 (m, 1H),
1,77-1,66 (m, 2H), 1,64-1,37 (m, 2,5H), 1,16-1,06 (m, 0,5H), 0,94-0,84 (m, 0,5), 0,82-0,71 (m, 1H) ppm.

3C RMN (CDCls) 6 = 135,5, 135,1, 132,0, 130,5, 76,8, 71,2, 44,3, 43,2, 36,1, 35,8, 35,8, 35,4, 29,2, 29,0, 27,6,23,1
ppm.

HR MS (El pos.) m/z: calc. para CsH140 [M+e]*: 126,1045, med.: 126,1044.
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15

A una solucion agitada del compuesto 14 (1,0 equiv., 0,94 g, 7,42 mmol) en CH2Cl2 (20 ml) se le afadi6 piridina (2,5
equiv., 1,50 ml, 18,6 mmol) en una atmosfera de Ar. Se afadidé una solucién de cloroformiato de 4-nitrofenilo (1,1
equiv., 1,65 g, 8,17 mmol) en CH2Cl2 (20 ml) a ta y la mezcla de reaccion resultante se agité durante 2 h. Se usé una
solucion ac. sat. de NH4Cl (50 ml) para detener la reaccion. Después de la separacion en fases, la capa acuosa se
extrajo con CH2Cl2 (2 x). Las capas organicas combinadas se lavaron con una solucion ac. sat. de NaCl, se secaron
sobre Na2S0Oy4, y se concentraron. El producto en bruto se purificé por FC (EtOAc al 5 % en CeH12) para producir el
compuesto 15 (1,63 g, 5,59 mmol, 75 %) en forma de una cera de color amarillo palido (Tm= 74,6-76,8 °C).

Fr (EtOAc al 10 % en CsH12) = 0,4.

"H RMN (CDCls) 6 = 8,31-8,25 (m, 2H), 7,43-7,37 (m, 2H), 6,03-5,94 (m, 0,5H), 5,90-5,80 (m, 0,5H), 5,66 (dd, 2J(H,H)=
16,2, 9,5 Hz, 0,5H), 5,56 (dd, 3J(H,H)= 16,5, 2,2 Hz, 0,5H), 5,44 (a, 0,5H), 5,17 (dt, 3J(H,H)= 10,1, 5,6 Hz, 0,5H), 2,56-
2,44 (m, 1H), 2,38-2,30 (m, 0,5H), 2,26-2,18 (m, 0,5H), 2,12-1,85 (m, 3H), 1,82-1,65 (m, 1,5H), 1,61-1,39 (m, 1,5H),
1,23-1,12 (m, 0,5H), 0,98-0,78 (m, 1,5H) ppm.

3C RMN (CDCls) 6 = 155,6, 151,9, 151,7, 145,3, 134,8, 133,2, 130,1, 129,3, 125,3, 125,3, 121,8, 83,3, 78,8, 40,5,
40,4, 36,0, 35,9, 35,6, 35,5, 28,9, 28,8, 27,3, 24,0 ppm.

HR MS (FAB pos.) m/z: calc. para C1sH17NOs [M+e1*: 291,1107, med.: 291,1116.

H
/ OTN\/\/\rCOOH
0 Fmoc’NH

16

Se disolvi6 Fmoc-Lys-OH*HCI (2,0 equiv., 4,45 g, 11,0 mmol) en DIEA (3,0 equiv., 2,87 ml, 16,5 mmol) y DMSO
anhidro (0,2 M, 27 ml) en una atmésfera de Ar. A continuacion, se afiadié gota a gota una solucién transparente del
compuesto 15 (1,0 equiv., 1,60 g, 5,49 mmol) en DMSO anhidro (0,2 M, 27 ml) a ta y en una atmoésfera de Ar durante
un periodo de 2 h. La mezcla de reaccion se agité durante una noche a ta. Se afiadieron H20 (50 ml) y EtOAc (150
ml) y el pH de la capa acuosa se ajustd a 1-3 con HCI conc. Las fases se separaron y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc (3 x). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2*) y se secaron sobre Na2SOa4. Todos los
componentes volatiles se evaporaron a presion reducida y el producto en bruto se purificé por FC (MeOH al 10 % en
CH:2Cl2) para producir el compuesto 16 (1,45 g, 2,79 mmol, 51 %) en forma de una espuma de color blanco.

Fr (MeOH al 8 % y AcOH al 2 % en CH2Cl2) = 0,5.

"H RMN (MeOD) & = 7,79 (d, 3J(H,H)= 7,5 Hz, 2H), 7,67 (t, 3J(H,H) = 7,2 Hz, 2H), 7,39 (t, 3J(H,H) = 7,5 Hz, 2H), 7,31
(t, 3J(H,H) = 7,3 Hz, 2H), 5,88-5,64 (m, 1H), 5,58-5,43 (m, 1H), 5,22 (a, 0,5H), (4,98 (dt, 3J(H,H) = 9,9, 5,2 Hz, 0,5H),
4,37-4,32 (m, 2H), 4,22 (t, 3J(H,H) = 6,7 Hz, 1H), 4,13-4,04 (m, 1H), 3,09 (c, 3J(H,H) = 5,4 Hz, 2H), 2,45-2,34 (m, 1H),
2,16-2,08 (m, 0,5H), 2,05-1,34 (m, 10,5H), 1,19-1,07 (m, 0,5H), 0,92-0,75 (m, 1,5H) ppm.

3C RMN (MeOD) 6 = 157,2, 144,0, 143,8, 143,8, 141,2, 132,4, 131,8, 131,5, 131,2, 127,4, 126,8, 124,9, 119,5, 78,5,
73,7,66,5, 54,7, 47,1, 40,8, 40,3, 40,1, 40,0, 35,6, 35,4, 35,2, 34,9, 31,3, 29,1,28,7, 28,6, 27,0, 23,8, 27,8, 27,7 ppm.
HR MS (ESI neg.) m/z: calc. para CsoHasN20e [M-H]: 519,25006, med.: 519,25127.

H
Y O\",N\/\/\rCOOH
o NH2
3

El compuesto 16 (1,0 equiv., 1,43 g, 2,75 mmol) se disolvio en piperidina al 20 % en CH2Cl> (40 ml v/v) y se agitd
durante 30 min a ta. Después de la adiciéon de H20 (50 ml), todos los componentes volatiles se eliminaron a presion
reducida y alto vacio. El producto en bruto se purificé a través de FC (acetona:MeOH:H20, 85:10:5 v/v/v para eliminar
por lavado todas las impurezas seguido de 65:25:10 v/v/v para eluir el producto) sobre gel de silice para producir el
compuesto 3 (0,81 g, 2,70 mmol, 98 %) en forma de un polvo de color blanco. 2 purificado se descompuso con
calentamiento (partiendo de 180 °C). El compuesto 3 también se denomina TCO* en esta publicacion. EI compuesto
3 era una mezcla de isémeros axiales de TCO* (denominados en el presente documento compuesto 3a o TCO*?) e
isdbmeros ecuatoriales de TCO* (denominados en el presente documento 3b o TCO*®).

F: (acetona:MeOH:H:0, 65:25:10 v/v/v)= 0,6.

"H RMN (DMSO-de) 6 =5,77-5,64 (m, 1H), 5,58-5,44 (m, 1H), 5,15 (a, 0,5H), 4,95 (dt, 3J(H,H)=9,5, 5,5 Hz, 0,5H), 3,51
(t, 3J(H,H) = 5,7 Hz, 1H), 2,94 (c, 3J(H,H)= 5,4 Hz, 2H), 2,41- 2,29 (m, 1H), 2,13-2,04 (m, 0,5H), 1,97-1,84 (m, 2,5H),
1,79-1,24 (m, 8H), 1,05-0,94 (m, 0,5H), 0,88-0,71 (m, 1,5H) ppm.

3C RMN (DMSO-de) 6 = 171,6, 155,9, 132,9, 132,7, 131,1, 77,9, 73,0, 53,3, 43,9, 41,4, 40,5, 36,1, 35,7, 35,3, 30,6,
29,5, 28,9, 27,3, 24,2, 22 6, 22,4, 22,2 ppm.

HR MS (ESI neg.) m/z: calc. para C1sH25N204 [M-H]: 297,18198, med.: 297,18285.
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Ejemplo 3a: Preparacion de N-&-((trans-Ciclooct-2-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina axial y ecuatorial

Después de la irradiacion UV (véase la etapa d en el esquema S1 anterior), los isémeros axiales y ecuatoriales del
compuesto 14 (trans-ciclooct-2-en-1-0l) se separaron por cromatografia ultrarrapida sobre silice (eluyente:
EtOAc/ciclohexano en una relacién de 1:4; F/ TCO*2 = 0,38, Fr TCO*® = 0,27), y después se acoplaron por separado a
lisina (como se ha descrito para el compuesto 14 en el Ejemplo 3 anterior) para proporcionar el isémero axial 3a y el
isdbmero ecuatorial 3b del compuesto 3.

Ejemplo 4: N-g-((trans-Ciclooct-3-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina

El esquema S2 muestra la sintesis del derivado de lisina trans-ciclooct-2’-eno-funcionalizado 4 (también denominado
TCO#).
Esquema S2:

Ve e (P ()

17

(DD

18
O
O)\O O)\NH O)\NH

d : e f
e — —
NO,

Fmoc.
SN >ScooH H,N” ~COOH

H
20 21 4

Reactivos y condiciones: a) acido 3-cloroperbenzoico, CHCIs, ta, durante una noche; b) LiAlH4, THF, 0 °C a ta, durante
una noche; ¢) h-v (A = 254 nm), benzoato de metilo, CsH12/EtOAC, ta, 10 h; d) cloroformiato de 4-nitrofenilo, piridina,
CHzCl2, ta 2 h; €) Fmoc-Lys-OH*HCI, DIEA; DMSO, ta, durante una noche; f) piperidina, CH2Clz, ta, 30 min.

(»

17
El compuesto conocido en la bibliografia 17 se sintetizé partiendo de 1,3-ciclooctadieno disponible en el mercado de
acuerdo con un protocolo descrito previamente (K. Zhang, M. A. Lackey, J. Cui, G. N. Tew, Journal of the American
Chemical Society 2011, 133, 4140-4148). En resumen, se afiadi6é gota a gota una solucion de acido 3-cloroperbenzoico
(70-77 %, 0,8 equiv., 86,75 g, 327 mmol) en CHCIs (1100 ml) durante 2 h a 1,3-ciclooctadieno (1,0 equiv., 50,63 g,
468 mmol) con agitacion. La mezcla de reaccion se agité a ta durante 15 h. Después de la filtracion para retirar acido
3-clorobenzoico, el filtrado se lavé sucesivamente con soluciones de bisulfito sédico (10 % en H20), NaHCOs (10 %
en H20), y salmuera. A continuacion, la capa organica se seco sobre Na2SO4 y se concentro. El analisis por FC (EtOAc
al 5 % en CesH12) produjo 17 (48,28 g, 389 mmol, 83 %) en forma de un liquido transparente.
Fr (EtOAc al 10 % en CsH12) = 0,3.
"H RMN (CDCl3) 6 =5,81-5,74 (m, 1H), 5,62-5,56 (m, 1H), 3,48-3,44 (m, 1H), 3,15-3,09 (m, 1H), 2,37-2,26 (m, 1H),
2,14-1,97 (m, 2H), 1,83-1,60 (m, 3H), 1,53-1,37 (m, 2H) ppm.

OOH
18

Una solucion de LiAIH4 (0,5 equiv., 81,5 ml de una solucién 1,0 M en THF, 81,5 mmol) se afiadié gota a gota a 0°C y
en una atmoésfera de Ar a una solucion agitada de 17 (1,0 equiv., 20,23 g, 163 mmol) en THF (1,0 M, 163 ml). La
mezcla de reaccion se dejo calentar hasta ta y se agitdé durante una noche. Se afadi6 cuidadosamente H20
(aproximadamente 20 ml) para detener la reaccién. La mezcla de reaccion se filtrd, se secé sobre NaxSOa4, y se
concentré. El analisis por FC (EtOAc al 20 % en CsH12) produjo 18 (15,81 g, 125 mmol, 77 %) en forma de un liquido
transparente.

Fr (EtOAc al 20 % en CsH12) = 0,4.
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H RMN (CDCls) & = 5,76-5,60 (m, 2H), 3,84-3,77 (m, 1H), 2,36 (dd, 3J(H,H)= 7,5, 6,3 Hz, 2H), 2,28-2,18 (m, 1H), 2,14-
2,05 (m, 1H), 1,87-1,78 (m, 1H), 1,73-1,63 (m, 1H), 1,61-1,43 (m, 4H), 1,40-1,30 (m, 1H)ppm.
13C RMN (CDCls) & = 132,4, 125,0, 72,2, 35,1, 34,0, 28,3, 25,7, 21,2 ppm.

