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“SISTEMAS PARA A EXPRESSAO DE COMPONENTES
ORTOGONAIS DE TRADUCAO EM CELULAS HOSPEDEIRAS EUBACTERIANAS”

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS DE PATENTE AFINS

Este pedido de patente reivindica prioridade'para
e o beneficio do pedido de patente provisério n® de série US
60/780.973, depositado em 9 de marco de 2006; pedido de
patente provisério n® de série US 60/783.497, depositado em
17 de margo de 2006; e pedido de patente provisdério n® de
série US 60/855.336, depositado em 29 de outubro de 2006,
cujos teores sdo aqui incorporados como referéncia em sua

totalidade para todos propdsitos.

DECLARACAO QUANTO A DIREITOS AS INVENCOES FEITAS

SOB PESQUISA E DESENVOLVIMENTO PATROCINADOS PELO GOVERNO

FEDERAL

A invengdo foi realizada com o patrocinio do
Governo dos Estados Unidos da América do Norte, sob o
contrato n® ER46051 do Ministério da energia. O Governo dos
Estados Unidos pode ter certos direitos a invencéao.

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

O estudo da estrutura e fungdo de proteinas tem se
baseado historicamente nas propriedades quimicas que estéao
disponiveis, usando os grupos R dos aminoacidos de
ocorréncia natural. Infelizmente, cada organismo conhecido,
desde bactérias até os seres humanos, codifica os mesmos
aminoédcidos comuné com as raras excecdes de selenocisteina
(vide, por exemplo, Bock et al., Molecular Biology 5:515-20
(2002)) e pirrolisina (vide, por exemplo, Srinivasan et al.,

Science 296:1459-62 (1991)). Esta selecdo limitada de grupos
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R restringiu o estudo da estrutura e funcdo de proteinas,
onde os estudos estdo confinados pelas propriedades quimicas
dos aminodcidos de ocorréncia natural.

Foi desenvolvido um método genérico para a
incorporagdo especifica de sitio in vivo de aminoadcidos ndo-
naturais quimicamente diversos com propriedades fisico-
quimicas e bioldégicas inusitadas em proteinas em organismos
procaridéticos e eucaridticos (Wang et al., Science 292:498-
500 (2001); Chin et al., Science 301:964-967 (2003); e Wang
e Schultz, Angew. Chemn. Int. Ed. 44:34-66 (2005)). Este
método se baseia em um par singular de cédon-tRNA e a amino-
acil-tRNA sintetase correspondente (aaRs ou simplesmente RS)
para cada aminodcido n&o-natural que funciona eficientemente
na tradugdo de proteinas, mas ndo sofre reacdo cruzada com
qualquer um dos tRNAs, RSs, aminoacidos ou cdédons enddbgenos
no organismo hospedeiro (isto é, ele deve ser ortogonal). O
uso desses pares  tRNA-RS ortogonais tornou possivel
codificar geneticamente um grande numero de aminodcidos
estruturalmente diversos, incluindo aqueles com‘ quimica
inusitada (Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:56-61
(2003)) e reatividade fotoquimica (Chin et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002); Wu et al., J. Am.
Chem. Soc. 126:14306-14307 (2004)), bem como glicosilados
(Zhang et al., Science 303:371-373 (2004)), fluorescentes
(Wang e Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. 44:34-66 (2005)),
iigagéo de metais (Wang e Schultz, Angew. Chem. Int. Ed.
44:34-66 (2005) e aminodcidos ativos em oxirreducdo (Alfonta

et al., J. Am. Chem. Soc. 125:14662-14663 (2003)). Um par
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MjtRNA-Tyr (CUA) -MjTyrRS mutante especifico foi
particularmente util para codificar novos aminodcidos em E.
coli (Wang e Schultz, Chem. Biol. 8:883-890 (2001)).
Entretanto, apesar do sucesso desta técnica em
incorporar uma série diversa de aminodcidos ndo-naturais in
vivo, a eficiéncia do sistema de expressdo para a producao
de proteinas mutantes que contém aminodcidos n&o-naturais,
que nao foi otimizada, e a eficiéncia da supressdo do
sistema ortogonal para superar o cédon seletor pode ser
deficiente. H& uma necessidade nessas técnicas de
desenvolver reagentes ©para melhorar a eficiéncia da
supressdo de sistemas ortogonais de traducdo. A invencdo
aqui descrita preenche estas e outras necessidades, como

ficard evidente depois da revisdo da descricdo que se segue.

SUMARIO DA INVENCAO
A invengéo fornece sistemas de vetores de
expressédo aperfeicoados para a expresséao bacteriana

eficiente de proteinas mutantes que compreendem um ou mais

aminodcidos ndo-naturais em sitios especificos codificados

geneticamente por cédons seletores (cébdons nonsense ambar).
Estes sistemas resultam em uma eficiéncia significativamente
melhor na incorporacdo de aminodcidos ndo-naturais em
proteinas em eubactérias (por exemplo, E. <coli). As
caracteristicas 1inusitadas dos vetores de expressdo da
invencdo sdo amplamente compativeis com uma série de
esqueletos de vetores de expressdo em E. coli e cepas de E.
coli, e sao facilmente adaptadas para a expressdo de outras

proteinas ou tRNAs de interesse, além da expressdo de amino-
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acil-tRNA sintetases ortogonais ou tRNAs supressores
ortogonais.

Esta tecnologia de traducdo ortogonal utilizada
pela invencdo ¢é conhecida nessas técnicas. Entretanto, a
invengao ndo esta limitada em qualquer aspecto aos
componentes especificos da traducdo ortogonal que sdo usados
(isto é, a amino-acil-tRNA sintetase especifica ou o tRNA
supressor ortogonal especifico). Na realidade, a invencéao
fornece composig¢cdes e métodos aperfeigoados que encontram
amplo uso em sistemas de vetores de expressdo bacterianos
que ndo estdo limitados a expressdo de amino-acil-tRNA
sintetases ou RNAs supressores ortogonais.

Em alguns aspectos, a invengéoA fornece varias
construcdes de A&cidos nucléicos. Estas modalidades incluem,
por exemplo:

Construgdo A: Construc¢gdes gque tém seqgiiéncias de
nucleotideos promotoras e terminadoras derivadas a partir de
um gene de tRNA de prolina em Escherichia coli e uma
seqiiéncia de nucleotideos expressavel, onde as seqiéncias
promotora e terminadora sdo ambas ligadas operacionalmente a
seqiiéncia de nucleotideos expressdvel, e onde a seqgiéncia de
nucleotideos expressidvel ¢é heterdloga as seqiiéncias de
nucleotideos promotora e exterminadora.

Construgdo B: As construgdes que tém uma seqliéncia
de nucleotideos promotora que é um promotor de E. coli glnS
modificado que tem a seqiéncia de SEQ ID NO: 13 e uma
sequéncia de nucleotideos expressévgl? onde a seqiiéncia de

nucleotideos promotora de E. coli glnS modificada estéa
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ligada operacionalmente a seqiéncia de nucleotideos
expressavel.

Em alguns aspectos, as caracteristicas das
construcdes A e B sdo usadas no mesmo vetor, e onde as
seqliéncias de nucleotideos expressaveis sdo diferentes.

Construcdo C: Construgdes que tém uma seqiéncia de
nucleotideos que codifica um tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma
seqiéncia de nucleotideos que codifica uma amino-acil-tRNA
sintetase ortogonal (O-RS), onde a O-RD amino-acila
preferencialmente o O-tRNA com um aminoacido ndo-natural.

Construg¢do D: Construgdes que tém um operon
policistrénico que compreende uma pluralidade de sequéncias
de nucleotideos do gene de tRNA, onde pelo menos um gene de
tRNA é separado de pelo menos um gene de tRNA adjacente por
um ligante de polinucleotideos heterdélogos derivado de um
ligante de polinucleotideos de ocorréncia natural de um
operon de tRNA de ocorréncia natural.

Em algumas modalidades, no caso em que as
construcdes A, B e /c sdo usadas simultaneamente, a
seqliéncia de nucleotideos expressévél em A codifica o O-
tRNA, e onde a seqliéncia de nucleotideos expressavel em B
codifiéa a O-RS.

Em algumas modalidades dessas construg¢des, © gene
do tRNA de prolina em E. coli é selecionado entre os genes
prokK, ProlL e proM de E. coli. Em algumas modalidades, as
seqliéncias promotora e terminadora do tRNA de prolina de E.
coli derivadas das seqiiéncias promotora e terminadora de E.

coli proK fornecidas em SEQ ID NOS: 32 (promotora) e 33
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(terminadora), respectivamente. Em algumas modalidades, a
seqiéncia de nucleotideos expressavel na construcdo A é um
operon policistrdénico que compreende uma pluralidade de uma
ou mais seqiéncias de nucleotideos. Em algumas modalidades,
a sequéncia de nucleotideos expressavel na construcdo A
codifica um tRNA, .por exemplo, onde o tRNA é derivado de um
ou mais tRNA de Archaea, ou onde o tRNA é codificado por uma
seqliéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)).
Em algumas modalidades, a seqiéncia de nucleotideos
expressavel é um operon policistrdédnico que compreende uma
pluralidade das seqiiéncias de nucleotideos de SEQ ID NO: 1
(MFtRNA-Tyr (CUA)). Em alguns aspectos, a seqléncia de
nucleotideos expressavel ¢é uma pluralidade de operons
policistrdénicos.

Quando a construgdo B ¢é wusada, a seqiéncia de
nucleotideos expressavel pode codificar um polipeptideo, por
exemplo, uma amino-acil-tRNA sintetase. Em alguns aspectos,
a seqiéncia de nucleotideos expressdvel da construcdo B
codifica uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS),
onde a O-RS ©preferencialmente amind—acila um  O-tRNA
correspondente com um aminoacido ndo-natural. Em alguns
aspectos, a O-RS é derivada de uma amino-acil-tRNA sintetase
de Methanococcus jannaschii, por exemplo, uma tirosil-tRNA
sintetase de Methanococcus jannaschii. Nestes aspectos,
opcionalmente, a O-RS tem uma substituicdo de &cido
aspartico para arginina na posicdo do aminodcido 286 ou em
uma posigéo anéloga_é posigao 286, em relagdo a seqgiiéncia de

aminoadcidos da tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus
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jannaschii do tipo selvagem, fornecida em SEQ ID NO: 2 (Mj-
tRNA-Tyr RS do tipo selvagem).

Estas constru¢des da invencgdo podem ser usadas em
uma célula hospedeira, por exemplo, uma célula hospedeira
eubacteriana, tal como uma célula de E. coli.

Quando a construcéo D é usada, o operon
policistrdnico pode compreender uma pluralidade de ligantes
de polinucleotideos heterdlogos idénticos. Em alguns destes
casos, pelo menos dois dos 1ligantes de polinucleotideos
heterélogos sdo diferentes. Este operon policistrdénico de D
pode compreender uma pluralidade de ligantes de
polinucleotideos heterdélogos. Em algumas modalidades, o
ligante de polinucleotideos heterdlogos de D pode
compreender um nucleotideo de timidina no terminal 5', um
nucleotideo de adenosina no terminal 3', ou ambos, um
nucleotideo de timidina no terminal 5 e um nucleotideo de
adenosina no terminal 3'. O ligante de polinucleotideos
heterdélogos pode ser derivado do ligante de polinucleotideos
de ocorréncia natural localizado entre os genes de tRNA de
Escherichia coli selecionados entre: valU e valX,; ileT e
alaT; serV e argV,; valV e valW; -glyT e thrT; metT e leuW;
glnW e metU; hisR e leuT; glnU e glnW; leuP e leuV; glnV e
glnX; alaW e alaX; ileU e alaU; ileV e alaV; metU e glnV;
glyW e cysT; argX e hisR; e argY e argZ. Em alguns aspectos,
o ligante de polinucleotideos heterdélogos de D é derivado da
seqliiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante
valU/valX) ou 15 (ligante ileT/alaT).

Em outros aspectos, a invencdo fornece sistemas de



10

15

20

25

tradugdo para a expressao de um polipeptideo de interesse,
compreendendo pelo menos um aminodcido ndo-natural em uma
posicdo especificada. Estes sistemas da invencdo contém:

(a) um aminoacido ndo-natural;

(b) uma construcgdo de &cido nucléico, sendo que a
construgdo compreende uma seqliéncia de nucleotideos que
codifica um tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma seqiiéncia de
nﬁcleotideos que codifica uma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal (0O-RS), onde a O-RS preferencialmente amino-acila
o O-tRNA com o aminodcido ndo-natural; e

(c) um polinucleotideo que codifica o
polinucleotideo de interesse, sendo que o polinucleotideo
compreende pelo menos um cdédon seletor que é reconhecido
pelo O-tRNA, onde a posigéo do cédon seletor no
polinucleotideo controla a posicédo especificada do
aminoacido ndo-natural no polipeptideo de interesse depois
da expressdo do polinucleotideo, para produzir ¢
polipeptideo.

Nestes sistemas da invengdo, a construcdo de acido
nucléico pode compreender qualquer uma ou mais
caracteristicas listadas abaixo:

(1) as sequéncias de nucleotideos promotora e
terminadora derivadas de um gene do tRNA de Escherichia
coli, onde as seqiiéncias promotora e terminadora estéao,
ambas, ligadas operacionalmente a seqiiéncia de nucleotideos
Que compreende ou codifica o O-tRNA, e onde 0 O-tRNA é
heterblogo as seqliéncias de nucleotideos promotora e

terminadora;
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(2) uma seqiéncia de nucleotideos correspondente a
um promotor de E. coli glnS modificado que tem uma seqiiéncia
de SEQ ID NO: 13, onde a seqiiéncia de nucleotideos de E.
coli glnS modificada estd ligada operacionalmente a
seqgliéncia de nuéleotideos que codifica a 0O-RS; ou

(3) um operon policistrdnico gque compreende uma
pluralidade das seqliéncias de nucleotideos do gene de O-
tRNA, onde pelo menos um gene de O-tRNA é separado do pelo
menos um gene de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideos heterdélogos derivado de um ligante de
polinucleotideos de ocorréncia natural a partir de um operon
de tRNA de ocorréncia natural.

Nestes sistemas, o gene do tRNA de prolina de E.

coli pode ser selecionado entre os genes proK, prolL e proM

de E. coli. As seqléncias promotora e terminadora do tRNA de

prolina de E. coli podem ser derivadas a partir das
seqiéncias promotora e terminadora de E. coli proK fornecida
em SEQ ID NOS: 32 (promotora) e 33 (terminadora),
respectivamente. O operon policistrénico pode compreender
uma pluralidade de ligantes de polinucleotideos heterdlogos
idénticos, por exemplo, onde pelo menos dois dos ligantes de
polinucleotideos heterdlogos sao diferentes. Nestes
sistemas, o ligante de polinucleotideos heterélogos pode
compreender um nucleotideo de timidina no terminal 5’, ou um
nucleotideo de adenosina no ferminal 3', ou ambos, um
nuclgotideo de timidina no terminal 5" e um nucleotideo de
adenosina no terminal 3'. O 1ligante de polinucleotideos

heterdélogos pode ser derivado de um ligante de
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polinucleotideos de ocorréncia natural localizado entre os
genes do tRNA de Escherichia coli enddgenos selecionados
entre: valU e valX,; ileT e alaT; serV e argV; valV e valW;
glyT e thrT; metT e leuW; glnW e metU; hisR e leuT; glnU e
glnW; leuP e leuV, glnV e glnX; alaW e alaX; ileU e alaU;
ileV e alaV; metU e glnV; glyW e cysT; argX e hisR; e argY e
argZ. Em alguns aspectos, o ligante de polinucleotideos
heterbdlogos é derivado da seqiiéncia de nucleotideos de SEQ
ID NO: 14 (ligante valU/valX) ou 15 (ligante ileT/alaT).

Nestes sistemas, o O-tRNA pode ser derivado a
partir de um ou mais tRNA de Archaea. Em alguns aspectos dos
sistemas, a segliéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA
€ um operon policistrdnico que compreende uma pluralidade de
seqliéncia de nucleotideos que codificam um O-tRNA. Em alguns
aspectos, a seqléncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA
compreende uma seqgiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1
(MjtRNA-Tyr (CUA)). Em algumas modalidades, a seqliéncia de
nucleotideos expressavel é um operon policistrénico que
compreende uma pluralidade das seqiiéncias de nucleotideos de
SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)). Em outros aspectos do
sistema, a seqliéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA
€ um operon policistrédnico que compreende uma pluralidade da
seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO : 1 (MjtRNA-
Tyr (CUA) ).

Em outros aspectos, o sistema de traducdo pode
utilizar uma O-RS derivada de uma amino-acil-tRNA sintetase
de Methanococcus jannaschii, por exemplo, uma tirosil-tRNA

sintetase de Methanococcus jannaschii. Em alguns aspectos,
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esta O-RS tem wuma substituicdo de acido aspartico para
arginina na posig¢do do aminodcido 286 ou em uma posiééo
andloga a posigdo 286, em relacdo a seqiéncia de aminoacidos
da tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii do
tipo selvagem fornecida em SEQ ID NO: 2 (Mj-tRNA-Tyr RS do
tipo selvagem).

Em alguns aspectos destes sistemas, 0s componentes
ficam contidos em uma célula hospedeira, por exemplo,  uma
célula hospedeira eubacteriana, tal como uma célula de E.
coli.

Em outros aspectos, a invencdo fornece métodos
para produzir, em uma célula hospedeira, um polipeptideo de
interesse que compreende um aminodcido ndo-natural em uma
posigdo especifica. Estes métodos tém as seguintes etapas:

(a) disponibilizar: (1) um amino&cido nao-
natural; (ii) uma construgdo de Aacido nucléico que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma seqliéncia de nucleotideos que
codifica wuma amino-acil-tRNA sintetase prtogomal (O-RS),
onde a O-RS preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o
aminoacido ndo-natural; e (iii) wum polinucleotideo que
codifica o polipeptideo Vde interesse; sendo que ©
polinucleotideo compreende pelo menos um cdédon seletor que é
reconhecido pelo O-tRNA, e onde a posigdo do cdédon seletor
se correlaciona com a posicdo especificada do aminodcido
ndo-natural no polipeptideos de interesse; (iv) uma célula
hospedeira que compreende (i), (ii) e (iii); e

(b) desenvolver a célula hosepdeira; e
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(c) 1incorporar o aminoacido ndo-natural na
posicdo especificada no polipeptideo durante a tradugdo do
polipeptideo na célula hospedeira, produzindo desta forma o
polipeptideo de interesse que compreende o aminodcido ndao-
natural na posicédo especificada.

Nestes métodos, o O-tRNA pode ser derivado de um
ou mais tRNA de Archaea. A construcdo usada nos métodos pode
utilizar um operon policistrédnico que compreende uma
pluralidade de seqiiéncias de nucleotideos que codificam uma
ou mais espécies de O-tRNA. O O-tRNA pode compreender uma
seqliéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)),
ou alternativamente, um operon policistrdénico que compreende
uma pluralidade das seqgiiéncias de nucleotideos de SEQ ID NO:
1 (MjtRNA-Tyr(CUA)). Em alguns aspectos deste método, a O-RS
pode ser derivada de uma amino-acil-tRNA sintetase de
Methanococcus jannaschii. Em alguns aspectos, a O-RS tem uma
substitui¢do de acido aspartico para arginina na posicdo do
aminoacido 286 ou em uma posig¢do andloga a posicdo 286, em
relagdo a seqiiéncia de aminocdcidos da tirosil-tRNA sintetase
de Methanococcus jannaschii do tipo selvagem fornecida em
SEQ ID NO: 2 (Mj-tRNA-Tyr RS do tipo selvagem).

Estes métodos para produzir os polipeptideos podem
utilizar uma série de construcdes de acidos nucléicos, onde
as construgdes podem ser qualquer uma entre:

(I) seqliéncias de nucleotideos promotoras e
terminadoras derivadas de um gene do ‘tRNA de prolina de
Escherichia coli, onde as seqiéncias promotora e terminadora

estdo, ambas, ligadas - operacionalmente & sequéncia de
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nucleotideos que codifica o O-tRNA, e onde a seqiéncia de
nucleotideos que <codifica o O-tRNA é  heterdloga as
sequéncias promotora e terminadora;

(II) uma seqiéncia de nucleotideos promotora
correspondente a um promotor de E. coli glInS modificado que
tem uma seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 13, onde a
seqliéncia de nucleotideos de E. coli glnS modificada esté
ligada operacionalmente a seqiiéncia de nucleotideos que
codifica O-RS; e

(ITII) um operon policistrdnico que compreende
uma pluralidade de seqiéncias de nucleotideos do gene de O-
tRNA, onde pelo menos um gene é separado de pelo menos um
gene de de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideos heterélogos derivado de um 1ligante de
polinucleotideos de ocorréncia natural de um operon de tRNA
de ocorréncia natural.

Quando (I) é usado, o tRNA de prolina de E. coli
pode ser selecionado entre o tRNA de E. coli proK, prolL e
proM. Quando E. coli proK é usado, SEQ ID NO: 32 (promotora)
e 33 (terminadora) podem ser utilizadas.