-

19
El compuesto 19 se prepard partiendo de su precursor cis 18 de acuerdo con un procedimiento descrito previamente
(a) N. K. Devaraj, R. Upadhyay, J. B. Haun, S. A. Hilderbrand, R. Weissleder, Angewandte Chemie 2009, 48, 7013-
7016; b) M. Royzen, G. P. Yap, J. M. Fox, Journal of the American Chemical Society 2008, 130, 3760-3761). La
fotoisomerizacion con eliminacién activa del isémero frans se realizé en un reactor Rayonet RPR-100 UV (Southern
New England Ultraviolet Company, Branford, Connecticut, Estados Unidos) durante 10 h a ta (la temperatura en el
interior del reactor era de aproximadamente 30 °C). En resumen, el reactor UV se cargd con 19 (1,0 equiv., 6,17 g,
48,9 mmol), benzoato de metilo (1,5 equiv., 9,20 ml, 73,3 mmol) y disolvente (CsH12 al 30 % en Et20, 1000 ml).
Después del tratamiento y la FC (EtOAc al 20 % en CsH12), se obtuvo un aceite transparente (4,25 g, 33,7 mmol, 69
%). El analisis por RMN mostré la presencia de dos isémeros en la relacién de 1,0:1,2.
Fr (EtOAc al 20 % en CsH12) = 0,4.
"H RMN (CDCls) & = 5,85-5,76 (m, 0,45H), 5,61-5,44 (m, 1H), 5,32-5,23 (m, 0,55H), 4,44-4,38 (m, 0,45H), 3,74-3,65
(m, 0,55H), 2,87-2,79 (m, 0,55H), 2,48-2,34 (m, 1,45H), 2,21-2,12 (m, 0,45H), 2,10-1,78 (m, 3,56H), 1,56-1,29 (m,
2,9H), 1,24-1,06 (m, 1,55H), 0,81-0,71 (m, 0,55H) ppm.

(I,

20

2

A una solucion agitada del compuesto 19 (1,0 equiv., 4,25 g, 33,7 mmol) en CH2Cl2 (44 ml) se le afiadio piridina (2,5
equiv., 6,81 ml, 84,2 mmol) en una atmésfera de Ar. Se afiadié una solucioén de cloroformiato de 4-nitrofenilo (1,1
equiv., 7,47 g, 37,1 mmol) en CH2Cl2 (30 ml) a ta y la mezcla de reaccion resultante se agité durante 2 h. Se usé una
solucién ac. sat. de NH4Cl para detener la reaccion. Después de la separacion en fases, la capa acuosa se extrajo con
CHzCl2 (2 x). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron con Na2S0Qy4, y se concentraron.
El producto en bruto se purificé por FC (EtOAc al 5 % en CeH12) para producir el compuesto 20 (8,51 g, 29,2 mol, 87
%) en forma de una cera de color amarillo palido (Tm= 75,3-78,7 °C).

F: (EtOAc al 5 % en CeH12) = 0,2.

"H RMN (CDCls) 6 = 8,31-8,25 (m, 2H), 7,42-7,35 (m, 2H), 5,80-5,55 (m, 1,5H), 5,35-5,30 (m, 0,5H), 5,28-5,19 (m,
0,5H), 4,72-4,63 (m, 0,5H), 3,04-2,96 (m, 0,5H), 2,74-2,65 (m, 0,5H), 2,53-2,19 (m, 2,5H), 2,11-1,83 (m, 3H), 1,61-1,47
(m, 1H), 1,42-1,12 (m, 2H), 0,89-0,77 (m, 0,5H) ppm.

3C RMN (CDCls) 6 = 155,7, 155,6, 152,0, 151,8, 145,3, 138,5, 137,0, 128,1, 125,3, 125,1, 121,8, 121,8, 85,9, 83,5,
40,5, 39,8, 36,0, 35,6, 35,6, 35,5, 32,7, 30,6, 23,5, 20,4 ppm.

HR MS (FAB pos.) m/z: calc. para C1sH1sNOs [M+H]* : 291,1185, med.: 292,1189.

21

Se disolvi6 Fmoc-Lys-OH*HCI (1,5 equiv., 5,43 g, 20,0 mmol) en DIEA (3,0 equiv., 6,97 ml, 40,0 mmol) y DMSO
anhidro (0,2 M, 67 ml) en una atmoésfera de Ar. A continuacién, se afadié gota a gota una soluciéon transparente del
compuesto 20 (1,0 equiv., 3,88 g, 13,3 mmol) en DMSO anhidro (0,5 M, 27 ml) a ta y en una atmésfera de Ar durante
un periodo de 2 h. La mezcla de reaccion se agité durante una noche a ta. Se afiadieron H20 (80 ml) y EtOAc (170
ml). El pH de la capa acuosa se ajusto a 1-3 con HCI conc. Las fases se separaron y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc (3 x). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2*) y se secaron sobre Na2SOa4. Todos los
componentes volatiles se evaporaron a presion reducida y el producto en bruto se purificé por FC (MeOH al 10 % en
CH2Cl2) para producir el compuesto 21 (4,79 g, 9,20 mmol, 71 %) en forma de una espuma de color blanco.

Fr (MeOH al 8 % y AcOH al 2 % en CH2Cl2) = 0,5.

"H RMN (CDCls) 6 = 7,76 (d, 3J(H,H)= 7,4 Hz, 2H), 7,64-7,55 (m, 2H), 7,40 (t, 3J(H,H) = 7,3 Hz, 2H), 7,31 (t, 3J(H,H) =
7,3 Hz, 2H), 5,73-5,44 (m, 2,5H), 5,27-5,18 (m, 0,5H), 4,52-4,33 (m, 3H), 4,27-4,18 (m, 1H), 3,24-3,12 (m, 2H), 2,60-
0,73 (m, 14H)ppm.

HR MS (ESI neg.) m/z: calc. para CaoH3sN20s [M-H]: 519,25006, med.: 519,25114; calc. para C3zoH3sN207 [M-OH]:
535,24498, med.: 535,24600.
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QOERMCOOH

NHy

4

El compuesto 21 (1,0 equiv., 4,16 g, 7,98 mmol) se disolvié en piperidina al 20 % en CH2Cl2 (25 ml) y se agitd durante
30 min a ta. Después de la adicion de H20 (30 ml), todos los componentes volatiles se eliminaron a presion reducida
y alto vacio. El producto en bruto se purificé a través de FC (acetona:MeOH:H20, 85:10:5 v/v/v para eliminar por lavado
todas las impurezas seguido de 65:25:10 v/v/v para eluir el producto) sobre gel de silice para producir el compuesto 4
(2,02 g, 6,78 mmol, 85 %) en forma de un polvo de color blanco. 3 purificado se descompuso con calentamiento
(partiendo de 180 °C). El compuesto 4 también se denomina TCO* en esta publicacion.

F: (acetona:MeOH:H20, 65:25:10 v/v/v)=0,6.

"H RMN (MeOD) 6 = 5,76-5,47 (m, 1,5H), 5,31-5,21 (m, 0,5H), 5,13 (a, 0,5H), 4,57-4,49 (m, 0,5H), 3,54-3,47 (m, 1H),
3,15-3,06 (m, 4H), 2,82-2,73 (m, 0,5H), 2,48-2,34 (m, 1,5H), 2,23-2,12 (m, 1H), 2,06-1,75 (m, 4,5H), 1,74-1,67 (m,
0,5H), 1,57-1,37 (m, 4H), 1,27-1,06 (m, 1,5H), 0,89-0,78 (m, 0,5H) ppm.

3C RMN (MeOD) & = 150,7, 149,2, 137,4, 135,7, 132,3, 54,7, 45,5, 44,4, 40,8, 39,8, 39,7, 37,6, 35,0, 32,7, 30,5, 29,2,
24,0, 23,3, 22,5, 22,1 ppm.

HR MS (ESI neg.) m/z: calc. para C1sH25N204 [M-H]: 297,18198, med.: 297,18287.

Ejemplos 5: N-¢-((Ciclooct-2-in-1-iloxi)carbonil)-L-lisina

0.0
@ HN\/\/\rCOOH

NHy
5

Se adquirié el aminoacido a base de lisina no natural 5 en Sirius Fine Chemicals SiChem (Bremen, Alemania). El
compuesto 5 también puede sintetizarse como se describe en el documento WO 2012/051885. ElI compuesto 5
también se denomina SCO.

Ejemplos 6: Propargil-lisina

0. .0

”( HN\/\/\/COOH

NH3

6

Se adquiri6 el aminoacido a base de lisina no natural 6 en Sirius Fine Chemicals SiChem (Bremen, Alemania). El
compuesto 6 también se denomina PrK.
MS (ESI) m/z: calculado para C1sH27N204 [M+H]*: 299,19653, medido: 299,19656.

Ejemplos biologicos
Ejemplo A: Expresion de proteina recombinante en E. coli

Los plasmidos indicados previamente pEvolv ARNt?Y/PylRSAF y pBAD GFPY39TAG ge usaron para expresar
GFPTAG-UAA que codifica genéticamente el aminoacido no natural (UAA) respectivo (a) T. Plass, S. Milles, C. Koehler,
C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2011, 50, 3878-3881; b) T. Plass, S. Milles, C. Koehler, J.
Szymanski, R. Mueller, M. Wiessler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4166-4170). En
resumen, los plasmidos se cotransformaron en E. coli Top10 (Invitrogen) y se cultivaron a 37 °C en presencia de
ampicilina y cloranfenicol. Para la expresién a pequefia escala, se usaron 0,5 ml de un cultivo de una noche para
inocular 50 ml de medio de caldo de cultivo Terrific (TB) en un matraz de agitacion. Los cultivos crecieron en 2 h hasta
una DO de 0,2-0,3, momento en el que un compuesto seleccionado de los compuestos 1-5 (Figura 1a) y los
compuestos 3a y 3b (soluciones madre 80 mM en NaOH 0,1 M), o una cantidad igual de NaOH 0,1 M (para
experimentos de control) se afiadieron a una concentracion final de 1 mM. Los cultivos se dejaron crecer hasta una
DO 0,4-0,6, cuando se indujo la expresion con arabinosa al 0,02 %. Los cultivos se recolectaron por centrifugacion
después de 6-8 h de agitacion a 37 °C. Los sedimentos se resuspendieron en una solucion salina tamponada con
fosfato 4x (4 x PBS, pH 8,0) y las células se lisaron por sonicacion. El sobrenadante se incub6 con ~50 pl de Ni-NTA
(Qiagen, Dusseldorf, Alemania). Las perlas de Ni se lavaron con imidazol 20 mM en PBS 4x, pH 8, y después se
eluyeron con tampén que contenia imidazol 1 M.

El compuesto 3, asi como sus isomeros puros axiales y ecuatoriales 3a y 3b mostraron tasas de incorporacién muy
similares, se incorporaron mas facilmente que el compuesto 2 en aproximadamente un factor de dos (Figura 12) y

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 082 T3

dieron rendimientos proteicos mejorados (0,4 mg/l).
Ejemplo B: Reactividad cruzada in vitro y ortogonalidad de las reacciones SPAAC y SPIEDAC

GFPTAG-UAA ge expreso en E. coli como se ha descrito anteriormente en presencia de 1, 3, y 5. Posteriormente, la
proteina purificada (Ni-NTA, véase anteriormente) se marc6 con Cy3-azida (45 uM, 6 h, 37 °C), Me-Tet-Cy3 o H-Tet-
Atto532 (ambos 15 uM, 20 min, 37 °C). Los tres tintes se obtuvieron en Jena Bioscience. Después del etiquetado, la
muestras se cargaron directamente en un gel SDS-PAGE y se analizaron para determinar la fluorescencia en un
sistema de documentacion de gel disponible comercialmente (Alpha Innotech, CA) con excitacion UV y ajustes de filtro
de deteccién de etidio-bromo. Posteriormente, el gel se tii6 con Coomassie (Figura 1d). No se marcé ninguna otra
proteina que fuera sea GFPTAG—UAA |o que demuestra la bioortogonalidad de las reacciones de etiquetado.