Quando um operon policistrdénico de (III) é usado,
uma pluralidade de ligantes de polinucleotideos heterdlogos
pode ser utilizada, alternativamente quando pelo menos dois
dos ligantes de polinucleotideos heterdlogos sdo diferentes.
Em alguns aspecﬁos, O operon policistrdnico de (III) usa um
nucleotideo de timidina no terminal 5’, um nucleotideo de
adenosina no terminal 3', ou ambos, um nucleotidéo, de

timidina no terminal 5 e um nucleotideo de adenosina no
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terminal 3'. Além disso, o ligante de polinucleotideos
heterdlogos pode ser derivado do ligante de polinucleotideos
de ocorréncia natural localizado entre os genes do tRNA de
Escherichia coii enddgenos selecionados entre: valU e valX;
ileT e alaT; serV e argV; valV e valW; glyT e thrT; metT e
leuw; glnW e metU; hisR e leuT; glnU e glnW; leuP e leuV;
glnV e glnX; alaW e alaX; ileU e alaU; ileV e alaV; metU e
glnV;, glyW e «cysT; argX e hisR; e argY¥ e argZ.
Particularmente, a seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:
14 (ligante valU/valX) ou 15 (ligante ileT/alaT) pode ser
usada. Em alguns aspectos, a célula hospedeira é uma célula
hospedeira eubacteriana, por exemplo, uma célula hospedeira
de Escherichia coli.

Em outrés aspectos, a invencdo fornece métodos
para produzir proteinas que tém aminodcidos ndo-naturais.
Estes métodos wusam sistemas de vetores inusitados da
inveng¢do, tornando possivel a produgdo aperfeigoada das
proteinas. que contém os aminodcidos ndo-naturais. Estes
métodos para produzir um polipeptideo de interesse que
compreende um aminoacido ndo-natural em uma posicdo
especificada sdo realizados em uma célula hospedeira, onde
as etapas do método incluem: (a) disponibilizar:

(i) um aminoacido ndo-natural;

(ii) uma construcéao de acido nqcléico que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA);

(iii) uma construgdo de &cido nucléico que

compreende uma seqiéncia de nucleotideos que codifica uma
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amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (0-RS), onde a O-RS
preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o aminodcido ndo-
natural;

(iv) um polinucleotideo que codifica o)
polipeptideo de interesse, sendo que o polinucleotideo
compreende pelo menos um cédon seletor que é reconhecido
pelo O-tRNA, e onde a posicdo do cdébdon seletor se
correlaciona com a posicdo especificada do aminodcido ndo-
natural no polipeptideo de interesse; e

(v) uma célula hospedeira que compreende (i),
(ii), (ii) e (iv).

Estes métodos requerem que as construcdes de
acidos nucléicos de (ii) e (ii) compreendam coletivamente
pelo menos uma das trés seguintes caracteristicas:

(I) seqléncias de nucleotideos promotoras e
terminadoras derivadas de um gene do tRNA de Escherichia
coli, onde as seqléncias promotoras e terminadoras estdo,
ambas, ligadas operacionalmente a seqiiéncia de nucleotideos
que codifica o O-tRNA, e onde a seqiiéncia de nucleotideos
que codifica o O-tRNA é heterdloga as seqiiéncias promotoras
e terminadoras;

(II) uma seqiéncia de nucleotideos promotora
correspondente a um promotor de E. coli glnS modificado,
tendo uma seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 13, onde a
seqiiéncia de nucleotideos de E. coli glnS modificada esta
ligada operacionalmente a seqiiéncia de nucleotideos que
codifica a O-RS; e

(ITI) um operon policistrdénico que compreende
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uma pluralidade de seqUéncias de nucleotideos do gene de O-
tRNA, onde pelo menos um gene de O-tRNA é separado do pelo
menos um gene de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideos heterdlogos derivado de um ligante de
polinucleotideos de ocorréncia natural de um operon de tRNA
de ocorréncia natural.

O método é realizado (b) desenvolvendo a célula
hospedeira; e (c) incorporando o aminodcido ndo-natural na
posicdo especificada no polipeptideo durante a traducdo do
polipeptideo na célula hospedeira, produzindo desta forma o
polipeptideo de interesse que compreende o aminodcido ndao-
natural na posicgdo especificada.

Opcionalmente, a seqiiéncia de nucleotideos que
codifica um O-tRNA é derivada de um ou mais tRNA de Archaea.
O O-tRNA pode ser colocado em um operon policistrdénico que
compreende uma pluralidade de sequéncias de nucleotideos que
codificam uma ou mais espécies de O—tRNA. Em alguns
aspectos, a seqiiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA
compreende uma sequiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1
(MjtRNA-Tyr (CUA) ). Um operon policistrdénico pode
opcionalmente utilizar uma pluralidade de seqiiéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr(CUA)).

Em outros aspectos, a O-RS é derivada de uma
amino-acil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii, tal
como uma tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.
Opcionalmente, a O-RS tem uma substituig¢do de 4acido
aspartico para arginina na podicdo do aminodcido 286 ou em

uma posigdo andloga a posigdo 286, em relacdo a seqiiéncia de
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aminoacidos de tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus
jannaschii do tipo selvagem. Fornecida em SEQ ID NO: 2 (Mj-
tRNA-Tyr RS do tipo selvagem).

Em outras modalidades destes métodos, a construcédo
de &cido nucléico de (I) compreende um tRNA de prolina de E.
coli selecionado entre o tRNA de E. coli proK, proL e proM.
Além disso, a construgdo de (I) pode usar as seqiéncias
promotora e terminadora de E. coli proK fornecida‘em SEQ ID
NOS: 32 (promotora) e 33 (terminadora), respectivamente.

Em outras modalidades do método, a construcdo de
acido nucléico de (III) usa uma pluralidade de ligantes de
polinucleotideos heterdlogos idénticos. Opcionalmente, pelo
menos doils dos ligantes de polinucleotideos heterdlogos sio
diferentes.

Opcionalmente, o operon policistrénico de (III)
nestes métodos usa um ligante de polinucleotideos
heterélogos que compreende um nucleotideo de timidina no
terminal 5’, um nucleotideo de adenosina no terminal 3', ou
ambos, um nucleotideo de timidina no terminal 5 e um
nucleotideo de adenosina no terminal 3'. O ligante de
polinucleotideos heterdlogos aqui utilizado pode ser
derivado de um ligante de polinucleotideos de ocorréncia
natural localizado entre os genes do tRNA endbgenos de
Escherichia coli selecionados entre: valU e valX; ileT e
alaT; serV e argV,; valV e valW; glyT e thrT; metT e leuW;
glnW e metU; hisR e leuT; glnU e glnW; leuP e leuV; glnV e
glnX; alaW e alaX; ileU e alaU, ileV e alaV; metU e éan;

glyw e cysT;'argX e hisR; e argY e argZ. Por exemplo, o
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ligante de polinucleotideos heterdlogos pode ser derivado da
seqliéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante
valU/valX) ou 15 (ligante ileT/alaT). Opcionalmente, estes
métodos sédo realizados em uma célula hospedeira
eubacteriana, tal como Escherichia coli.

Em outros aspectos, a invencdo fornece também
sistemas de traducdo para a expressdo de um polipeptideo de
interesse que tem pelo menos um aminodcido ndo-natural em
uma posicdo especificada. Essencialmente, estes sistemas
incluem:

(a) um aminodcido nao-natural;

(b) uma >construgéo de acido nucléico que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortégonal (d—tRNA), e uma seqiéncia de nucleotideos que
codifica uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS),
onde a O-RS preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o
aminoacido ndo-natural; é

(c) um polinucleotideo que codifica o
polipeptideo de 1interesse, sendo que o polinucleotideo
compreende pelo menos um cdédon seletor que é reconhecido
pelo O-tRNA, onde a posicgéao do cdédon seletor no
polinucleotideo controla a posigdo especificada do
aminoacido ndo-natural no polipeptideo de interesse depois
da expressdo do polinucleotideo para produzir o)
polipeptideo.

Opcionalmente, estes componentes do sistema estdo
integrados em uma célula hospedeira.

Em ainda outras modalidades, a invencdo fornece
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métodos para produzir um polipeptideo de interesse que tem
um aminoacido ndo-natural em uma posicdo especificada.
Essencialmente, estes métodos usam as etapas de:

(i) um aminodcido n&o-natural;

(ii) uma construcéo de acido nucléico que
compreende uma seqliéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA), e uma seqliiéncia de nucleotideos que
codifica uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (0O-RS),
onde a O-RS preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o
aminodcido né&o-natural; e

(1iid) um polinucleotideo que codifica o
polipeptideo de interesse, sendo que o polinucleotideo
compreende pelo menos um cbédon seletor que é reconhecido
pelo O-tRNA, e onde a posigcdo do <cdédon seletor se
correlaciona com a posigdo especificada do aminodcido nédo-
natural no polipeptideo de interesse; e

(iv) uma célula hospedeira que compreende (i),
(ii), e (iii).

Estes métodos requerem ainda (b) desenvolver a
célula hospedeira; e (c) incorporar o aminoacido ndo-natural
na posigdo especificada no polipeptideo durante a traducdo
do polipeptideo na célula hospedeira, produzindo desta fqrma
o polipeptideo de interesse que compreende o aminoadcido nao-
natural na posicgdo especificada.

Definicbes

Antes de descrever a invengéo detalhadamente,
deve-se entender que esta invencdo ndo estd limitada aos

sistemas biolbégicos especificos, os quais podem,
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evidentemente, variar. Deve-se entender também que a
terminologia aqui utilizada é com o propdésito de descrever
apenas modalidades especificas, e ndo pretende @ ser
limitativa. Como utilizadas neste relatdério descritivo e nas

reivindicag¢des apensadas, as formas singulares “o”, “a”,

W ” A} ”

um” e “uma” incluem os plurais referentes a menos que o
teor dite claramente o contrédrio. Assim sendo, por exemplo,
a referéncia a “uma célula” inclui combinac¢des de duas ou
mais células; a referéncia a “um polinucleotideo” inclui,
CcOomo uma questao pratica, muitas cbpias deste
polinucleotideo.

A menos que aqui e abaixo definido e no restante
do relatdério descritivo, todos os termos técnicos e
cientificos aqui wutilizados tém o mesmo significado que
aquele comumente entendido pelos versados nas técnicas as
quais a invencdo pertence. Ao descrever e reivindicar a
presente invengdo, a terminologia que se segue sera
utilizada de acordo com as definigdes enunciadas abaixo.

Ortogonal: Como aqui utilizado, o) termo
“ortogonal” refere-se a uma molécula (por exemplo, um tRNA
ortogonal (O-tRNA) e/ou uma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal (0O-RS)) que funciona com componentes enddbgenos de
uma célula com eficiéncia reduzida em compéragéo com: uma
molécula correspondente que ¢é enddgena para a célula ou
sistema de traducdo, ou que deixa de funcionar com
componentes enddgenos da célula. No contexto de tRNA's e

amino-acil-tRNA sintetases, ortogonal refere-se a uma

incapacidade ou eficiéncia reduzida, por exemplo, menos do
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que 20% de eficiéncia, menos do que 10% de eficiéncia, menos
do que 5% de eficiéncia, ou menos do que 1% de eficiéncia,
de um tRNA ortogonal para funcionar com uma tRNA sintetase
enddgena em comparacdo com um tRNA endbégeno para funcionar
com a tRNA sintetase enddgena, ou de uma amino-acil-tRNA
sintetase ortogonal para funcionar com um tRNA enddbgeno em
comparagao com uma tRNA sintetase enddgena para funcionar
com o tRNA endégeno. A molécula ortogonal carece de uma
molécula complementar enddgena funcionalmente normal na
célula. Por exemplo, um tRNA ortogonal em uma célula é
amino-acetilado por qualquer RS enddégena da célula com
eficiéncia reduzida ou mesmo zero, em comparacao com uma
amino-acilagdo de um tRNA enddgeno pela RS endbébgena. Em
outro exemplo, uma RS ortogonal amino-acila qualquer tRNA
endégeno de uma célula de interesse com eficiéncia reduzida
ou mesmo zero,.em comparagdo com a amino-acilacdo do tRNA
endégeno por uma RS enddégena. Uma segunda molécula ortogonal
pode ser introduzida dentro da célula, que funciona com a
primeira molécula ortogonal. Por exemplo, um par tRNA/RS
ortogonal inclui componentes complementares introduzidos que
funcionam juntos na célula com uma eficiéncia (por exemplo,
uma eficiéncia de 45%, uma eficiéncia de 50%, uma eficiéncia
de 60%, uma eficiéncia de 70%, uma eficiéncia de 75%, uma
eficiéncia de 80%, uma eficiéncia de 90%, uma eficiéncia de
95%, ou uma eficiéncia de 99% ou mais) em comparacao coﬁ
aquela de um controle, por exemplo, um par tRNA/RS enddgeno
correspondente, ou um par ortogonal ativo (por exemplo, um

par tRNA/RS tirosil ortogonal).
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Tirosil-tRNA ortogonal: Como aqui utilizado, um
tirosil-tRNA ortogonal (tirosil-O-tRNA) ¢é um tRNA que ¢é
ortogonal a um sistema de traducgdo de interesse, onde o tRNA
é: (1) idéntico ou substancialmente similar a um tirosil-
tRNA de ocorréncia natural, (2) derivado de um tirosil-tRNA
de ocorréncia natural por mutagénese natural ou artificial,
(3) derivado por qualquer processo que leva em consideracdo
uma seqliéncia de uma seqliéncia de tirosil-tRNA do tipo
selvagem ou mutante de (1) ou (2), (4) hombélogo a um
tirosil-tRNA do tipo selvagem ou mutante, (5) homdbdlogo a
qualquer tRNA exemplificativo que ¢é designado como um
substrato para wuma tirosil-tRNA sintetase, por exemplo,
sintetases de SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8 ou 10, (6) uma variante
conservativa de qualquer tRNA exemplificativo que é
designado como um substrato para uma tirosil-tRNA sintetase,
por exemplo, o O-tRNA de SEQ ID NO: 1. O tirosil-tRNA pode
existir carregado com um aminocacido, ou em um estado n&o-
carregado. Deve-se entender também que um “tirosil-O-tRNA” é
opcionalmente carregado (amino-acilado) por uma sintetase
cognata com um aminocdcido diferente de tirosina ou leucina,
respectivamente, por exemplo, com um aminodcido ndo-natural.
Na realidade, deve-se avaliar que um tirosil-tRNA da
invengdo é usado vantajosamente para inserir essencialmente
qualquer aminodcido, seja ele natural ou artificial, em um
polipeptideo em crescimento, durante a tradugdo, em resposta
a um cdédon seletor.

Tirosil-aminoacido sintetase ortogonal: Como aqui

utilizado, uma tirosil-aminoacido sintetase ortogonal
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(tirosil-0O-RS) é uma enzima que de preferéncia amino-acila o
tirosil-O-tRNA com um aminodcido em um sistema de traducéo
de interesse. O aminoacido que a tirosil-0O-RS carrega no
tirosil-O-tRNA pode ser qualquer aminodcido, seja ele
natural, ndo-natural ou artificial, e ndo é aqui limitado. A
sintetase é opcionalmente a mesma ou homéloga a uma tirosil-
aminodcido sintetase de ocorréncia natural, ou igual ou
homdéloga a uma sintetase designada como uma O-RS em, por
exemplo, SEQ ID NOS: 4, 6, 8 ou 10. Por exemplo, a O-RS pode
ser uma variante conservativa de uma tirosil-O-RS de, por
exemplo, SE ID NOS: 4, 6, 8 ou 10 e/ou pode ser pelo menos
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, ou mais, idéntica em
seqgiiéncia a uma O-RS de, por exemplo, SEQ ID NOS: 4, 6, 8 ou
10.

Cognato: O termo “cognato” refere-se a componentes
que funcionam em conjunto, por exemplo, um tRNA ortogonal e
uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal. Os componentes
podem ser referidos também como sendo complementares.

Preferencialmente amino-acila: Como aqui utilizado
com relagdo a sistemas de tradugdo ortogonal, uma VO—RS
“preferencialmente amino-acila” um O-tRNA cognato quando a
O-RS carrega o O-tRNA com um aminodcido mais eficientemente
do que ela carrega qualquer tRNA enddégeno em um sistema de
expressao. Isto é, quando o O-tRNA e qualqﬁer dado tRNA
enddgeno estdo presentes em um sistema de traducdo em razdes
molares aproximadamente iguais, a O-RS carregard o O-tRNA
mais freqientemente do que ele carregard o tRNA enddgeno. De

preferéncia, a razdo relativa do O-tRNA carregado pela O-RS
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para o tRNA enddgeno carregado pela O-RS é alta, resultando
de preferéncia na O-RS carregar o O-tRNA exclusivamente, ou
quase que exclusivamente, quando o O-tRNA e o tRNA enddgeno
estdo presentes em concentra¢des molares iguais no sistema
de tradugdo. A razdo relativa entre O-tRNA e tRNA enddgeno
que estd carregado pela O-RS, quando o O-tRNA e a O-RS estéo
presentes em concentrag¢gdes molares iguais, é maior do que
1:1, de preferéncia pelo menos cerca de 2:1, mais
preferivelmente 5:1, ainda mais preferivelmente 10:1, mais
preferivelmente ainda 20:1, ainda mais preferivelmente 50:1,
mais preferivelmente ainda 75:1, muito mais preferivelmente
95:1, 98:1, 99:1, 100:1, 500:1, 1.000:1, 5.000:1 ou mais.

A O-RS ™“preferencialmente amino-acila um O-tRNA
com um aminoacido ndo-natural” quando (a) a O-RS
preferencialmente amino-acila o O-tRNA em comparacdao com um
tRNA enddbégeno, e (b) gquando esta amino-acilagdo é especifica
para o aminodcido n&o-natural em comparagdo com a amino-
acilagcdo do O-tRNA pela O-RS com qualquer aminoéacido
natural. Isto ¢é, quando os aminodcidos nédo-naturais e
naturais estdo presentes em quantidades molares iguais em um
sistema de tradugdo que compreende a O-RS e O-tRNA, a O—RS
carregara o O-tRNA com o aminodcido ndo-natural mais
freqlientemente do que <com o aminodcido natural. De
preferéncia, a razdo relativa do O-tRNA carregado com o
aminodcido n&o-natural para o O-tRNA carregado com O
aminoacido natural ¢é alta. Mais preferivelmente, é O-RS
carrega o) O-tRNA exclusivaﬁente, ou quase que

exclusivamente, com- ©0 aminodcido ndo-natural. A razdo
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relativa entre o carregamento do O-tRNA com o aminoéacido
ndo-natural e o carregamento do O-tRNA com o aminodcido
natural, quando os aminodcidos n&o-natural de natural estao
presentes no sistema de tradugdo em concentracdes molares
iguais, é maior do que 1l:1, de preferéncia pelo menos cerca
de 2:1, mais preferivelmente 5:1, ainda mais preferivelmente
10:1, mais preferivelmente ainda 20:1, ainda mais
preferivelmente 50:1, mais preferivelmente ainda 75:1, muito
mais preferivelmente 95:1, 98:1, 99:1, 100:1, 500:1,
1.000:1, 5.000:1 ou mais.

Cédon seletor: O termo “cdédon seletor” refere-se
aos cobédons reconhecidos pelo O-tRNA no processo de traducgédo
e nao sdo reconhecidos por um tRNA enddbgeno. A alca
anticdédon do O-tRNA reconhece o cbédon seletor no RNAm e
incorpora seu aminodcido, por exemplo, um aminoacido né&o-
natural, neste sitio no polipeptideo. Os cdédons seletores
podem incluir, por exemplo, cdbédons nonsense, tais como
cédons finalizadores, por exemplo, cdbédons Aambar, ocre e
opala; cdbédons de quatro ou mais bases; cdédons raros; cdbddons
derivados de pares de bases naturais ou ndo-naturais, e/ou
similares

tRNA supressor? Um tRNA supressor é um tRNA que
altera a leitura de um RNA mensageiro (RNAm) em um dado
sistema de tradugdo, por exemplo, disponibilizando um
mecanismo para incorporar um aminodcido em uma cadeia de
polipeptideo em resposta a um cdédon seletor. Por exemplo, um
tRNA supressor pode ier através de, por exémplo, um coédon

finalizador (por exemplo, um cdédon ambar, ocre ou opala), um
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cdédon de quatro bases, um cbdédon raro, etc.

Atividade de supressdo: Como aqui wutilizado, o
termo “atividade de supressdo” refere-se genericamente a
capacidade de um tRNA (por exemplo, um tRNA supressor)
permitir a leitura da tradugdo através de um cddon (por
exemplo, um cdédon seletor que é um cdbédon ambar ou um cdédon
de 4 ou mais bases) que resultaria de outra forma na
terminagdo da traducdo ou em uma tradugdo mal feita (por
exemplo, deslocamento de estrutura). A atividade de
supressao de um tRNA supressor pode ser expressada como uma
porcentagem da atividade de leitura da traducdo observada em
comparagdo com um segundo tRNA supressor, ou comparada com
um sistema de controle, por exemplo, um sistema de controle
sem uma O-RS.