Ejemplo C: Construcciones para la expresion del receptor de insulina (IR) en células de mamifero

El mutante ambar IRTAC se generd a través de la mutagénesis de sitio dirigido basada en PCR de un plasmido
pEGFPN1_IR, creando una mutacion TAG en K676 en el gen IR. Esta posicion fue elegida basandose en la estructura
de IR disponible (PDB: 2DTG) (N. M. McKern, M. C. Lawrence, V. A. Streltsov, M. Z. Lou, T. E. Adams, G. O. Lovrecz,
T. C. Elleman, K. M. Richards, J. D. Bentley, P. A. Pilling, P. A. Hoyne, K. A. Cartledge, T. M. Pham, J. L. Lewis, S. E.
Sankovich, V. Stoichevska, E. Da Silva, C. P. Robinson, M. J. Frenkel, L. G. Sparrow, R. T. Fernley, V. C. Epa, C. W.
Ward, Nature 2006, 443, 218-221). El pEGFPN1_IR™€ resultante se us6 en la Figura 2 y la Figura 9 y 10. La sefial
fluorescente de GFP fusionada en el extremo C solo estuvo presente después de una supresion de ambar exitosa y,
por lo tanto, se usé como lectura de la expresion de IRTAC exitosa. Para evitar cualquier contaminacion por la GFP en
experimentos de SRM (Figura 3) se gener6 una construccion bicistronica pCI-IRTACG-IRES-CFP insertando el casete
IRKE76TAG_IRES-CFP en un vector de expresion de mamifero pCl vacio (Promega, Madison, Estados Unidos). En el
extremo C de IR™C, se introdujo una etiqueta Flag que fue seguida de un codén de terminacién TGA antes de la
secuencia IRES. Para la expresion de PyIRSAF/ARNt™' en células de mamifero, se usé el plasmido pCMV
ARNtPY/PyIRSAF descrito previamente (a) T. Plass, S. Milles, C. Koehler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int Ed
Engl 2011, 50, 3878-3881; b) T. Plass, S. Milles, C. Koehler, J. Szymanski, R. Mueller, M. Wiessler, C. Schultz, E. A.
Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4166-4170).

Ejemplo D: Cultivo celular y transfecciones con construcciones de IR

Para experimentos con receptores de insulina, las células HEK293T se mantuvieron en medio de Eagle modificado
por Dulbecco - DMEM (alto contenido de glucosa - 4,5 g/l) complementado con FBS al 10 % (Sigma L-glutamina al 1
% (Invitrogen, Palo Alto, Estados Unidos) y Pen-Strep al 1 % (Invitrogen) en una atmosfera de COz al 5 % a 37 °C.
Las células se pasaron cada 2-3 dias hasta 15-20 pases. Para microscopia, las células se sembraron en
recubrimientos de vidrio de borosilicato Lab-Tek#1.0 con camaras de 4 pocillos (ThermoFisher, Ma, Estados Unidos)
durante 15-24 h antes de las transfecciones. Las transfecciones se realizaron con reactivo JetPrime (PegLab,
Erlangen, Alemania) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. En pocas palabras, para las transfecciones
dobles con vectores IR y ARNt?Y/PyIRSAF se usaron plasmidos en una relacion 1:1 manteniendo la cantidad total de
ADN en 1 ug. Los UAA se afnadieron después de las transfecciones en dos pulsos (véase la Figura 2a). Los UAA se
disolvieron en DMSO (solucién madre 250 mM de PrK; solucién madre 100 mM de TCO*) o acido férmico al 20 %-
DMSO (solucion madre 500 mM de BCN; solucién madre 250 mM de SCO). Cada UAA se us6 a una concentraciéon
final de 250 uM. Después del pulso 2° pulso de UAA, las células se aclararon con medio fresco y se mantuvieron
durante una noche en DMEM.

Ejemplo E: Etiquetado de pulso-caza de IR

A la mafana siguiente a las transfecciones, el medio se cambié a DMEM con alto contenido de glucosa sin suero
complementado con FBS al 10 % y Pen-Strep, en el que también se realizaron todas las etapas posteriores de lavado
y etiquetado. Las células transfectadas se marcaron entonces de acuerdo con los siguientes protocolos. En el caso
de la combinacion SPIEDAC-SPAAC, las células se incubaron con una solucion 10 uM de sulfo-Cy5-azida (Lumiprobe,
Hannover, Alemania) disuelta en DMEM sin suero durante 10 minutos a 37 °C, se lavaron con medio fresco, se
incubaron con una solucion 5 uyM de Cy3-Me-Tet sulfonada (6-metil-tetrazina-Sulfo-Cy3, Jena Bioscience, Jena,
Alemania) durante 10 minutos a 37 °C y después se lavaron con medio fresco y se mantuvieron a 37 °C antes de la
fijacion. Para obtener mas detalles sobre el etiquetado SPAAC, véase el Ejemplo M.

En el caso de SPIEDAC con una combinacion seSPIEDAC, las células se incubaron primero con la soluciéon 5 yM de
Me-Tet-Cy5 sulfonada (6-Metil-Tetrazina-Sulfo-Cy5, Jena Bioscience) disuelta en DMEM sin suero durante 10 min a
37 °C. Después del etiquetado de Me-Tet-Cy5, las células se aclararon con medio fresco. Para inactivar cualquier
TCO* sin reaccionar (véase la Figura 10 para obtener mas detalles sobre la elecciéon del inactivador), las células se
incubaron posteriormente con Me-Tet-NH2 no fluorescente (50 uM, disuelto en DMEM sin suero). El clorhidrato de Me-
Tet-NH2 ((4-(6-Metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)fenil)-metanamina) se sintetizd6 de acuerdo con un procedimiento publicado
(M. R. Karver, R. Weissleder, S. A. Hilderbrand, Angew Chem Int Ed Engl 2011). Después de esta etapa, las células
se aclararon dos veces con DMEM sin suero y luego se marcaron con H-Tet-Atto532 (Jena Bioscience) incubando las
células en una solucion de 5 yM durante aproximadamente 10 min. Las soluciones madre de Me-Tet-Cy5 y H-Tet-
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Atto532 se prepararon en DMSO a una concentracién de 500 uM. Después del etiquetado, las células se aclararon de
nuevo, el medio se intercambi6 y las células se mantuvieron en la incubadora durante 1-5 h antes de la etapa de
fijacion. La fijacion se realizé con para-formaldehido al 2 % (PFA) en PBS a temperatura ambiente durante 10 min,
antes de lo cual, las células se aclararon con PBS.

Ejemplo F: Microscopia de IR

Después de la fijacion, las células se llevaron al microscopio, el mismo dia o un maximo de 1-2 dias después. Esto
fue especialmente importante para las imagenes SRM. Todas las imagenes confocales se realizaron en un
microscopio comercial LEICA TCS SP8 equipado con un objetivo HCX PL APO 100x/1,40 OIL (Mannheim, Alemania).
Para obtener las imagenes que comparan diferentes niveles de etiquetado, se utilizaron los mismos ajustes de
adquisicion para todos los experimentos. Se obtuvieron imagenes de las células en PBS y se adquirieron imagenes
de un solo plano con un tamario de pixel de 114 nm. Toda la SRM se realiz6 en un microscopio Leica GSD comercial,
equipado con un objetivo Leica HCX PL APO 100x/NA 1,47 Oil CORR TIRF PIFOC y ajustes de filtro de Cy3 y Cy5.
Para la SRM, se usé un tampon de imagenes que contenia un sistema de captacién de oxigeno (glucosa oxidasa con
catalasa -GLOX) en presencia de tioles (2-aminoetanotiol 10 mM, MEA) producido de acuerdo con un protocolo
publicado (G. T. Dempsey, J. C. Vaughan, K. H. Chen, M. Bates, X. Zhuang, Nature methods 2011, 8, 1027-1036). El
tampon se preparo6 nuevo y se intercambio después de 1-3 h de imagenes o antes en caso de que no haya suficientes
parpadeos. Todas las imagenes se adquirieron en modo epifluorescente, primero en el canal Cy5 y luego en Atto532.
Para el canal Cy5, se usaron un laser de 642 nm, y para el canal Atto532, un laser de 532 nm, respectivamente, para
bombear y obtener imagenes del parpadeo con tiempos de exposicion de 10 ms. Para facilitar el retorno de los
fluoréforos al estado fundamental, se usé un laser de 405 nm a intensidades muy bajas.

Ejemplo G: Construcciones para la expresion de VLP en células de mamifero

Se obtuvieron M1 (A/Hong Kong/68) y HA (A/Aichi/2/68) en el vector de expresion eucariota pCAGGS a partir de
Mikhail Matrosovich (Marburg). La secuencia de HA se cloné en el vector de expresion pCl y se baso en la estructura
disponible de HA (PDB: 1E08) (X. Morelli, M. Czjzek, C. E. Hatchikian, O. Bornet, J. C. Fontecilla-Camps, N. P. Palma,
J. J. Moura, F. Guerlesquin, The Joumnal of biological chemistry 2000, 275, 23204-23210) e informacién sobre la
conservacion de secuencias entre diferentes variantes de la gripe, se seleccionaron diferentes posiciones de
aminoacidos y se sustituyeron por el codon TAG ambar con mutagénesis dirigida de sitio dirigido estandar. En este
estudio, se uso la sustitucién de aminoacidos HA342 ya que mostré una buena incorporacion de UAA y eficiencia de
etiquetado.

Ejemplo H: Cultivo celular y preparacion de muestras para VLP

HEK293T se mantuvieron en DMEM (glucosa baja, piruvato, sin glutamina, sin rojo fenol, 11880-028
GIBCO/Invitrogen) complementado con suero fetal ternera al 10 % (FCS) y L-glutamina a 37 °C bajo COz al 5 %.

Para fluorescencia y SRM, las células se sembraron en cubreobjetos de alta precision bien limpiados (& = 18 mm,
espesor = 0,17 £ 0,005 mm, CarlRoth) en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos. Las células se cultivaron hasta un
70-80 % de confluencia antes de transfectarse con los plasmidos apropiados en las relaciones 1:1 con reactivo de
transfeccion JetPrime (PEQLAB) o 239Expresso (Excellgen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 1 h
después de la transfeccién, se afiadieron 250 uM de SCO, PrK o TCO* al medio de crecimiento. Si la produccién de
particulas de virus filamentosos se indujo mediante la cotransfeccion de HA y M1, se afiadié neuraminidasa bacteriana
exogena (durante ambos pulsos UAA) ademas de los UAA a una concentracion de 100 mU/ml (Clostridium perfrigens;
Sigma-Aldrich, Frankfurt, Alemania) para evitar la unién inmediata de los filamentos generados a las células
productoras mediante la union de HA al acido sialico. Después de 10 h, el medio que contenia UAA se cambi6 a medio
de crecimiento con el segundo UAA y se incub6 durante 18 h. Después de esta deteccion, las células se incubaron
durante 1 h en un medio de crecimiento normal antes de marcar el UAA incorporado con tintes modificados con
tetrazina a 37 °C durante 20-30 min. Primero, TCO* se marc6 con Me-Tet-Cy5 (Jena Bioscience, concentracion final
de 5 yM), el TCO* sin reaccionar después se inactivé con Me-Tet-NH2 50 uM durante 5 min y SCO se marc6 con H-
Tet-Atto532 (Jena Bioscience, concentracién final de 5 uM). Antes de montar los portaobjetos en portaobjetos con
cavidad (1,2-1,5 mm, Menzel-Glaeser/Thermo-Scientific), las células se lavaron una vez con medio de crecimiento
normal durante 30 minutos y posteriormente se fijaron con PFA al 2 % en PBS durante 10 minutos. Para la SRM, se
utilizaron las mismas configuraciones de adquisicién que se han descrito anteriormente para IR. Para la microscopia
confocal, la muestra se monté con ProLong Gold (Invitrogen) en un portaobjetos estandar y se curé durante 24 horas
a temperatura ambiente antes de obtener imagenes con un microscopio Leica TCS SP8.

Ejemplo I: Analisis de imagenes

Las imagenes confocales se procesaron usando Fiji ImagedJ (J. Schindelin, I. Arganda-Carreras, E. Frise, V. Kaynig,
M. Longair, T. Pietzsch, S. Preibisch, C. Rueden, S. Saalfeld, B. Schmid, J. Y. Tinevez, D. J. White, V. Hartenstein, K.
Eliceiri, P. Tomancak, A. Cardona, Nature methods 2012, 9, 676-682). Para las imagenes IR, se aplico un filiro de
mediana con un radio de dos pixeles. ImagedJ también se us6 para ajustar el contraste y el brillo (solo se aplicaron
cambios lineales) para mostrar las imagenes de IR y VLP (Figuras 2, 9, 10). Los archivos tiff individuales de color se
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fusionaron en una sola imagen de doble color alineando manualmente los dos canales.