A presente invengdo fornece varios métodos pelos
quais a atividade de supressdo pode ser quantificada. A
supressao percentual de um tRNA e O-RS especifico contra um
cédon seletor (por exemplo, um cdbdédon A&ambar) de interesse
refere-se a porcentégem de atividade de um dado marcador do
teste expressado (por exemplo, LacZ), que inclui um cdbdon
seletor, em um &cido hucléico que codifica o marcador do
teste expressado, em um sistema de traducdo de interesse,
onde o sistema de tradu¢éo de interesse inclui uma O-RS e um
O-tRNA, em comparagao com uma construcdo de cotrole
positivo, onde o controle positivo carece do O-tRNA, a O-RD
e o cbébdon seletor. Assim sendo, por exemplo, caso uma
construcdo de marcador de controle positivo ativo que carece

de um cdédon seletor tenha uma atividade observada de X em um
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dado sistema de tradugdo, em unidades relevantes para o
ensaio do marcador em questdo, entdo a supressdo percentual
de uma construcdo em teste que compreende o cédon seletor é
a porcentagem de X que a construcdo do marcador do teste
apresenta sob condic¢des ambientais essencialmente iguais sob
as quais o marcador de controle positivo foi expressado,
exceto que a construgdo do marcador do teste & expressada em
um sistema de tradugdo que inclui também o O-tRNA e a O-RS.
Tipicamente, os sistema de traducdo que expressa o marcador
do teste inclui também um aminodcido que é reconhecido pelo
O-tRNA e/ou pela O-RS. Opcionalmente, a medicdo da supressdo
percentual pode ser refinada por comparacdo do marcador do
teste com uma construcdo de marcador de controle “de fundo”
ou “negativo”, que inclui o mesmo cbédon seletor que o
marcador do teste, mas em um sistema que ndo inclui o O-
tRNA, a O-RS e/ou o aminodcido relevante reconhecido pelo O-
tRNA e/ou O-RS. Este controle negativo é Util em medig¢des de
supressdo percentual para normalizacido, a fim de explicar os
efeitos de sinais de fundo a partir do marcador no sistema
de traducdo de interesse.

A eficiéncia da supressdo pode ser determinada por
qualquer um entre inUumeros ensaios conhecidos nessas
técnicas. Por exemplo, pode ser usado um ensaio de -
galactosidase repérter, por exemplo, um peptideo lacZ
derivado (onde a construcdo tem um cbébdon seletor na
seqiéncia de &cidos nucléicos de lacZ) é introduzido dentro
das células a partir de um organismo apropriado (por

exemplo, um organismo no qual os componentes ortogonais
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podem ser usados), junto com o plasmideo que compreende um
O-tRNA da inveng¢do. Uma sintetase cognata também introduzida
(seja como um polipeptideo ou como um polinucleotideo que
codifica a sintetase cognata quando expressado). As células
sdo desenvolvidas no meio até uma densidade desejada, por
exemplo, até uma DOgy de cerca de 0,5, e os ensaios de B-
galactosidase sdo realizados, por exemplo, usando o Kit de
Ensaio de P-Galactosidase BetaFluor™ (Novagen). A supressao
percentual pode ser —calculada como a porcentagem de
atividade para uma amostra em relagdo a um controle
comparavel, por exemplo, o valor observado a partir da
construgdo de LacZ derivada, onde a construgdo tem um cdbddon
sense correspondente na posicdo desejada em vez de um cddon
seletor.

Sistema de traducgdo: O termo “sistema de traducdo”
refere-se aos componentes que incorporam um aminodcido
dentro de uma cadeia de ©polipeptideo (proteina) em
crescimento. Os componentes de um sistema de traducdo podem
incluir, por exemplo, ribossomas, tRNA's, sintetases, RNAm,
e similares. O O~tRNA e/ou as O-RS’s da invencdo podem ser
adicionados ao sistema de traducdo in vitro ou in vivo, ou
podem ser parte de um sistema de tradugdo in vitro ou in
vivo, por exemplo, em uma célula ndo-eucariédética, por
exemplo, uma eubactéria (tal como E. coli), ou em uma célula
eucaridética, por exemplo, uma célula de levedura, uma célula
de mamifero, uma célula vegetal, uma célula de alga, uma
célula de fungo, uma célula de inseto, e/ou similares.-

Aminodcido nao-natural: Como aqui wutilizado, o
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termo “aminoacido ndo-natural” refere-se a qualquer
aminoacido, aminoacido, aminodcido modificado e/ou andlogo
de aminodcido, que ndo é um dos 20 aminoadcidos de ocorréncia
natural comuns, ou selenocisteina ou pirrolisina. Por
exemplo, os aminoacidos ndao-naturais p-benzoil-L-
fenilalanina (Bpa), para-acetil-L-fenilalanina (pAcPhe),
para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) e para-iodo-L-fenil-
alanina (pIPhe) encontram uso na invencéo.

A\Y

Em resposta a: Como aqui utilizado, o termo “em

resposta a” refere-se ao processo no gqual um O-tRNA da
invencdo reconhece um cdédon seletor e medeia a incorporacao
do aminodcido n&o-natural, que é acoplado ao RNA, dentro da
cadeia de polipeptideo em crescimento.

Polipeptideo: Um polipeptideo é qualquer oligémero

de aminodcidos (naturais ou ndo-naturais, ou uma combinacéo
deles), de qualquer comprimento, tipicamente, porém néo
exclusivamente, unido por ligacdes peptidicas covalentes. Um
polipeptideo pode ser de qualquer origem, por exemplo,
polipeptideo de ocorréncia natural, um polipeptideo
produzido por técnicas recombinantes de genética molecular,
um polipeptideo de uma célula ou sistema de traducdo, ou um
polipeptideo produzido por meios sintéticos isentos de
células. Um polipeptideo caracteriza-se por sua seqiliéncia de
aminodcidos, por exemplo, a estrutura principal dos seus
aminoacidos componentes. Como aqui utilizado, o termo
“seqiiéncia de aminodcidos” de um polipeptideo ndo se limita
a seqliéncias de comprimento inteiro, mas podem ser

seqliéncias parciais ou completas. Além disso, ndo se
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pretende que um polipeptideo esteja limitado por possuir ou
ndo possuir qualquer atividade bioldgica especifica. Como
aqui utilizado, o termo “proteina” é sindénimo de
polipeptideo. O termo “peptideo” refere-se a um polipeptideo
pequeno, por exemplo, porém sem limitagdes, um comprimento
entre 2 e 25 aminoacidos.

Variante conservativa: Como aqui utilizado, o

termo “variante conservativa”, no contexto de um componente
de traducgdo, refere-se a um componente de traducdo, por
exemplo, um O-tRNA variante conservativo ou uma O-RS
variante conservativa, que funcionalmente se comporta de
forma similar a um componente da base, de tal modo que a
variante conservativa seja similar, por exemplo, a um O-tRNA
ou O-RS, tendo variag¢des na seqiiéncia em comparacdo com um
O-tRNA ou O-RS referencial. Por exemplo, uma O-RS, ou uma
variante conservativa desta O0O-RS, amino-acilard um O-tRNA
cognato com um aminodcido n&o-natural, por exemplo, um
aminodcido que compreende um grupamento N-acetil-
galatosamina. Neste  exemplo, a O-RS e a variante
conservativa desta O-RS ndo tém as mesmas seqliéncias de
aminodcidos. A variante conservativa pode ter, por exemplo,
uma variacgdo, duas variacgodes, trés variacgdes, quatro
variagdes, ou cinco ou mais variag¢des na seqliéncia, desde
que a variante conservativa ainda seja complementar ao O-
tRNA ou O-RS correspondente.

Em algumas modalidades, uma O-RS variante
conservativa compreende uma ou mais substituigées

conservativas de aminodcidos em comparagcdo com a O-RS a
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partir da qual ela foi derivada. Em algumas modalidades, uma
O-RS variante conservativa compreende uma ou mais
substitui¢des conservativas de aminodcidos em comparacdo com
a O-RS a partir da qual ela foi derivada, e além disso,
retém a atividade bioldégica da O-RS; por exemplo, uma O-RS
variante conservativa que retém pelo menos 10% da atividade
da molécula O-RS origindria a partir da qual ela foi
derivada, ou alternativamente, pelo menos 20%, pelo menos
30%, ou pelo menos 40%. Em algumas modalidades preferidas, a
O-RS variante conservativa retém pelo menos 50% da atividade
bioldégica da molécula de O-RS origindria a partir da qual
ela foi derivada. As substitui¢des conservativas de
aminoacidos de uma O-RS variante conservativa podem ocorrer

em qualquer dominio da O-RS, incluindo a bolsa de ligacdo de

aminoacido.

Polinucleotideo ou &cido nucléico: Os termos
“Yacido nucléico”, “seqiiéncia de acidos nucléicos”,
“seqgiliéncia de nucleotideos”, “oligonucleotideo”,

“polinucleotideo” ou “molécula de &cido nucléico” ou termos
similares referem-se a oligbmeros de bases ligados
tipicamente por um esqueleto de acgucar/fosfato, tais como
oligonucleotideos ou polinucleotideos, e fragmentos ou parte
deles, e ao DNA ou RNA de origem gendmica ou sintética, que
pode ser de filamento uUnico ou filamento duplo, e
representam um filamento sense ou antisense. Os termos
“dcido nucléico”, “polinucleotideo”, e “nucleotideo” incluem
também especificamente écidos nucléicos constituidos de

bases diferentes das cinco bases de ocorréncia biolégica



10

15

20

25

32

(isto é, adenina, guanina, timina, citosina e uracila), e
incluem também 4&cidos nucléicos que tém estruturas de
esqueletos ndo-naturais, tais como moléculas de PNA.

As moléculas de &cidos nucléicos (por exemplo, DNA
ou RNA) sdo ditas como tendo “extremidades 57 e
“extremidades 3'” porque os mononucleotideos ndo reagidos
para produzir oligonucleotideos ou polinucleotideos de tal
modo que o 5'-fosfato de um anel pentose do mononucleotideo
figue anexado ao oxigénio de 3' do seu vizinho em uma
diregcdo por intermédio de uma ligacdo fosfodiéster. Assim
sendo, um polinucleotideo terd tipicamente uma “extremidade
5" que compreende um 5'-fosfato e uma “extremidade 3’7 que
compreende o) oxigénio de 3'. Uma seqliéncia de
polinucleotideo, mesmo se interna a um acido nucléico maior,
também pode ser dita como tendo direcionalidade 5 e 3'. Em
uma molécula de DNA linear ou circular, os distintos
elementos sdo referidos como estando a “montante” ou 5 da
“jusante” ou elementos 3'. Esta terminologia reflete o fato
de que a transcrigdo prossegue de uma maneira 5 até 3f ao
longo do filamento de DNA.

Gene: Como aqui utilizado, o termo “gene” refere-
se mals genericamente a uma combinacdo de elementos
polinucleotideos, os quais, quando ligados operacionalmente
de uma maneira nativa ou recombinante, produzem algum
produto ou fungdo. O termo “gene” deve ser interpretado
amplamente neste caso, englobando as formas RNAm, DNAc, RNAc
e DNA gendmico de um gene. Em alguns casos, o gene &

herdavel. Em alguns aspectos, 0s genes compreendem
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seqliéncias Codificadoras (por exemplo, “estrutura de leitura
aberta” ou “regido <codificadora”) necessarias para a
produgdao de um polipeptideo, enquanto que em outros
aspectos, o0s genes ndo codificam um polipeptideo. Os
exemplos de genes que ndo codificam polipeptideos incluem
genes de RNA ribossémico (RNAr) e genes de RNA de
transferéncia (tRNA).

0 termo “gene” pode englobar opcionalmente
seqliéncias reguladoras ndo-codificadoras que residem em um
lécus genético. Por exemplo, além de uma regido codificadora
de um acido nucléico, o termo “gene” engloba também as
seqliéncias de nucleotideos transcritas do RNAm de
comprimento inteiro adjacente as extremidades 5 e 3’ da
regido codificadora. Estas regides ndo-codificadoras tém um
tamanho varidvel, e tipicamente se estendem em ambas
extremidades, 5 e 3' da regido codificadora. As seqiiéncias
que estao localizadas a 5 e 3 da regido codificadora e
ficam contidas no RNAm sdo referidas como seqgiiéncias ndo-
traduzidas 5" e 3" (5" UT e 3’ UT). 5 e 3’ UT podem ter papéis
reguladores, inclusive iniciagdo da tradugdo, clivagem pds-
translacional e poliadenilagdo. O termo “gene” engloba as
formas RNAm, DNAc e gendmica de um gene.

Em alguns aspectos, a forma gendmica ou clone
gendmico de um gene inclui as seqliéncias do RNAm transcrito,
bem como outras seqiiéncias ndo-transcritas que ficam fora do
transcrito. As regides reguladoras que ficam fora da unidade
de transcrigdo do RNAm sdo denominadas algumas vezes

“seqiéncias flanqueadoras 5 ou 3'”. Uma forma gendémica
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funcional de um gene contém tipicamente elementos
reguladores necessdrios para a regulacdo da transcrigdo. Por
exemplo, o termo “promotor” ¢é wutilizado wusualmente para
descrever uma regido do DNA, tipicamente, mas nao
exclusivamente, a 5 do sitio da iniciacdo da transcricaéo,
suficiente para conferir uma iniciacéo precisa da
transcricgao. Em algumas modalidades, um promotor é
constitutivamente ativo, enquantoc que em modalidades
alternativas, o promotor ¢é condicionalmente ativo (por
exemplo, quando a transcrigdo é iniciada apenas sob certas
condigdes fisioldgicas). Em procariotos, a atividade de um
promotor pode ser modulada por uma seqléncia “operadora”
adjacente. Em algumas modalidades, a regido flanqueadora 3’
contém seqUéncias adicionais que regulam a terminacdo da
transcricéo, algumas vezes denominadas seqgliéncias
“terminadoras”. Genericamente, o termo “elemento regulador”
refere-se a qualquer elemento genético que controla algum
aspecto da expressdo de seqliéncias de &cidos nucléicos.

Seqiéncia de nucleotideos expressdvel: Como aqui

utilizado, o termo “seqiéncia de nucleotideos expressavel”
refere-se a qualquer seqgiiéncia de nucleotideos que é capaz
de ser transcrita (por exemplo, transcrita por uma RNA
polimerase dependente de DNA) para gerar um transcrito. A
seqiéncia do transcrito ndo estd limitada, e pode ser
codificadora de proteinas (por exemplo, pode codificar uma
amino-acil-tRNA sintetase) ou pode ser néo-codificadora de
proteinas (por exemplo, codificar uma molécula de tRNA).

Ligado operacionalmente: Como aqui utilizados, os




10

15

20

25

35

w A

termos em combinagdo operavel”, em ordem operavel”,
“ligado operacionalmente”, “unido operacionalmente”, e
termos similares, quando utilizados com relacdo a acidos
nucléicos, referem-se a 1ligacdo de sequéncias de &cidos
nucléicos colocadas em relacgdes funcionais entre si. Por
exemplo, wuma seqiliéncia promotora, estrutura de leitura
aberta e seqléncia terminadora ligadas operacionalmente
resultam na produgdo precisa de uma molécula de RNA. Em
alguns aspectos, elementos de 4acidos nucléicos ligados
operacionalmente resultam na transcrigcdo de uma estrutura de
leitura aberta, e ulteriormente, na produgédo de um
polipeptideo (isto é, a expressdo da estrutura de leitura
aberta).

Operon: Como aqui Autilizado, o termo “operon”
refere-se a uma unidade genética (por exemplo, uma regido
cromossémica) que controla a expressao génica em
procariotos. Um operon compreende tipicamente um ou mais
genes que codificam um ou mais polipeptideos ou RNA's, e a
regido (ou regides) reguladora adjacente que controla a
transcrigdo dos genes. A regido reguladora compreende
tipicamente um promotor e um operador. A regido codificadora
de um gene procaridético ¢é denominada historicamente um
“cistron”. Os operons gque contém multiplos cistrons sé&o
denominados “policistrdnicos”. Os genes em um operon
policistrdénico s&o tipicamente relacionados em funcdo e sdao
tipicamente co-transcritos como uma Unica unidade e
expressadbs de uma maneira coordenada.

Construcgao: Como aqui utilizado, o) termo
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“construgao” é utilizado com relacéao a qualqguer
polinucleotideo ou outra molécula que pode transferir um
segmento ou segmentos de acidos nucléicos para dentro de uma
célula. O termo “vetor” ou “weiculo” é usado algumas vezes
de forma intercambidvel com “vetor”. Um vetor compreende
opcionalmente partes que medeiam a propagacdo e manipulacéo
de vetores (por exemplo, seqliéncias necessarias para
replicag¢do, genes gque conferem resisténcia a farmacos ou
antibidéticos, um sitio de multipla clonagem, elementos
promotores/intensificadores 1ligados operacionalmente que
permitem a expressdao de um gene clonado, etc.). Os vetores
sao freqlientemente derivados a partir de plasmideos,
bacteridéfagos, ou virus vegetais ou animais. Um “wetor de
clonagem” ou “vetor-ponte (shuttle)” ou “vetor de
subclonagem” contém partes 1ligadas operacionalmente que
facilitam etapas de subclonagem (por exemplo, um sitio de
miltipla clonagem que contém miltiplos sitios de

endonucleases de restricdo).

Vetor de expressdo: O termo “vetor de expressao”,
como aqui utilizado, refere-se a um vetor recombinante que
compreende seqiéncias de polinucleotideos ligadas
operacionalmente, que facilitam a expressdo de uma seqiliéncia
codificadora em um organismo hospedeiro especifico (por
exemplo, vetor de expressdao bacteriana). As seqliéncias de
polinucleotideos que facilitam a expressdo em procariotos
incluem tipicamente, por exemplo, um promotor, seqiiéncias de
terminag¢do da transcrigdo, isto é, seqliéncias terminadoras,

um operador (opcional), e um sitio de ligacdo de ribossomas,
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freqiientemente junto com outras seqliéncias.

Codificacdo: Como aqui utilizado, o termo

“codificagao” refere-se a qualquer processo pelo qual as
informagcdes em uma macromolécula polimérica ou seqgiiéncia
string sdo usadas para direcionar a produgdo de uma segunda
molécula ou seqiéncia string que é diferente da primeira
molécula ou seqiéncia string. Como aqui utilizado, o termo é
usado genericamente e pode ter uma série de aplicacdes. Em
alguns aspectos, o termo “codificagdo” descreve o processo
de replicagdo de DNA semiconservativa, onde um filamento de
uma molécula de DNA de filamento duplo é usado como um
modelo para codificar um filamento sister por .uma DNA
polimerase dependente de DNA.

Em outro aspecto, o termo “codificacdo” refere-se
a qualquer processo pelo qual as informagdes em uma molécula
sdo usadas para direcionar a produgdo de wuma segunda
molécula que tem uma natureza quimica diferente da primeira
molécula. Por exemplo, uma molécula de DNA pode codificar
uma molécula de RNA (por exemplo, pelo processo de
transcrigdo que 1incorpora uma enzima RNA polimerase
dependente de DNA). Além disso, uma molécula de RNA pode
codificar um polipeptideo, como no processo de traducgdo.
Quando utilizado para descrever o processo de traducgdo, o
termo “codificar” se estende também para o cbédon triplete
que codifica um aminoacido. Em alguns aspectos, uma molécula
de RNA pode codificar uma molécula de DNA, por exemplo, pelo
processo de transcrigdo reversa que incorpora uma DNA

polimerase dependente de RNA. Em outro aspecto, uma molécula
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de DNA pode codificar um polipeptideo, onde deve-se entender
que “codificar”, como utilizado neste caso, incorpora os
processos de transcrigdo e traducgéo.

Heterdlogo: Como aqui utilizados, os termos

“heterdlogo” ou “exdbgeno”, como aplicados a polinucleotideos
ou polipeptideos, referem-se a moléculas que foram
rearranjadas ou supridas artificialmente para um sistema
bioldégico, e nao estdo em uma configuragdo nativa (por
exemplo, com relagdo a seqiéncia, posigdo gendmica ou
arranjo de partes) ou ndo sdo nativas para esse sistema
biolébgico especifico. Os termos indicam gque o material
relevante se originou de uma fonte que ndo a fonte de
ocorréncia natural, ou referem-se a moléculas gque tém uma
configuragdo, localizacgdo genética ou arranjo de partes ndo-
natural. Os termos “exdgeno” e “heterdlogo” s&o utilizados
algumas vezes de forma intercambidvel com “recombinante”.

Recombinante: O termo “recombinante” com relacdo a

um acido nucléico ou polipeptideo indica que o material (por
exemplo, um acido nucléico, gene, polinucleotideo,
polipeptideo, etc., recombinante) foi alterado por
interven¢do humana. Genericamente, o arranjo de partes de
uma molécula recombinante ndo é uma configuracdo nativa, ou
a seqléncia primdria do polinucleotideo ou polipeptideo
recombinante foi manipulada de alguma forma. A alteracdo
para produzir o material recombinante pode ser realizada no
material no seu ambiente ou estado natural, ou fora dele.
Por exemplo, um Acido nucléico de ocorréncia natural torna-

se um &cido nucléico recombinante caso ele seja alterado, ou
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caso ele seja transcrito do DNA que foi alterado, por meio
de intervengao humana realizada dentro da célula a partir da
qual ele se origina. Uma estrutura de leitura aberta de
seqiéncia génica ¢é recombinante caso essa seqiéncia de
nucleotideos tenha sido removida do seu contexto natural e
clonada para gqualquer tipo de vetor de 4acido nucléico
artificial. O termo “recombinante” pode se referir também a
um  organismo que hospeda material recombinante. Os
protocolos e reagentes para produzir moléculas
recombinantes, especialmente A&cidos nucléicos recombinantes,
sdo comuns e rotineiros nessas técnicas (vide, por exemplo,
Maniatis et al.(editores), “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1982);
Sambrook et al. (editores), “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, Segunda Edigdo, Volumes 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY (1989); e Ausubel et al. (editores);
“Current Protocols in Molecular Biology”, Volumes 1-4, John
Wiley & Sons, New York (1994)).

Nativa ou enddgena: Em contraste com uma molécula

heterdloga ou exdgena, uma molécula “nativa” ou “enddgena” é
nativa para o sistema bioldgico, espécie ou cromossoma em
estudo. Um gene ™“nativo” ou “enddgeno” ¢é um gene gque nao
contém elementos de &cidos nucléicos codificados por fontes
que nao o cromossoma no qual ele é normalmente encontrado na
natureza. Um gene, transcrito ou polipeptideo enddgeno é
codificado por seu 1ldécus cromossbmico natural, e ndo
fornecido artificialmente para a célula.