El procesamiento por SRM se realizé en IgorPro (WaveMetrics, Portland OR, Estados Unidos). Se usé ImageJ para
ajustes de contraste-brillo lineales para la visualizacion. Las moléculas de las peliculas de SRM se localizaron en cada
fotograma utilizando el "Paquete localizador" (Dr. Peter Dedecker, Katholieke University, Louvain, Belgium) para
IgorPro. Las moléculas individuales se equiparon con un gaussiano para determinar la posicién (x,y) de cada evento
de parpadeo de una sola molécula. Las posiciones localizadas se analizaron entonces mediante la correlacion del
anillo de Fourier para estimar la resolucién del conjunto de datos, que después se usé para determinar la desviacion
puntual en las imagenes SRM reconstruidas (a) N. Banterle, K. H. Bui, E. A. Lemke, M. Beck, J Struct Biol 2013; b) R.
P. Nieuwenhuizen, K. A. Lidke, M. Bates, D. L. Puig, D. Grunwald, S. Stallinga, B. Rieger, Nature methods 2013, 10,
557-562). Las imagenes finales se mostraron con un tamario de pixel de 8 x 8 nm2.

Ejemplo J: Determinacién de la cinética de etiquetado a través de un ensayo FRET

Para la observacion de las cinéticas de etiquetado, GFPTAG-UAA se expreso6 con 1-5 (para estructuras de UAA véase
la Figura 1a). El lisado de E. coli se ajusté a una concentracion final de GFP de 200 nM basandose en los espectros
de absorbancia. H-Tet-Atto532 7 o Me-Tet-Cy3 8 (véase la Figura 4), respectivamente, se afadieron a una
concentracion final de 2 uM y los espectros de fluorescencia (excitacion a A = 450 nm, emision A = 470-650 nm) se
registraron en puntos de tiempo diferentes. Los experimentos se realizaron en un volumen total de 2 ml y agitacion
continua. Se usaron soluciones madre 1 mM de los tintes en DMSO. El etiquetado exitoso de GFPTAC—UAA ge controlo
mediante la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) desde el croméforo de GFP (que actia como
Donante, D) al fluoréforo sintético (Aceptor, A) cuando se une covalentemente. En los espectros individuales, esto es
visible por una disminucién de fluorescencia de GFP (aproximadamente A = 503-506 nm) y un aumento simultaneo de
Atto532- (A = 551 nm) o Cy3-fluorescencia (A = 563 nm), respectivamente, en el tiempo (mostrado a modo de ejemplo
para GFPTAG—3 en el panel izquierdo de la Figura 5). El panel derecho de la Figura 5 muestra la FRET representada
en el tiempo (en minutos) para los cinco UAA diferentes y las dos sondas de tetrazina diferentes. Se ha de tener en
cuenta que el punto de tiempo "0 min" se define como el punto de tiempo de aproximadamente 15 s después de
pipetear el tinte a la solucién de proteina.

La cinética de reaccion resultante se ajustdé con un modelo monoexponencial sencillo de acuerdo con
UAA :
GFP "= (1) = 4,(1 — exp( —kBt)),

donde Ao corresponde a la amplitud del ajuste y es proporcional a la concentracion de GFP inicial y B corresponde a
la concentracion de tinte dentro de la reaccion. La constante de velocidad k de la reaccion se obtiene del ajuste con la
suposicion de B constante durante la reaccion (que es valida debido al gran exceso de tinte). Las constantes de
velocidad aproximada en estas condiciones experimentales medidas a 20 °C se indican en la Tabla 1 a continuacion
y se obtuvieron ajustando las trazas de FRET de tres experimentos independientes para cada UAA (diferentes
expresiones de proteinas, diferentes dias) y el promedio posterior.

Tabla 1: Cinética de reaccién en condiciones experimentales probadas

Me-Tet-Cy3 [M-'-s™] H-Tet-Atto532 [M-"-s™]
GFpTAG 480 + 190 16000 + 2000
GFpTAG 2 2240 + 340 21000 + 4000
GFPTAG-3 1240 + 250 13000 + 2000
GFPTAG—4 3880 + 470 10000 + 1200
GFPTAG—S no determinado 670 + 180

Se observa que los derivados de Me-Tet-Cy3 se comparan con los derivados de H-Tet-Atto532 (debido a la
disponibilidad comercial). Sin embargo, se puede esperar que las diferencias de tinte no contribuyan notablemente a
las diferentes reactividades observadas.

Todos los UAA muestran una reactividad reducida con Me-Tet que con H-Tet. Sin embargo, la caida en la reactividad
es mas drastica para los alquinos que para los alquenos, lo que lleva basicamente a una reactividad no detectable de
SCO en las condiciones experimentales probadas.

También se observa que los sustituyentes de las tetrazinas utilizadas en este trabajo sugieren que una fuerte demanda
inversa de electrones no es una fuerza impulsora importante para la velocidad de las reacciones SPIEDAC descritas.

Como se muestra en la Figura 5, para GFPTAG—5 debido a la ausencia de reactividad, no se pudo observar una sefial

de FRET estable sobre el fondo en estas condiciones de medicion y, por lo tanto, no se pudo intentar una aproximacion
de la cinética de la reaccion.
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Ejemplo J1: Reactividad de GFPTAG>3 GFPTAG>3a y GFPTAG>3b con derivados de tetrazina marcados con Cy5

GFPTAG-UAA g expreso en E. coli como se ha descrito anteriormente en presencia de 1, 3, 3a, 3b y 5. Posteriormente,
la proteina purificada (Ni-NTA, véase anteriormente) se marcd con H-Tet-Cy5 ("Tetrazina-C5" de Jena Bioscience) o
Me-Tet-Cy5 ("6-Metil-Tetrazina-Sulfo-Cy5" de Jena Bioscience) como se describe a continuacion. Los experimentos
cinéticos se realizaron usando espectroscopia de flujo detenido (SFM-3000, Bio-Logic). La cinética de la reaccién de
etiquetado se control6 detectando el aumento de la fluorescencia de Cy5 cuando se une covalentemente al UAA de
la GFP respectiva debido a la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) del cromoforo de GFP (que
sirve como donante, D) al fluoréforo Cy5 (Aceptador, A En los espectros, esto es visible por un aumento de la
fluorescencia Cy5 en el tiempo (Figura 13a).

Las curvas de eficiencia de FRET no se analizaron debido a los efectos fotofisicos que se producen en la sefial de
GFP en presencia de un exceso de Cy5. Las mediciones se realizaron en condiciones de pseudo-primer orden en
PBS pH 7,4 usando proteina GFPTAG>x pyrificada 100 nM y un exceso (10-40 uM) de tinte Cy5 (H-Tet-Cy5 o Me-Tet-
Cy5). El andlisis de los datos se realiz6 ajustando los datos de fluorescencia Cy5 a la funcion mono-exponencial
inversa F(f) = A-(1-e°bst) + ¢. El criterio de informacion de Akaike se us6 para determinar el punto de tiempo de la
curva hasta el cual una funcion mono-exponencial se ajust6 mejor que una funcién bi-exponencial. Las diferentes
constantes de velocidad de reacciéon observadas kobs determinadas en funcion de los ajustes se representaron en
funciéon de la concentracion del tinte Cy5 y las constantes de reaccion K se obtuvieron haciendo un ajuste lineal
forzandolo a 0 (Figura 13b, Tabla 2). Los experimentos se realizaron por triplicado.

Tabla 2: Constantes de reaccién K para el etiquetado de GFPTAG->UAA con tintes de tetrazina-Cy5

Reaccion con H-Tet-Cy5 Reaccion con Me-Tet-Cy5

K [M—1 'S'1] K [M—1 'S'1]
GFPTAG-1 80400 £+ 1100 390+2
GFPTAG—3 30500 + 600 700 £ 10
GFPTAG—3a 36500 + 400 680 + 10
GFPTAG—3b 12100 + 200 no determinado*
GFPTAG—S 1180 + 80 no determinado*
* no determinado porque la velocidad de reaccién fue demasiado baja para obtener
valores fiables

Ejemplo K: Determinacion de la estabilidad a largo plazo del enlace covalente en proteinas marcadas

Para probar la estabilidad de los enlaces covalentes formados entre TCO* y el tinte-Tet en una reaccion SPIEDAC, se
realizaron experimentos de FRET a largo plazo. Basicamente, el mismo ensayo FRET que se ha descrito
anteriormente se usé para probar si los fluoréforos permanecen unidos covalentemente a la proteina durante un
periodo de 36 h. GFPTAG—2 200 nM se hicieron reaccionar por separado con Me-Tet-Cy3 2 uM a temperatura ambiente
(ta) y la relacion entre D y A fluoréforo se siguid a lo largo del tiempo. Ningin dato apoya una pérdida potencial del
fluoréforo de molécula pequefa a lo largo del tiempo (Figura 6).

En otro experimento, GFPTAG-UAA pyrificado con Ni-NTA (1-4) se marcé con Me-Tet-Cy3 (2 h, 37 °C). El exceso de
Me-Tet-Cy3 se eliminé por filtracion (~2 h). GFPTAG—~UAACYS marcado con 200 nM (con 1-4) se siguid seguidos a lo
largo del tiempo por FRET como se ha descrito anteriormente. Se ha de tener en cuenta que el primer punto de datos
se tomd aproximadamente 4 h después de afadir la tetrazina a las proteinas. No se observaron cambios significativos
entre la relacién de FRET medida después de 4 h y después de 76 h (Figura 7).

Ejemplo L: Determinacion de la estabilidad de los diferentes isémeros de trans-ciclooctenilo a través de 'H
RMN

Estudios anteriores mostraron la degradacion de compuestos con una alta tensién en el anillo, tal como 1 y 4, en
presencia de tioles (a) B. R. Varga, M. Kallay, K. Hegyi, S. Beni, P. Kele, Chemistry 2012, 18, 822-828; b) R. van Geel,
G. J. Pruijn, F. L. van Delft, W. C. Boelens, Bioconjugate chemistry 2012, 23, 392-398). Por ejemplo, para los frans-
ciclooctenos, se ha observado la isomerizacion de la forma trans en su forma cis correspondiente pero en 6rdenes de
magnitud menos reactivos cuando se trata con L-cisteina y calor (J. Yang, J. Seckute, C. M. Cole, N. K. Devaraj,
Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 7476-7479).

El analisis de '"H RMN mostré que los UAA 1-5 disueltos en NaOD 0,1 M en D-O o DMSO-d6 eran estables a
temperatura ambiente (ta), 37 °C, asi como a 60 °C durante un periodo de 72 h (datos no mostrados). Por lo tanto,
NaOH 0,1 M (para células de E. coli) y DMSO (para células de mamifero) son disolventes adecuados para la
preparacién de soluciones madre para experimentos biolégicos. Sin embargo, las soluciones madre se almacenaron
a -20 °C y se descongelaron 30 min antes de su uso.

El analisis por 'TH RMN mostré que los UAA 2-4 disueltos en 1x PBS deuterado (dPBS) en D20 (pH 7,4) mezclado con
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1,4-dioxano-d8 (v/v 1:1) eran estables a temperatura ambiente (ta), 37 °C, asi como a 60 °C durante un periodo de
72 h (Figura 8a). Teniendo en cuenta las propiedades de los compuestos purificados, estas condiciones se asemejan
a las condiciones fisioldgicas mas cercanas posibles, ya que prevalecen en experimentos biolégicos (células vivas,
soluciones acuosas tamponadas de proteinas) ((a) B.R. Varga, M. Kallay, K. Hegyi, S. Beni, P. Kele, Chemistry 2012,
18, 822-828; b) R. van Geel, G. J. Pruijn, F. L. van Delft, W. C. Boelens, Bioconjugate chemistry 2012, 23, 392-398).