Célula hospedeira: O termo “célula hospedeira”
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refere-se tipicamente a uma célula gque contém um &cido
nucléico heterdlogo, tal como um vetor, e sustenta a
replicacdo e/ou expressdo do &cido nucléico. As células
hospedeiras podem ser células procaridéticas, tal como E.
coli, ou células eucariébticas, tais como células de
leveduras, insetos, anfibios ou mamiferos. De preferéncia,
as células hospedeiras sdo células vegetais. No contexto da
invencdo, uma célula hospedeira particularmente preferida é
uma célula hospedeira de soja.

Eucarioto: Como aqui utilizado, o termo
“eucarioto” refere-se a organismos pertencentes ao Reino
Eucarya. Os eucariotos sdo dgenericamente distinguiveis de
procariotos por sua organizacdo tipicamente multicelular
(porém ndo exclusivamente multicelular, por exemplo,
levedura), pela presenga de nucleo ligado & membrana e por
outras organelas ligadas a membrana, material genético
linear (isto é, cromossomas lineares), auséncia de operons,
presenca de introns, capeamento de mensagens e poli-A RNAm,
e outras caracteristicas bioquimicas, tal como uma estrutura
ribossémica peculiar. Os organismos eucaridéticos incluem,
por exemplo, animais (por exemplo, mamiferos, insetos,
répteis, aves, etc.), ciliados, plantas (por exemplo,
monocotilédones, dicotilédones, algas, etc.), fungos,
leveduras, flagelados, microsporidios, protistas, etc.

Procarioto: Como aqui utilizado, o} termo

“procarioto” refere-se a organismos pertencentes ao Reino
Monera (também denominado Procarya) . Os organismos

procaridéticos sdo genericamente distinguiveis de eucariotos
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por sua organizagdo unicelular, reprodugcdo assexuada por
brotamento ou fissdo, falta de um nucleo ligado a membrana
ou outras organelas ligadas a membrana, cromossoma circular,
presenca de operons, auséncia de introns, capeamento de
mensagens e poli-A RNAmM, e outras caracteristicas
bioquimicas, tal como uma estrutura ribossémica peculiar. Os
Prokarya incluem os sub-reinos Eubateria e Archaea (algumas
vezes denominados “Archaebacteria”). As clanobactérias (as
algas azuls esverdeadas) e os micoplasmas recebem algumas

vezes classificacdes separadas sob o Reino Monera.

Bactérias: Como aqui utilizados, os termos
“bactérias” e “eubactérias” referem-se a organismos
procaridticos que sdo distinguiveis das Archaea.

Similarmente, Archaea refere-se a procariotos que sé&o
distinguiveis de eubactérias. Eubateria e Archaea podem ser
distinguidas por inUimeros critérios morfoldgicos e
bioquimicos. Por exemplo, as diferencas em seqliéncias do RNA
ribossémico, estrutura de RNA polimerase, presenca ou
auséncia de introns, sensibilidade a antibidéticos, presenca
ou auséncia de peptidoglicanos da parede celular e outros
componentes da parede celular, estruturas ramificadas versus
ndo-ramificadas de lipideos da membrana, e presenca/auséncia
de histonas e proteinas semelhantes a histonas, sdo usadas
para designar um organismo para FEubateria ou Archaea.

Os exemplos de eubactérias incluem Escherichia
coli, Thermus thermophilus e Bacillus stearothermophillus.
Os exemplos de Archaea incluem Methanococcus jannaschii

(M7), Methanosarcina mazei (Mm) , Methanobacterium
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thermoautotrophicum (Mt) , Methanococcus maripaludis,
Methanopyrus kandleri, Halobacterium tais como as espécies
Haloferax volcanii e Halobacterium NRC-1, Archaeoglobus
fulgidus (Af), Pyrococcus furiosus (Pf), Pyrococcus
horikishii (Ph), Pyrobaculum aerophilum, Pyrococcus abyssi,
Sulfolobus sofataricus (Ss), Sulfolobus tokodaii, Aeuropyrum
pernix (Ap) , Thermoplasma acidophilum e Thermoplasma
volcanium.

Derivado de: Como aqui utilizado, o termo

“derivado de” refere-se a um componente que ¢é isolado a
partir de ou preparado usando uma molécula ou organismo
especifico, ou informagdes a partir da molécula ou organismo
especificado. Por exemplo, um polipeptideo que é derivado de
um segundo polipeptideo pode incluir uma seqiéncia de
aminodcidos idéntica ou substancialmente similar a seqgiiéncia
de aminoadcidos do segundo polipeptideo. No caso de
polipeptideos, a espécie derivada pode ser obtida, por
exemplo, por mutagénese de ocorréncia natural, mutagénese
artificial direcionada ou mutagénese artificial aleatéria. A
mutagénese usada para derivar ©polipeptideos pode ser
intencionalmente direcionada ou intencionalmente aleatéria,
ou uma mistura de cada uma delas. A mutagénese de um
polipeptideo para criar um polipeptideo diferente derivado
do primeiro pode ser um episdédio aleatdrio (por exemplo,
causado por infidelidade da polimerase), e a identificacéo
do polipeptideo derivado pode ser feita por métodos de
triagem apropriados, como aqui discutido, por exemplo. A

mutagénese de um polipeptideo infere tipicamente a
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manipulagdo do polipeptideo que codifica o polipeptideo.

Similarmente, o termo “derivado de” pode se
aplicar a polinucleotideos. Um polipeptideo derivado de um
polinucleotideo-fonte pode incluir uma seqliéncia de
nucleotideos idéntica ou substancialmente similar a
seqiéncia de nucleotideos-fonte. No caso de
polinucleotideos, as espécies derivadas podem ser obtidas,
por exemplo, por mutagénese de ocorréncia natural,
mutagénese artificial direcionada ou mutagénese artificial
aleatdéria. A mutagénese usada para derivar polinucleotideos
pode 'ser intencionalmente direcionada ou intencionalmente
aleatdéria, ou uma mistura de cada uma delas. Em alguns
aspectos, um polinucleotideo derivado é gerado colocando um
polinucleotideo-fonte dentro de um contexto heterdélogo, isto
é, dentro de um contexto diferente do seu contexto nativo ou
enddgeno. Por exemplo, um promotor génico pode ser derivado
de um promotor génico enddgeno removendo esse dominio do
promotor enddégeno e colocando-o em combinacdo operdvel com
diferentes seqgiiéncias de nucleotideos com as quais ele néo
estd normalmente associado.

Selecao positiva ou marcador de triagem: Como aqui

utilizado, o termo “selegdo positiva ou marcador de triagem”
refere-se a um marcador que, quando presente, por exemplo,
expressado, ativado, ou similares, resulta na identificacéao
de uma célula que compreende o trago, por exemplo, uma
célula com o marcador de selegdo positiva, daquelas sem o
traco. |

Selegdo negativa ou marcador de triagem: Como aqui
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utilizado, o termo “selecdo negativa ou marcador de triagem”
refere-se a um marcador que, quando presente, por exemplo,
expressado, ativado, ou similares, permite a identificacédo
de uma célula que ndo compreende uma propriedade ou traco
selecionado (por exemplo, em comparag¢do com uma célula que
possul a propriedade ou tracgo).

Agente de selegdao ou triagem: Como aqui utilizado,

o termo “agente de seleg¢do ou triagem” refere-se a um agente
que, quando presente, permite a selegdo/triagem de certos
componentes de uma populag¢do. Por exemplo, um agente de
selecdo ou triagem pode ser, porém sem limitagdes, por
exemplo, um nutriente, um antibidético, um comprimento de
onda de luz, um anticorpo, um polinucleotideo expressado, ou
similares. O agente de selegdo pode ser variado, por
exemplo, por concentracdo, intensidade, etc.

Repdrter: Como aqui utilizado, o termo “repdérter”,
ou termos equivalentes, refere-se em um sentido amplo a
qualquer componente que pode ser detectado facilmente em um
sistema em estudo, onde a detecgdo do repdérter se
correlaciona com a presenga ou auséncia de alguma outra
molécula ou propriedade, ou pode ser usado para identificar,
selecionar e/ou triar alvos em um sistema de interesse. A
escolha do repdérter mais apropriado para usar para uma
aplicagdo especifica depende do uso pretendido, e outras
varidveis conhecidas pelos versados nessas técnicas. Em
alguns aspectps, um repdérter & um gene repdrter.

Varias moléculas e genes repdrteres sdo conhecidas

nessas técnicas. Cada repdrter tem um ensaio especifico para
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a deteccdo deste repdérter. Alguns ensaios de deteccdo de
repdérteres podem ser ensaios enzimdticos, enquanto que
outros ensaios podem ser de natureza imunoldgica (por
exemplo, andlise ELISA ou imunoistoquimica), ou
colorimétrica, por exemplo. Além disso, um repdrter pode
incluir uma proteina, por exemplo, uma enzima, que confere
resisténcia ou sensibilidade a antibidéticos (por exemplo, f-
lactamase, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), e
similares), um marcador fluorescente (por exemplo, uma
proteina fluorescente verde, tal como GFP, YFP, EGFP, RFP,
etc.), um marcador luminescente (por exemplo, uma proteina
luciferase do vaga-lume), um marcador de triagem baseado em
afinidade, uma atividade enzimatica, tal como lacZ (B-
galactosidase), ou outros genes marcadores seleciondveis
positivos ou negativos, tais como ADH (dlcool
desidrogenase), his3, ura3, leu2, lys2, ou similares.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 fornece as estruturas e nomes
correspondentes de quatro aminodcidos né&do-naturais que sé&o
p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa), para-acetil-L-fenilalanina
(pAcPhe), para-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) e para-iodo-L-
fenil-alanina (pIPhe).

A Figura 2 fornece um histograma que ilustra as
eficiéncias de supressdo de plasmideos (em relagdo a B-
galactosidase do tipo selvagem) com o promotor proK e o
terminador para o gene MjtRNA-Tyr(CUA), a mutacdo D286R no
gene BpaRS, uma forma mutada do promotor glnS para o gene

BpaRS, e/ou multiplas cépias do gene de tRNA. As barras de
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erros indicam desvio-padrdo e n = 3.

A Figura 3 fornece uma imagem de
quimioluminescéncia de uma andlise Northern blot do
supressor ambar MjtRNA-Tyr (CUA) expressado a partir dos
plasmideos de supressdo listados.

A Figura 4 fornece uma imagem de
quimioluminescéncia apdés uma andlise Western blot de BpaRS
expressado sob controle do promotor glnS do tipo selvagem e
a forma mutada do promotor glnS. A mancha usou um conjugado
anticorpo-HRP anti-His(terminal C) (Invitrogen).