Para probar la estabilidad frente a tioles, los UAA 2-4 se combinaron por separado con dos equivalentes de clorhidrato
de cisteamina en dPBS/dioxano-d8 (v/v 1:1), los tubos de RMN se sellaron herméticamente y se incubaron a ta, 37 °C,
0 60 °C. Los espectros de 'H RMN se midieron después de 24 h de incubacion y en puntos temporales posteriores
(en el caso de 3). Los datos de 'H RMN mostraron que todos los UAA se degradan con el tiempo en presencia de
cisteamina de manera dependiente de la temperatura (Figura 8b) - pero con diferente velocidad. Para los tres UAA
que contienen trans-cicloocteno, se observo la conversién de la forma frans-ciclooctenilo en su forma cis-ciclooctenilo
correspondiente (Figura 8b). Mientras que 2 y 4 se isomerizan igualmente rapido (<5 % del isémero trans que queda
después de 24 horas a 60 °C), se encontré que 3 era significativamente mas estable (quedaba -80 % del isémero trans
después de 24 h a 60 °C). Estos nimeros se obtuvieron comparando las integrales de los protones de doble enlace y
los protones -CHO- (si es posible/aplicable) antes y después del tratamiento térmico, como se hizo por otros para
compuestos similares ((a) B.R. Varga, M. Kallay, K. Hegyi, S. Beni, P. Kele, Chemistry 2012, 18, 822- 828; b) R. van
Geel, G. J. Pruijn, F. L. van Delft, W. C. Boelens, Bioconjugate chemistry 2012, 23, 392-398; J. Yang, J. Seckute, C.
M. Cole, N. K. Devaraj, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 7476-7479). Las observaciones a diferentes temperaturas
coincidieron con la expectativa de que cuanto mayor sea la temperatura, mas rapida/facil sera la isomerizacion. La
isomerizacion de la forma cis continué en muestras mantenidas a ta o 37 °C después de 24 h (datos no mostrados).

Para mostrar que también 3 (TCO*) se puede convertir completamente a su forma cis en presencia de tioles a 60 °C,
se continud la incubacion a 60 °C y se midieron los espectros de 'H RMN mas alla de los puntos de tiempo indicados
en la Figura 8c. Incluso después de diez dias (240 h), se dej6 mas cantidad de 3 (TCO*) en su forma frans que para
2 (TCO) y 4 (TCO*) después de 24 h de incubacion a 60 °C con dos equivalentes de cisteamina.

Ademas, se encontré que el isémero axial de TCO* 3a era mas estable, es decir, menos propenso a la desintegracion
(principalmente por conversién en la forma cis) que el isémero ecuatorial de TCO* 3b. Se determiné que semivida de
3a era cercana a dos dias a60 °C y 34 d a 37 °C, mientras que 3b se desintegré en estas condiciones en unas pocas
horas (Figuras 14a y 14b).

Ejemplo M: Etiquetado SPAAC del receptor de insulina con/sin bloqueador de endocitosis

Las células HEK293T se transfectaron con los plasmidos pEGFPN1_IRX676TAG y hCMV ARNtPY/PyIRSAF como se ha
descrito anteriormente. Después de las transfecciones, las células se incubaron durante una noche con BCN. A la
mafiana siguiente, las células se aclararon con DMEM libre de suero. 2 h mas tarde se realiz6 el etiquetado. Como se
muestra en la Figura 2b, el etiquetado con azida con 10 min de incubacion y 10 uM del cinte no dio ningun resultado
obvio en el etiquetado. Para optimizar la reaccion de etiquetado con azida, se aumento la concentracion de la Cy5-
azida a 50 yM y se incubo6 durante 2 horas a 37 °C. Después del etiquetado, las células se mantuvieron a 37 °C antes
de que se fijaran y se llevaran al microscopio confocal (véase anteriormente para obtener mas detalles). La Figura 9a
muestra el etiquetado de membrana especifico en el canal Cy5 (panel derecho) que se co-localiza con el canal GFP
(panel izquierdo) del IRTA. Ademas, en el canal Cy5 se observo un fondo muy alto y un tinte inespecifico adherido en
el interior de las células, probablemente debido a la prolongada etapa de incubacién del tinte. Solo cuando se aplicé
el bloqueador de endocitosis (hidrato de Dynasore, Sigma-Aldrich, Frankfurt, Alemania) (solucién 80 yM en DMEM sin
suero, 20-30 min antes del etiquetado y durante la incubacién con Cy5-azida) se observaron acumulaciones de tinte
menos inespecificas (Figura 9b).

En un experimento adicional, las células transfectadas se incubaron con 250 uM de 3, 3a o 3b durante 8 h. Al dia
siguiente, las células se marcaron con H-Tet-Cy5 5 yM o Me-Tet-Cy5 durante 10 minutos a 37 °C en DMEM. Después
de cambiar el medio por DMEM nuevo, las células se incubaron a 37 °C durante 1-2 h mas. Posteriormente, las células
se fijaron y se analizaron a través de microscopia confocal (véase anteriormente para mas detalles). Como se muestra
en la Figura 15, la incubacion con H-Tet-Cy5 5 uM produjo un etiquetado fiable de las tres proteinas de fusién, GFP-
IRTAG>3 GFP-IRTAG>3a y GFP-IRTAG>36 Cuando las células se incubaron con el Me-Tet-Cy5 de reaccion mas lenta, no
se detectd tincion para GFP-IRTAG>3 mientras que GFP-IRTAG>3 y GFP-IRTAG>%a mgostraron una tincion detectable
que fue algo mas débil que con el etiquetado de H-Tet-Cy5.

Ejemplo N: Controles de etiquetado de doble color de IR

Las células HEK293T se transfectaron con los plasmidos pEGFPN1_IRTA¢ y pCMV ARNt?Y/PylIRSAF como se ha
descrito anteriormente. Después de las transfecciones, las células se pulsaron en primer lugar con UAA1 y después
se detectaron con UAA2 (véase la Figura 2).

Dado que TCO* puede reaccionar tanto con Me-Tet (aplicado durante la 12 etapa de etiquetado) como con H-Tet

(aplicado durante la 22 etapa de etiquetado), fue necesario excluir la posibilidad de que si no todo el TCO* reacciona
en la primera etapa, podria marcarse por H-Tet en la segunda etapa. El consumo total de TCO* en la primera etapa
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de etiquetado es un requisito para un disefio de etiquetado doble ortogonal, ya que de lo contrario produciria un
resultado ambiguo. Tal fenomeno podria producirse, por ejemplo, si las células expresan una alta concentracion de
TCO*, de manera que no se consuma completamente en la primera reaccién de etiquetado con Me-Tet. Para probar
esto, se realizaron los siguientes experimentos de control:

Después de las transfecciones, las células se pulsaron en primer lugar con UAA1(TCO*) y después se detectaron con
UAA2(PrK), véase la Figura 2. La propargilsilina (PrK) es un alquino alifatico y no participa en las reacciones SPAAC
o SPIEDAC y funciona aqui como un UAA inerte que se incorpora por el mismo ARNt/RSAF con rendimientos similares
a TCO*, BCN y SCO (T. Plass, S. Milles, C. Koehler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew Chem Int Ed Engl 2011, 50,
3878-3881; T. Plass, S. Milles, C. Koehler, J. Szymanski, R. Mueller, M. Wiessler, C. Schultz, E. A. Lemke, Angew
Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4166-4170; D. P. Nguyen, H. Lusic, H. Neumann, P. B. Kapadnis, A. Deiters, J. W. Chin,
Journal of the American Chemical Society 2009, 131, 8720-8721; A. Borrmann, S. Milles, T. Plass, J. Dommerholt, J.
M. Verkade, M. Wiessler, C. Schultz, J. C. van Hest, F. L. van Delft, E. A. Lemke, Chembiochem 2012, 13, 2094-2099).
Después, el Me-Tet-Cy5 (56 uM en DMEM libre de suero, 10 min a 37 °C) se aplicd en primer lugar. En una segunda
etapa de etiquetado, se aplicé H-Tet-Atto532 (comparese con la Figura 2). Como cabia esperar, se pudo ver una
sefial muy alta de Me-Tet-Cy5 (Figura 10a). Sin embargo, en el canal Atto532 también se puede observar alguna
fluorescencia. Dado que solo el TCO* estaba presente como un UAA reactivo, indica que la mayor parte (>80 %), pero
no todo el TCO*, se consumidé en la primera etapa de etiquetado. Este fendmeno depende del nivel de expresion
celular, la concentracion de tinte, el tiempo de etiquetado y la temperatura. Para establecer un protocolo robusto que
funcione en una amplia gama de parametros, se encontrd practico introducir una etapa de inactivaciéon. Para este
proposito, se us6 una alta concentracion de Me-Tet (NH2-Me-Tet) pequefio, que se compara con un tinte relativamente
econdémico de obtener, que puede perfundirse rapidamente y eliminarse por lavado de las células. Se determiné que
un pulso de 2 min (a TA) de 50 uM, disuelto en DMEM libre de suero, reaccioné con TCO* no consumido en todos los
experimentos ensayados (Figura 10a). Por lo tanto, se continu6 usando el inactivador en todos los experimentos de
etiquetado SPIEDAC-seSPIEDAC posteriores.

También se realiz6 el etiquetado de doble color después de pulsar las células con UAA1 (TCO*) y detectarlas con
UAA2 (BCN). El etiquetado de TCO* dirigido a Me-Tet-Cy5 (5 uM en DMEM libre de suero, 10 min a 37 °C) se siguio
de inactivacion como se ha descrito anteriormente. En la segunda etapa de etiquetado, se aplicé BCN dirigido a H-
Tet-Atto532. Como se muestra en la Figura 10b, el TCO* se marc6 con éxito, pero debido a la reactividad entre BCN
y las altas concentraciones de Me-Tet del inactivador, no se observo sefial en el canal Atto532. Esto demuestra que
en las condiciones ensayadas, la reactividad restante de BCN frente a Me-Tet (en linea con la cinética de las Figuras
5,6y 7, el ensayo de gel en la Figura 2) no permite un enfoque de etiquetado de doble color ortogonal a la reaccién
de TCO* con Me-Tet.

También se muestra en la Figura 10c, las repeticiones del mismo experimento de control (como se ha descrito
anteriormente para IR) con TCO* y PRK para particulas pseudoviricas (VLP), usando las mismas condiciones de
etiquetado e inactivacion (comparese con la Figura 2c).

Para probar la posibilidad de un etiquetado no especifico en la Figura 10d, se muestra aqui el campo de vision mas
grande (comparese con la Figura 2b). Resulta evidente a partir de esta imagen que solamente las células positivas a
PEGFPN1_IRX676TAG gstan marcadas con H-Tet-Atto532/Me-Tet-Cy5.

Ejemplo O: Validacion por espectrometria de masas

Para la validacién espectrométrica de masas correspondiente a la proteina mostrada (comparese con la Figura 1),
GFPTAG-3 y GFPTAG—4 expresados en E. coli que albergan el plasmido ARNt?Y/PylRSAF se suprimieron y
posteriormente se digirieron con tripsina (Tryp) siguiendo protocolos estandar para analisis de masas peptidicas de
alta resolucion. Los péptidos se analizaron utilizando un espectrometro de masas Orbitrap (Thermofisher, Estados
Unidos). Los datos se analizaron mediante el algoritmo Mascot y los resultados que verifican la incorporacion exitosa
de 3 y 4 se resumen en la Table 3. Se analiz6 GFPT™S~% como un control positivo.

Tabla 3: Validacién espectrométrica de masas de la formacion de GFPTAG->UAA

Proteina Masa monoisotopica (calc.) Masa coincidente, hallada Secuencia peptidica (X= sitio TAG
[Da] [Da] ambar)

GFPTAG—3 2075,07864 2075,07944 FSVSGEGEGDATXGKLTLK

GFPTAG—4 2075,07864 2075,07724 FSVSGEGEGDATXGKLTLK

GFPTAG—S 2073,06300 2073,06368 FSVSGEGEGDATXGKLTLK

Las expresiones de ensayo con una construccion indicadora de GFPTAG, que solo da una expresion de longitud
completa y, por lo tanto, fluorescencia si se suprime la mutacion ambar en la posicién Y39, muestran que TCO* y
TCO* se aceptan por el par ARNt?Y/PyIRSAF aproximadamente tres veces mejor que el ciclooct-4-eno TCO original
(Figura 1b, Tabla 3 para datos de espectrometria de masas), produciendo aproximadamente 10 mg de un cultivo de
expresion de 1 | de E. coli. Las Figuras 5, 6 y 7 muestran que los tres TCO mantienen una reactividad similar en las
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reacciones SPIEDAC. Sin embargo, se sabe que el trans-cicloocteno tiene problemas de estabilidad quimica y tiende
a isomerizarse en la forma cis no reactiva, especialmente en presencia de tioles (J. Yang, J. Seckute, C. M. Cole, N.
K. Devaraj, Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 7476-7479). Dado que los tioles son abundantes en el citosol de las
células de mamifero, esto puede conducir a la interferencia con la bioestabilidad de UAA durante las expresiones a
largo plazo. Las mediciones de RMN mostradas en la Figura 1c y la Figura 8 mostraron que el TCO* tiene una
estabilidad al menos 10 veces mayor en presencia de tioles, lo que indica una proteccion eficiente del doble enlace
trans hacia los tioles por la proximidad del enlace de carbamato.

El par mutante ARNtPY/PyIRSAF permite codificar TCO* y BCN, que pueden experimentar reacciones SPIEDAC y
SPAAC, respectivamente (Figura 1d). Para explorar el potencial de este par de UAA para el etiquetado de doble color
de células vivas se us6 para el etiquetado de pulso-caza del receptor de insulina (IR). La funcién y el reciclado de
receptores de IR son temas de gran relevancia contemporanea debido a su papel central en la diabetes asi como los
nuevos roles reguladores genéticos (K. Siddle, Journal of molecular endocrinology 2011,47, R1-10; R. Sarfstein, H.
Werner, Endocrinology 2013, 154, 1672-1679). Se seleccioné una posicion ubicada en el lado extracelular de la
proteina (K676) para una mutacion ambar y se expresd el IRTAC en presencia de un plasmido que codifica el
ARNTPY/PyIRSAF en células HEK293T.

Después, se realizd el experimento de pulso-caza como se describe en la Figura 2a, donde el medio de crecimiento
se pulso por primera vez durante 4 h con el primer UAA (TCO*), seguido de una deteccion de 4 h con el 2° UAA (BCN).
IRTAG se marcé en primer lugar con azida-Cy5 y mas tarde con Me-Tet-Cy3, cada uno se incub6 durante 10 min en
células vivas. Como se puede observar en la Figura 2b (1er panel), la imagen confocal permitié visualizar la tincion
de membrana de IRTAG=TCO* con Me-Tet-Cy3 de la reaccion SPIEDAC. El etiquetado corto de IRTAG—ECN con azida-
Cy5 no dio resultados. Como se detallada en la Figura 9, esto podria atribuirse a la velocidad de la reaccién SPAAC,
que es de tres a cuatro 6rdenes de magnitudes mas lenta que la reaccion SPIEDAC.

El derivado de ciclooctinil-lisina (SCO) (Figura 1a) es acepta por el mismo par ARNt?Y/PyIRSAF con rendimientos
similares a TCO*. Mientras que TCO* reacciona con H-Tet y Me-Tet con velocidades de reaccion de >1000 1/Ms en
ensayos cinéticos in vitro y experimentos de etiquetado, SCO no muestra ninguna reactividad sustancial con Me-Tet
en las condiciones ensayadas (véase la Figura 5, 6 y 7 para cinética de reaccion, Figura 1d). Sin embargo, SCO
todavia reacciona en aproximadamente dos érdenes de magnitud mas rapido en una reaccién SPIEDAC con H-Tet
gue BCN en una reaccion SPAAC con azida. El experimento de pulso-caza se repiti6 con TCO* y SCO (Figura 2a),
seguido de etiquetado con Me-Tet-Cy5, y después con H-Tet-Atto532 durante 10 min. Como se muestra en la Figura
2b, esta combinacion dio como resultado un etiquetado brillante del IR en la membrana plasmatica para ambos
canales. SCO reacciona selectivamente con H-Tet pero no con Me-Tet en la escala de tiempo de estos experimentos,
lo que da como resultado una reaccion que es ortogonal a SPIEDAC entre TCO* y Me-Tet. Este tipo de subreaccion
se conoce en el presente documento como "SPIEDAC con selectividad mejorada" (seSPIEDAC). Se observa que
como TCO* es altamente reactivo con ambos, Me-Tet y H-Tet, se deben elegir las condiciones experimentales para
asegurar que todo el TCO* se consuma antes de continuar con la segunda etapa de etiquetado (véase la Figura 10
para obtener mas detalles).

Ademas, se muestra en la Figura 1d y en la Figura 10 que aumentar adicionalmente la velocidad de seSPIEDAC
utilizando el BCN con alta tension anular en lugar de SCO no es posible debido a la reactividad del BCN hacia Me-Tet
(Figuras 5,6y 7).

Dado que Cy5 y Atto532 se usan cominmente para la SRM basada en la localizacién, se realizaron mediciones de
SRM de doble color (M. Heilemann, S. van de Linde, M. Schuttpelz, R. Kasper, B. Seefeldt, A. Mukherjee, P. Tinnefeld,
M. Sauer, Angew Chem Int Ed Engl 2008, 47, 6172-6176; M. Bates, B. Huang, G. T. Dempsey, X. Zhuang, Science
2007, 317, 1749-1753; J. Foiling, M. Bossi, H. Bock, R. Medda, C. A. Wurm, B. Hein, S. Jakobs, C. Eggeling, S. W.
Hell, Nature methods 2008, 5, 943-945). Las imagenes confocales (Figura 2) y de campo amplio mostraron una tincién
de la membrana plasmatica superpuesta de IR en ambos colores después del etiquetado de doble color de TCO* y
SCO. Sin embargo, la SRM revel6 una distribucién heterogénea de grupos de IR en la membrana (Figura 3a). De
forma destacable, también se ha observado el agrupamiento para otros receptores del factor de crecimiento usando
estudios de SRM (S. Wilmes, M. Staufenbiel, D. Lisse, C. P. Richter, O. Beutel, K. B. Busch, S. T. Hess, J. Piehler,
Angew Chem Int Ed Engl 2012, 51, 4868-4871)

Para demostrar la generalidad del enfoque de la invencion, las particulas pseudoviricas (VLP) marcadas se
ensamblaron mediante la coexpresion de hemaglutinina (HA) de las proteinas del virus de la influenza y la proteina de
matriz 1 (M1) (para una revision, véase J.S. Rossman, R.A. Lamb, Virology 2011,411, 229-236). Los genomas virales
son compactos y, a menudo, contienen genes superpuestos, lo que hace que la insercion de etiquetas codificadas
genéticamente en proteinas virales sea un desafio particular. Se generd un mutante TAG de HA y se expreso junto
con M1 y el ARNt?Y/PyIRSAF en células HEK293T. Se repitio el protocolo de pulso-caza usando TCO*, SCO y se
marcaron con Me-Tet-Cy5 y H-Tet-Atto532. Como se muestra en la Figura 2c, las protuberancias filamentosas tefiidas
con Atto532 y Cy5, correspondientes a las VLP ensambladas, se hicieron visibles. La resolucién mejorada de la SRM
permite visualizar filamentos individuales (Figura 3b). De forma destacable, existe una importante superposicion
espacial entre los dos colores, lo que sugiere que las proteinas traducidas en diferentes momentos se incorporan en
las mismas VLP de ensamblaje.
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En resumen, la reaccion SPIEDAC codificada genéticamente se sintoniz6é en dos reacciones SPIEDAC ortogonales
mutuamente que se pueden usar para realizar un etiquetado rapido de proteinas en células vivas. Esto expande el
repertorio existente de métodos de etiquetado de "clic" biocompatibles utilizando un cédigo genético expandido de
SPIEDAC y SPAAC a SPIEDAC y seSPIEDAC y SPAAC. Las dos reacciones rapidas de SPIEDAC permitieron
experimentos de etiquetado de doble color compatibles con SRM en células de mamifero mientras que la reactividad
lenta de SPAAC pareci6 insuficiente para el etiquetado rapido de alto contraste de células vivas.

TCO* es un TCO mejorado con mayor bioestabilidad y eficiencia de incorporacion. El TCO* reacciona rapidamente
con ambas tetrazinas ensayadas (Me-Tet, H-Tet), mientras que BCN tiene una reactividad comparativamente mucho
mas reducida hacia Me-Tet. En las condiciones experimentales realizadas, SCO solo reaccion6 con H-Tet y no con
Me-Tet. El etiquetado de doble color se logré usando un par de ARNt/RS promiscuo y un enfoque de pulso-caza. La
etapa de etiquetado se realiza en células vivas, creando nuevas posibilidades para estudiar el destino de las proteinas
con una resolucién muy alta. La combinacién del etiquetado de doble color de la invencion con interruptores genéticos,
tales como los mutantes sensibles a la temperatura y el control del promotor, podria permitir que se etiqueten distintas
proteinas. Sin embargo, las quimicas de etiquetado de la presente invencion son generales y también pueden aplicarse
directamente a la codificacién especifica a través de dos codones distintos.

El pequefio tamafio de la etiqueta UAA, en comparacion con otras etiquetas fluorescentes codificadas genéticamente,
es una ventaja importante, especialmente para los estudios de conjuntos de proteinas complejas tales como IR y HA,
donde se pueden influir multiples interacciones funcionales con otras proteinas y lipidos por etiquetas mas grandes de
manera impredecible. En particular, los genomas virales con frecuencia son extremadamente compactos y no toleran
grandes modificaciones. La necesidad de cambiar solo un solo codén, por lo tanto, aumenta drasticamente la
posibilidad de encontrar sitios permisivos que no alteren la funcion de la proteina.

Dado que las técnicas de la presente invenciéon se basan en el mecanismo de ligadura genérico de dos reacciones
SPIEDAC sintonizadas, por lo tanto, sera compatible con cualquier desarrollo de tinte adecuado para el etiquetado
intracelular vivo y también aplicable a una amplia gama de otras disciplinas para la instalacion de etiquetas, tales como
estudios de MRI y PET.

Ejemplo P: Ensayo de 'H RMN para probar la ortogonalidad de las reacciones de seSPIEDAC y SPIEDAC

Se prepararon soluciones madre de los diendfilos en DMSO-d6 con una concentracion final de 10 mm. Se preparé
también una solucién madre 20 mm de la sal del acido férmico de (4-(6-metil-1,2,4,5-tetrazina-3-il)fenil)metanamina
(denominada metil tetrazina o Me-Tet-NH2) en DMSO-d6. Como experimento de control, el diendfilo o el dieno (Me-
Tet-NH2) se mezclaron con DMSO-d6, 1:1 (v/v; 760 pl de volumen total) para producir una concentracion final de 5 mm
o 10 mm, respectivamente, en el tubo de RMN. Para confirmar si un dienéfilo reacciona con el dieno (Me-Tet-NH>),
las soluciones madre correspondientes se mezclaron 1:1 (v/v; 760 pl de volumen total) para producir una concentraciéon
final de 5 mm del diendfilo y 10 mm del dieno en el tubo de RMN. Las muestras se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente antes de analizarse por '"H RMN.

La comparacion de los espectros de 'H RMN del diendfilo y el dieno con la mezcla de reaccion mostro que el trans-
ciclooct-2'-eno habia reaccionado completamente con la tetrazina 10 min después de mezclar el trans-ciclooct-2'-eno
con la tetrazina (Figura 11a). No se detectaron sefiales correspondientes al doble enlace frans (puntos de color negro
en el espectro central) después de la incubaciéon. Como cabia esperar, se detect6 la tetrazina restante (puntos de color
negro en el espectro inferior), ya que se uso6 en exceso. Se detectaron nuevas sefales en la regién aromatica (espectro
superior) correspondientes a los productos de reaccién recién formados. Se encontré que la reaccién de un isémero
diferente de trans-ciclooct-2'-eno es mas lenta que la reaccion del trans-ciclooct-2'-eno (Figura 11b). Las flechas de
color negro indican la disminucién de la integral de los protones de doble enlace fransy la aparicion de nuevas sefiales
en la region aromatica tras la reaccion (espectro superior). La reacciéon se impulsar hasta finalizar extendiendo el
tiempo de reaccién, aumentando la temperatura o utilizando un mayor exceso de tetrazina.

Por el contrario, ni los restos 5-norborneno-2-ol (isémero endo y exo) ni ciclooctino reaccionaron en absoluto con la
tetrazina (indicado por puntos de color negro en la Figura 11¢, Figura 11d y la Figura 11e). No se detectaron nuevas
sefiales en 10 minutos después de mezclar el diendfilo con la tetrazina. La reaccién con el resto biciclononino (dos
isébmeros), sin embargo, tubo lugar, aunque todavia no habia reaccionado completamente con la tetrazina 10 minutos
después de la mezcla (espectro superior de la Figura 11f). Por lo tanto, se encontrd que la reaccion de este par de
reaccion era mas lenta que la reaccion del par de reaccion en la Figura 11a. Las flechas de color negro indican las
nuevas sefales que aparecen tras la reaccién (espectro superior). La reaccion se impulsar hasta finalizar extendiendo
el tiempo de reaccion, aumentando la temperatura o utilizando un mayor exceso de tetrazina.

Los experimentos similares realizados en 1x de PBS deuterado (dPBS) en D20 (pH 7,4) mezclado con 1,4-dioxano-
d8 (v/v 1:1) dieron los mismos resultados.

Abreviaturas
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AcF = p-acetilfenilalanina

AcOH = acido acético

ac. = acuoso

Ar = argén/atmoésfera de gas inerte

BCN = N-¢-((1R,8S,9S)-biciclo[6,1,0]non-4-in-9-metiloxi)carbonil)-L-lisina (Figura 1a: compuesto 1)
Boc-L-Lys-OH = N-a-terc-butiloxicarbonil-L-lisina

salmuera = solucion ac. sat. ac. de NaCl

calc. = calculado

cHex = ciclohexano

conc. = concentrado

DBU = 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

DCM = diclorometano

DIEA = N,N-diisopropiletilamina

DMF = dimetilformamida

DMSO = dimetilsulfoxido

equiv. = equivalente(s)

EtOH = etanol EtOAc = acetato de etilo

FC = cromatografia ultrarrapida

Fmoc-Lys-OH = N-a-(9-fluorenilmetiloxicarbonil)-L-lisina

FRET = transferencia de energia por resonancia de fluorescencia, también denominada transferencia de energia
por resonancia de Forster

MeOH = metanol

GFP = proteina verde fluorescente

GFPWT = GFP de tipo silvestre

GFPTAQ = GFP codificada por una secuencia que comprende el codon de terminacion ambar TAG en el sitio
permisivo 39

GFPTAG>x = GFPTAG en la que el compuesto x se ha incorporado en el sitio codificado por ambar, por ejemplo,
GFPTAG>1 = GFPTAC en la que el compuesto 1 se ha incorporado en el sitio codificado por ambar

h = hora(s)

Ierp = intensidad promedio de GFP

IR = receptor de insulina

GFP-IRTAG = construccion de fusién GFP-IR codificada por una secuencia que comprende el codon de terminacion
ambar TAG en el sitio permisivo 676

GFP-IRTAG>x = fysion GFP-IRTC en la que el compuesto x se ha incorporado en el sitio codificado por ambar, por
ejemplo, GFP-IRTAG>1 = fusion GFP-IR™C en la que el compuesto 1 se ha incorporado en el sitio 676 del IR
MBP = proteina de unién a maltosa

MBPTAG = MBP codificada por una secuencia que comprendia el codon de terminacion de ambar TAG en el sitio
permisivo 38 y un marcador de His C-terminal

MBPTAG>1 = MBPTAC en la que el compuesto 1 se ha incorporado en el sitio codificado por ambar
mCherry"T = mCherry de tipo silvestre

mCherry™6>1 = mCherry en la que el compuesto 1 se ha incorporado en el sitio codificado por ambar

med. = medido

min = minutos

SLN = secuencia de localizacién nuclear

DOeoo = densidad 6ptica a 600 nm

o/n = durante una noche

PBS = solucién salina tamponada con fosfato

PMSF = fluoruro de fenilmetilsulfonilo

RS = aminoacil ARNt sintetasa

ta = temperatura ambiente (20-25 °C)

sat. = saturado

SCO = N-¢-((Ciclooct-2-in-1-iloxi)carbonil)-L-lisina (Figura 1a: compuesto 5)

DT = desviacion tipica

SDS-PAGE = electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato sédico

smFRET = observacién de una unica molécula de FRET TAMRA = tetrametilrodamina

TB = caldo de cultivo Terrific

TCO = N-¢-((trans-Ciclooct-4-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina (Figura 1a: compuesto 2)

TCO* = N-¢-((trans-Ciclooct-2-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina (Figura 1a: compuesto 3)

TCO# = N-¢-((trans-Ciclooct-3-en-1-iloxi)carbonil)-L-lisina (Figura 1a: compuesto 4)

TEA = trietilamina

TFA = acido trifluoroacético

THF = tetrahidrofurano

TLC = cromatografia de capa fina

UAA = aminoacido no natural
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Thr

Thr

Ala

100

Pro

Ser

Val

Thr

Pro

Gly

Tyr

Ser

Cys

Lys

85

Pro

Lys

Lys

Pro

Ala

Leu

Thr

Ile

Ser

Lys

70

Ala

Thr

Pro

Phe

Ala

150

Ser

Asn

Ile

Glu

Arg

55

Arg

Asn

Arg

Leu

Ser

135

Ser

Ala

Thr

His

Met

40

Thr

Cys

Glu

Thr

Glu

120

Pro

Val

Leu

70

Leu

Lys

25

Ala

Ala

Arg

Asp

Lys

105

Asn

Ala

Ser

Val

Ile

10

Ile

Cys

Arg

Val

Gln

90

Lys

Thr

Ile

Thr

Lys

Ser

Lys

Gly

Ala

Ser

75

Thr

Ala

Glu

Pro

Ser

155

Gly

Ala

His

Asp

Leu

60

Asp

Ser

Met

Ala

val

140

Ile

Asn

Thr

His

His

45

Arg

Glu

vVal

Pro

Ala

125

Ser

Ser

Thr

Gly

Glu

30

Leu

His

Asp

Lys

Lys

110

Gln

Thr

Ser

Asn

Leu

15

Val

Val

His

Leu

Val

95

Ser

Ala

Gln

Ile

Pro

Trp

Ser

val

Lys

Asn

80

Lys

Val

Gln

Glu

Ser

160

Ile



Thr

Ser

Ser

Ser

225

Asn

Arg

Ile

Phe

Leu

305

Lys

Glu

Gly

His

Gly

385

Val

Ser

Gln

Leu

210

Arg

Tyr

Gly

Glu

Arg

290

Tyr

Ile

His

Cys

Leu

370

Asp

Val

Met

Thr

195

Asn

Arg

Leu

Phe

Arg

275

Val

Asn

Phe

Leu

Thr

355

Gly

Thr

Gly

Ser

180

Asp

Ser

Lys

Gly

Leu

260

Met

Asp

Tyr

Glu

Glu

340

Arg

Ile

Leu

Pro

165

Ala

Arg

Gly

Lys

Lys

245

Glu

Gly

Lys

Leu

Ile

325

Glu

Glu

Asp

Asp

Ile
405
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Pro

Leu

Lys

Asp

230

Leu

Ile

Ile

Asn

Arg

310

Gly

Phe

Asn

Phe

Val

390

Pro

Val

Glu

Pro

215

Leu

Glu

Lys

Asp

Phe

295

Lys

Pro

Thr

Leu

Lys

375

Met

Leu

Gln

Val

200

Phe

Gln

Arg

Ser

Asn

280

Cys

Leu

Cys

Met

Glu

360

Ile

His

Asp

7

Ala

185

Leu

Arg

Gln

Glu

Pro

265

Asp

Leu

Asp

Tyr

Leu

345

Ser

Val

Gly

Arg

170

Ser

Leu

Glu

Ile

Ile

250

Ile

Thr

Arg

Arg

Arg

330

Asn

Ile

Gly

Asp

Glu
410

Ala

Asn

Leu

Tyr

235

Thr

Leu

Glu

Pro

Ala

315

Lys

Phe

Ile

Asp

Leu
395

Trp

Pro

Pro

Glu

220

Ala

Arg

Ile

Leu

Met

300

Leu

Glu

Cys

Thr

Ser

380

Glu

Gly

Ala

Lys

205

Ser

Glu

Phe

Pro

Ser

285

Leu

Pro

Ser

Gln

Asp

365

Cys

Leu

Ile

Leu

190

Asp

Glu

Glu

Phe

Leu

270

Lys

Ala

Asp

Asp

Met

350

Phe

Met

Ser

Asp

175

Thr

Glu

Leu

Arg

Val

255

Glu

Gln

Pro

Pro

Gly

335

Gly

Leu

Val

Ser

Lys
415

Lys

Ile

Leu

Glu

240

Asp

Tyr

Ile

Asn

Ile

320

Lys

Ser

Asn

Tyr

Ala

400

Pro
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Trp Ile Gly Ala Gly Phe Gly Leu Glu Arg Leu Leu Lys Val Lys His
420 425 430

Asp Phe Lys Asn Ile Lys Arg Ala Ala Arg Ser Glu Ser Tyr Tyr Asn
435 440 445

Gly Ile Ser Thr Asn Leu
450
<210>2
<211> 454
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pirrolisil ARNt sintetasa de M. maize mutante

<400> 2
Met Asp Lys Lys Pro Leu Asn Thr Leu Ile Ser Ala Thr Gly Leu Trp
1 5 10 15

Met Ser Arg Thr Gly Thr TIle His Lys Ile Lys His His Glu Val Ser
20 25 30

Arg Ser Lys Ile Tyr Ile Glu Met Ala Cys Gly Asp His Leu Val Val
35 40 45

Asn Asn Ser Arg Ser Ser Arg Thr Ala Arg Ala Leu Arg His His Lys
50 55 60

Tyr Arg Lys Thr Cys Lys Arg Cys Arg Val Ser Asp Glu Asp Leu Asn
65 70 75 80

Lys Phe Leu Thr Lys Ala Asn Glu Asp Gln Thr Ser Val Lys Val Lys
85 90 95

Val Val Ser Ala Pro Thr Arg Thr Lys Lys Ala Met Pro Lys Ser Val
100 105 110

Ala Arg Ala Pro Lys Pro Leu Glu Asn Thr Glu Ala Ala Gln Ala Gln
115 120 125

Pro Ser Gly Ser Lys Phe Ser Pro Ala Ile Pro Val Ser Thr Gln Glu
130 135 140

Ser Val Ser Val Pro Ala Ser Val Ser Thr Ser Ile Ser Ser Ile Ser
145 150 155 160

Thr Gly Ala Thr Ala Ser Ala Leu Val Lys Gly Asn Thr Asn Pro Ile

72



Thr

Ser

Ser

Ser

225

Asn

Ile

Phe

Leu

305

Lys

Glu

Gly

His

Gly

385

Val

Ser

Gln

Leu

210

Arg

Tyr

Gly

Glu

Arg

290

Ala

Ile

His

Cys

Leu

370

Asp

val

Met

Thr

195

Asn

Arg

Leu

Phe

Arg

275

Val

Asn

Phe

Leu

Thr

355

Gly

Thr

Gly

Ser

180

Asp

Ser

Lys

Gly

Leu

260

Met

Asp

Tyr

Glu

Glu

340

Arg

Ile

Leu

Pro

165

Ala

Arg

Gly

Lys

Lys

245

Glu

Gly

Lys

Leu

Ile

325

Glu

Glu

Asp

Asp

Ile
405
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Pro

Leu

Lys

Asp

230

Leu

Ile

Ile

Asn

Arg

310

Gly

Phe

Asn

Phe

Val

390

Pro

Val

Glu

Pro

215

Leu

Glu

Lys

Asp

Phe

295

Lys

Pro

Thr

Leu

Lys

375

Met

Leu

Gln

Val

200

Phe

Gln

Arg

Ser

Asn

280

Cys

Leu

Cys

Met

Glu

360

Ile

His

Asp

73

Ala

185

Leu

Arg

Gln

Glu

Pro

265

Asp

Leu

Asp

Tyr

Leu

345

Ser

Val

Gly

Arg

170

Ser

Leu

Glu

Ile

Ile

250

Ile

Thr

Arg

Arg

Arg

330

Asn

Ile

Gly

Asp

Glu
410

Ala

Asn

Leu

Tyr

235

Thr

Leu

Glu

Pro

Ala

315

Lys

Phe

Ile

Asp

Leu

395

Trp

Pro

Pro

Glu

220

Ala

Arg

Ile

Leu

Met

300

Leu

Glu

Cys

Thr

Ser

380

Glu

Gly

Ala

Lys

205

Ser

Glu

Phe

Pro

Ser

285

Leu

Pro

Ser

Gln

Asp

365

Cys

Leu

Ile

Leu

130

Asp

Glu

Glu

Phe

Leu

270

Lys

Ala

Asp

Asp

Met

350

Phe

Met

Ser

Asp

175

Thr

Glu

Leu

Arg

Val

255

Glu

Gln

Pro

Pro

Gly

335

Gly

Leu

Val

Ser

Lys
415

Lys

Ile

Leu

Glu

240

Asp

Tyr

Ile

Asn

Ile

320

Lys

Ser

Asn

Phe

Ala

400

Pro
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Trp Tle Gly Ala Gly Phe Gly Leu Glu Arg Leu Leu Lys Val Lys His
420 425 430

Asp Phe Lys Asn Ile Lys Arg Ala Ala Arg Ser Glu Ser Tyr Tyr Asn
435 440 445

Gly Ile Ser Thr Asn Leu
450

<210> 3
<211>19
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia peptidica parcial
10

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> Xaa es un aminoacido sintético
15

<400> 3

Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Xaa Gly Lys Leu
1 5 10 15

Thr Leu Lys

20

74
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REIVINDICACIONES

1. Un método para formar uniones mediante reacciones de cicloadicion, en donde el método comprende hacer
reaccionar una primera tetrazina con un primer dienéfilo seguido de hacer reaccionar una segunda tetrazina con un
segundo diendfilo, en donde la reaccion de la primera tetrazina con el primer diendfilo se desarrolla en presencia del
segundo diendfilo, en donde

(i) la primera tetrazina comprende un grupo de la férmula:

en la que
R3 es alquilo C1-Cs;

(ii) el primer diendfilo comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R%0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)yamino; y

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

(iii) la segunda tetrazina comprende un grupo de la férmula:

(/N\| |
N%&

y

(iv) el segundo dienéfilo comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\
R

en la que

R2 es hidrégeno, halégeno, alquilo Ci-Ca, (R°0):P(0)O-alquilo C1-Ca, (R0):P(O)-alquilo C-Ca4, CF3, CN,
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hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C+-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

Re¢, RY independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera tetrazina reacciona preferiblemente con el primer dienoéfilo en
presencia del segundo diendfilo.

3. El procedimiento de las reivindicaciones 1 0 2, en el que la constante de velocidad k de la primera tetrazina con el
primer dienofilo es normalmente al menos 102 veces mayor que la constante de velocidad k de la reaccion de la primera
tetrazina con el segundo diendfilo.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la constante de velocidad k de la primera tetrazina
con el primer diendfilo se deja avanzar durante 30 minutos 0 menos a una temperatura de aproximadamente 37 °C.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el método comprende poner en contacto una
molécula diana o una composicion de molécula diana con

(i) un primer agente de etiquetado que comprende un grupo de la formula:

Ff\(/N\

"X

/

en la que
R3 es alquilo C1-Cs;

seguido de
(i) un segundo agente de etiquetado que comprende un grupo de la férmula:

\
be

"

/}

en la que la molécula diana comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

o

en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)0O-alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

R?, R® independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y
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(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

R

en la que

R2 es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C+1-Cs, (R¥0)2P(0O)-alquilo C4-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

Re¢, R4 independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs,

en donde la composicion de moléculas diana comprende

(i) un primera molécula diana que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R1

en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R20)2P(0)O-alquilo C1-Cs, (R°O)2P(O)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs; y

(i) una segunda molécula diana que comprende un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\
R

en la que

R? es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C+1-Cs, (R0)2P(O)-alquilo C4-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

Re¢, RY independientemente son hidrégeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el grupo frans-ciclooctenilo tiene la féormula:
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en la que
R" es hidrégeno;

la primera tetrazina o el agente de etiquetado comprenden un grupo de la férmula:

g
“‘%N)\/

R3 es metilo;

el grupo ciclooctinilo tiene la formula:

N

en la que
R2 es hidrégeno;

y
la segunda tetrazina o el agente de etiquetado comprenden un grupo de la formula:

(/N\ N

I\‘%y\&
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el primer dienoéfilo o la molécula diana o la
composicion de moléculas diana se hace reaccionar con la primera tetrazina o el agente de etiquetado en condiciones
que permiten que sustancialmente todos los grupos trans-ciclooctenilo reaccionen antes de reaccionar el segunda
diendfilo o la molécula diana o la composicion de moléculas diana con la segunda tetrazina o el agente de etiquetado.

8. Una célula que comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:
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en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R%0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

y
(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\
R

en la que

R2 es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Cs, (R¥0)2P(O)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

Re¢, R4 independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

9. La célula de la reivindicacion 8, en la que el grupo ciclooctinilo esta unido a un primer polipéptido y el grupo trans-
ciclooctenilo esta unido a un segundo polipéptido, siendo diferentes el primer y el segundo polipéptidos.

10. Un método para preparar la célula de las reivindicaciones 8 0 9, que comprende

a) proporcionar una célula que comprende:

(i) una primera aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica; y opcionalmente una segunda
aminoacil ARNt sintetasa, o un polinucleétido que la codifica;

(i) un primer ARNt que tiene un anticodén para un primer codén selector, o un polinucleétido que codifica dicho
ARNt; y opcionalmente un segundo ARNt que tiene un anticodon para un segundo codén selector, o un
polinucleétido que codifica dicho ARNt; y

(iii) un polinucleétido que codifica un polipéptido diana y que comprende uno o mas de un primer y segundo
codon o codones selectores; o un primer polinucledtido que codifica un primer polipéptido diana y que
comprende uno o mas de un primer codén selector(es) y un segundo polinucleétido que codifica un segundo
polipéptido diana y que comprende uno o mas de un segundo codon selector(es),

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii) con un primer aminoacido
no natural que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de férmula:

R‘l

en la que
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R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R%0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C+-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2>-Cs, y

en donde el grupo a-amino del primer aminoacido no natural se reemplaza opcionalmente por un grupo hidroxilo,
y la funcién del acido carboxilico del primer aminoacido no natural forma opcionalmente un éster;
y con un segundo aminoacido no natural que comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\
R

en la que

R2 es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Cs, (R¥0)2P(O)-alquilo C1-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

Re¢, R4 independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y

en donde el grupo a-amino del segundo aminoacido no natural esta reemplazado opcionalmente por un grupo
hidroxilo, y la funcién del acido carboxilico del segundo aminoacido no natural forma opcionalmente un éster;

o

en donde dicha primera aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el primer ARNt (ii) con un primer aminoacido
no natural que comprende un grupo frans-ciclooctenilo de férmula:

R‘l

en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R%0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2>-Cs, y

en donde el grupo a-amino del primer aminoacido no natural estd reemplazado opcionalmente por un grupo
hidroxilo, y la funcién del acido carboxilico del primer aminoacido no natural forma opcionalmente un éster; y
dicha segunda aminoacil ARNt sintetasa (i) es capaz de acilar el segundo ARNt (ii) con un segundo aminoacido no
natural que comprende un grupo ciclooctinilo de la férmula:

N\
R

en la que

R2 es hidroégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Cs, (R¥0)2P(O)-alquilo C4-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-C4, -O-CFs3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-
C4, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino; y

Re¢, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs, y
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en donde el grupo a-amino del segundo aminoacido no natural estd reemplazado opcionalmente por un grupo
hidroxilo, y la funcién del acido carboxilico del segundo aminoacido no natural forma opcionalmente un éster;

b) poner en contacto la célula con el primer y el segundo aminoacidos no naturales; y

c) permitir la traduccién del polinucleétido o de los polinucleétidos (iii) incorporando de este modo el primer y el
segundo aminoacidos no naturales o los analogos de los mismos en el polipéptido o los polipéptidos diana en la
posicion o las posiciones codificadas por el codon o los codones selector(es).

11. El método de la reivindicacién 10, en el que el primer aminoacido no natural es un compuesto de la formula:

|Fé‘ o
e [ 0%

en la que:

X! tiene la férmula:

R' es hidrogeno, halégeno, alquilo C+1-Cs, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C+4-C4, CFs, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca4, alquilamino
C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;
R?, R® independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 gs -CHaz-, -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -OC(0)-, -C(0)0-, -NH-C(0)- 0 -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Cs, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X* es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH>)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- 0 fenileno-CHz-;

X es hidrogeno, alquilo C+-Cs, alcoxi C1-Cs-alquilo C+-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-Cz-
alquilo C+4-Cz;

R4 es -OH o -NHz;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo, y
en donde el segundo aminoacido no natural es un compuesto de la formula:

4

|
NIRRT N R

H

en la que:

X! tiene la férmula:

R

R? es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CFs, CN, hidroxilo,
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alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca4, alquilamino
C1-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1+-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;
Re¢, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X2 gs -CHaz-, -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -OC(0)-, -C(0)0-, -NH-C(0)- 0 -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Cs, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X# es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH>)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X% es -(CH2)n- o fenileno-CHa-;

X es hidrogeno, alquilo C+-Cs, alcoxi C1-Cs-alquilo C+-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-Cz-
alquilo C+4-Cz;

R* es -OH o -NH2;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

o una sal de adicion de acidos o bases del mismo.

12. Un polipéptido que comprende

(i) un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

en la que

R' es hidrégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R%0)2P(0)O-alquilo C1-C4, (R°O)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C+-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

y
(i) un grupo ciclooctinilo de la formula:

N\
R

en la que

R2 es hidroégeno, halégeno, alquilo C1-C4, (R°0)2P(0)O-alquilo C1-Cs, (R0)2P(0O)-alquilo C4-Cs, CF3, CN,
hidroxilo, alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C4-
Cs, alquilamino C+-C4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-
(alquenil C2-Cs)amino;

Re¢, R4 independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

13. El polipéptido de la reivindicacién 12, que comprende un primer residuo de la formula:

I

T
x1x2x3x4x5§

WVWWWAAAAA
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en la que:

X' tiene la férmula

R' es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca, alquilamino
C1-Ca, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;
R?, R® independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X? es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(O)0O-, -NH-C(O)- o -C(0)-NH-;

X3 es alquileno C1-Cs, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X* es -NH-, -C(O)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NHz2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(0)-NH-CH(NHz2)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- 0 fenileno-CHz-;

Z" es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero entero de 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

y un segundo residuo de la formula:

L 3

N
x1x2x3x4x5cH;

en la que:

X' tiene la formula:

R

R2 es hidrogeno, halégeno, alquilo C1-Ca, (R°0)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RY0)2P(0)-alquilo C1-C4, CF3, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-Ca, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca, alquilamino
C1-Ca, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-Cs-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino;
Re°, RY independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs;

X? es -CHz-, -O-, -S-, -NH-, -C(0)-, -OC(0)-, -C(O)0O-, -NH-C(O)- o -C(0)-NH-;

X3 es alquileno C1-Cs, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O)p- 0 un enlace sencillo;

X4 es -NH-, -C(O)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH2)-, -CH(NHz2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(0)-NH-CH(NHz2)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X5 es -(CH2)n- 0 fenileno-CHz-;

Z" es -O- 0 -NH-;

n es un numero entero de 1 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6.

14. Un aminoacido no natural que comprende un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:
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en la que
R' es hidrogeno, halégeno, alquilo C+1-Cs, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C+4-C4, CFs, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca4, alquilamino
C1-Ca, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y
R2, R° independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2>-Cs; y

en donde el grupo a-amino del aminoacido no natural estd reemplazado opcionalmente por un grupo hidroxilo, y la
funcién del acido carboxilico del aminoacido no natural forma opcionalmente un éster.

15. El aminoacido no natural de la reivindicacion 14, que tiene la féormula:

@)

en la que

X' es un grupo trans-ciclooctenilo de la formula:

R' es hidrogeno, halégeno, alquilo C+1-Cs, (R20)2P(0)0-alquilo C1-C4, (RPO)2P(0)-alquilo C+4-C4, CFs, CN, hidroxilo,
alcoxi C1-C4, -O-CF3, alquenoxi C2-Cs, alcanoiloxi C2-Cs, alquilaminocarboniloxi C1-C4 o alquiltio C1-Ca4, alquilamino
C1-Ca4, di-(alquil C1-C4)amino, alquenilamino C2-Cs, alquenil C2-Cs-alquil C1-C4-amino o di-(alquenil C2-Cs)amino; y
R@, R® independientemente son hidrogeno o alcanoiloximetilo C2-Cs.

X2 gs -CHaz-, -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -OC(0)-, -C(0)0-, -NH-C(0)- 0 -C(O)-NH-;

X3 es alquileno C1-Cs, -(CH2-CH2-O)m-, -(CH2-O),-, 0 un enlace sencillo;

X* es -NH-, -C(0)-NH-, -NH-C(0)-, -NH-CH(NH>)-, -CH(NH2)-NH-, -NH-C(NH)-NH-, -C(O)-NH-CH(NH>)-, -C(O)-
NH-C(NH)-NH-, NH-CH(NH2)-C(O)- o -NH-C(NH)-NH-C(O)-;

X% es -(CH2)n- o fenileno-CHa-;

X es hidrogeno, alquilo C+-Cs, alcoxi C1-Cs-alquilo C+-C2, alcanoiloxi C2-C7-alquilo C1-C2 o alcanoilsulfanil C2-Cz-
alquilo C+4-Cz;

R4 es -OH o -NHz;

n es un numero entero de 0 a 4;

m es un numero enterode 1 a 6;y

p es un numero entero de 1 a 6,

0 una sal de adicion de acidos o bases del mismo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8
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TCO* + Me-Tet-Cy5

PRK + H-Tet-Atto532

Figura 10
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C
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Figura 11
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Figura 12
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Fluorescencia Cy5 (u.a.)
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Figura 13
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Figura 14
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37°C + cisteamina 60°C + cisteamina

semivida (h)
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Figura 15
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