A Figura 5 1ilustra um mapa plasmidico de pSup-
BpaRS-6TRN. Outros genes de sintetase foram subclonados a
partir dos seus plasmideos pBK correspondentes nos sitios
NdeI/PstI deste plasmideo.

A Figura 6 ilustra as eficiéncias de supressdo do
novo sistema para a incorporag¢do de Bpa, pAcPhe, pAzPhe e
pIPhe. As barras de erros indicam desvio-padrdo e n = 3.

A Figura 7 fornece uma imagem de
quimioluminescéncia depois da'anélise Western blot de uma
mioglobina mutante que <contém Bpa no lugar de Ser-4
expressado na auséncia ou presenca de Bpa. A mancha usou um
conjugado anticorpo-HRP anti-His(terminal C) (Invitrogen).

A Figura 8 fornece varias seqiéncias de
polinucleotideos e polipeptideos que encontram uso com a
invencgéao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invengdo fornece sistemas aperfeicoados de

vetores de expressdo uUteis para a expressdao bacteriana
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eficiente de proteinas mutantes que compreendem um ou mais
aminodcidos ndo-naturais em sitios especificos geneticamente
codificados por cdédons seletores (por exemplo, cddons
nonsense ambar). Estes sistemas wutilizam a tecnologia de
tradugcdo ortogonal <conhecida nessas técnicas para a
incorporagdo in vivo dos aminodcidos ndo-naturais. A
invengdo nao esta limitada em qualquer aspecto com relacgao

aos componentes ortogonais especificos da tradugdo, que séo

usados (isto &, a amino-acil-tRNA sintetase ortogonal
especifica ou o tRNA supressor ortogonal especifico). Além
disso, em algumas modalidades, a invencéo fornece

composig¢des e métodos aperfeigoados que encontram amplo uso
em sistemas de vetores de expressdo bacterianos, gque néo
estdo limitados a expressdo de amino-acil-tRNA sistetases ou
tRNA's supressores ortogonais.

A invencdo fornece caracteristicas inusitadas de
vetores de expressao, que resultam em eficiéncia
significativamente melhorada na incorporacdo de aminodcidos
ndo-naturais em proteinas em eubactérias (por exemplo, E.
coli), e resultam na expressdo com alto rendimento de
proteinas mutantes que contém os aminodcidos ndo-naturais em
sitios especificos geneticamente designados por cbédons
seletores. A melhor eficiéncia na incorporacédo de
aminodcidos ndo-naturais em uma proteina de interesse deve-
se presumivelmente (pelo menos em parte) a melhor expressao
da amino-acil-tRNA sintetase e do tRNA supressor ortogonais,
embora o entendimento do mecanismo da melhor eficiéncia nao

seja necessdrio para realizar ou usar a invencdéo.
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As inusitadas caracteristicas dos vetores de
expressdo da 1invengdo sdo amplamente compativeis com uma
série de esqueletos de vetores de expressdo em E. coli e
cepas de E. coli, e sdo também facilmente adaptadas para a
expressdao de outras proteinas ou tRNA's de interesse, além
da expressdao de amino-acil-tRNA sintetases ou tRNA’'s
supressores ortogonais.

Em alguns aspectos, as inusitadas caracteristicas
de vetores de expressdo, fornecidas pela invencdo, sé&o
usadas independentemente de plasmideos separados. Em outros
aspectos, uma unica caracteristica inusitada ou combinacéo
de caracteristicas sdo usadas em uma pluralidade de
plasmideos. Em ainda outras modalidades, varias destas
caracteristicas sdo usadas em combina¢cdo no mesmo plasmideo.
A invengdo fornece inuUumeros aperfeigoamentos para sistemas
de vetores de expressdao bacterianos, que podem ser usados
para melhorar a expressdao de proteinas mutantes que
compreendem um ou mais aminoacidos ndo-naturais, e em alguns
casos, podem ser usados mais amplamente para melhorar a
expressao de qualquer polipeptideo ou tRNA especifico de
interesse.

A invengdo fornece, por exemplo, 0s seguintes
aperfeigoamentos para sistemas de vetores de expressdo
bacterianos:

(A) A invencdo fornece vetores de expressido, onde
o gene de amino—acilftRNA sintetase prtogonal e o gene de
tRNA supressor ortogonal sdo transportados no mesmo

plasmideo. Isto simplifica a expressdo destes componentes
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ortogonais, onde anteriormente, estes dois componentes eram
transportados em plasmideos separados;

(B) A 1invencgdo fornece seqliéncias promotoras e
terminadoras aperfeigoadas derivadas de operons de tRNA de
prolina de E. coli, para expressar uma seqiiéncia de tRNA
heterdéloga, por exemplo, um gene de  MJjtRNA-Tyr (CUA)
ortégonal ou qualquer outro gene de tRNA ortogonal. O gene
de tRNA de prolina de E. coli wusado para derivar as
seqiéncias promotoras e terminadoras pode ser os genes de
tRNA de E. coli proK, proL ou proM.

(C) A invengdo fornece operons policistrdnicos
recombinantes aperfeigcoados para a expressdo de genes de
tRNA, onde quaisquer dois genes de tRNA no operon sé&o
separados por uma seqléncia ligante heterdloga derivada de
um ligante de um operon policistrdénico de tRNA de ocorréncia
natural, por exemplo, o 1ligante que ocorre naturalmente
entre os genes E. coli valU e valX, ou alternativamente, por
exemplo, entre os genes ileT e alaT.

(D) A 1invengdo fornece uma seqgliéncia promotora
inusitada derivada do promotor E. coli glnS para a melhor
expressdo de uma estrutura de leitura aberta, por exemplo,
uma estrutura de leitura aberta que codifica uma amino-acil-
tRNA sintetase ortogonal.

Sistemas de Vetores para Co-expressdo de Genes de

O-tRNA e O-RS

Em alguns aspectos, a invencdo fornece vetores de
expressao, onde o gene de amino-acil-tRNA sintetase

ortogonal e o gene de tRNA supressor ortogonal séo
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transportados no mesmo plasmideo. Esta caracteristica é um
aperfeicoamento sobre as técnicas anteriores, onde
anteriormente era necessdrio co-transformar uma célula
hospedeira com dois vetores de expressdo separados que
transportavam independentemente os genes de O-tRNA e O-RS.

Como descrito nos exemplos, sdo construidos varios
vetores de expressdo relacionados que sdo apropriados para a
co-expressdo de espécies O-tRNA e O-RS. Estes plasmideos
incluem:

pPYR-BpaRS1

PYR-BpaRS5

PYR-BpaRS5 (D286R)

pPYR-BpaRS-TRN

pPYR-BpaRS-TRN (D286R)

PYR-BpaRS-3TRN (D286R)

PpYR-BpaRS-6TRN (D286R)

pSup-BpaRS-6TRN (D286R)

pSup-pAcPheRS-6TRN

pSup-pAzPheRS-6TRN

pSup-pIPheRS-6TRN

Cada um destes plasmideos é uma caracteristica da
invencdo. Entretanto, ndo se pretende que a invencdo esteja
limitada a estes plasmideos, pois os versados nessas
técnicas devem reconhecer que a construcdo de variantes
destes plasmideos estdo bem dentro do d&mbito da invencéo.

Por exemplo, néd se pretende que qualquer
plasmideo da invencdo esteja limitado & expressdo de

qualquer espécie de O-tRNA ou O-RS especifica para produzir
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uma proteina que compreende qualquer aminocdcido ndo-natural
especifico. Os exemplos aqui fornecidos descrevem o uso
exitoso de um MjtRNA-Tyr (CUA) (SEQ ID NO: 1) e quatro
espécies diferentes de O-RS que tém especificidade de
carregamento de tRNA para p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa),
para-acetil-L~fenilalanina (pAcPhe), para-azido-L-
fenilalanina (pAzPhe) e para-iodo-L-fenil-alanina (pIPhe)
(vide Figura 1 e Figura 8, SEQ ID NOS: 4, 6, 8 e 10).

Esses exemplos de trabalho acima servem para
ilustrar a aplicabilidade mais ampla da invencdo a ser usada
com outras espécies de O-tRNA e O-RS. Na realidade, a
invengcdo encontra uso na expressdo de qualquer O-tRNA ou
qualquer O-RS de interesse, e particularmente, componentes
ortogonais de traducdo que operam otimamente em células
eubacterianas. Em alguns aspectos, a invencdo encontra uso
especifico com espécies O-RS derivadas de Archaea de amino-
acil-tRNA sintetases de ocorréncia natural (por exemplo,
Methanococcus jannaschii) ou espécies O-tRNA derivadas de
Archaea. A ampla série de espécies O-tRNA e O-RS que
encontram uso com a invencdo sdo conhecidas essas técnicas e
estdao descritas em inumeros trabalhos. Vide, por exemplo,
publicacgdes internacionais n®® WO 2002/086075, intitulada
“Methods and Composition for the Production of Orthogonal
tRNA-aminoacyl-tRNA Synthetase Pairs”; WO 2002/085923,
intitulada “In Vivo Incorporation of Unnatural Aminoacids”;
WO 2004/094593, intitulada “Expandig the Eukariotic Genetic
Code”; WO 2005/019415, depositado em 7 de julho de 2004; WO

2005/007870, depositado em 7 de julho de 2004; WO
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2005/007624, depositado em 7 de Jjulho de 2004; e WO
2006/110182, depositado em 27 de outubro de 2005, intitulada
“Orthogonal Translation Components for the In Vivo
Incorporation of Unnatural Aminocacids”. Cada um destes
pedidos de patente é aqui incorporado como referéncia em sua
totalidade. Para obter uma discussdo adicional sobre
sistemas de tradugdo ortogonal que incorporam aminodcidos
ndo-naturais, e métodos para sua producdo e uso, vide também
Wang e Schultz, "“Expanding the Genetic Code”, Angewandte
Chemie Int. Ed. 44(1):34-66 (2005); Xie e Schultz, “An
Expanding Genetic Code”, Methods 36(3):227238 (2005); Xie e
Schultz, “Adding Aminoacids to the Genetic Repertoire”,
Curr. Opinion 1in Chemical Biology 9(6):548-554; e Wang et
al., “Expanding the Genetic Code”, Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct. 13 de janeiro de 2006; cujos teores sdo aqui
incorporados como referéncia em sua totalidade.

As técnicas anteriores (por exemplo, as técnicas
aqui citadas) fornecem também orientacdo para a construcdo e
uso de inumeras variantes (por exemplo, variantes
conservativas) de fragmentos de eépécies O-tRNA e O-RS
conhecidas. Estas variantes e fragmentos também encontram
uso com os vetores de expressdo da invencdo. As técnicas
fornecem também orientacdo para a identificacdo e construcio
de novas espécies O-tRNA e O-RS, que também encontram uso
com a invencgao.

Construgbes de Plasmideos e Células Hospedeiras

Eubacterianas

Como descrito e usado no Exemplo 6, os plasmideos
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fornecidos neste relatério descritivo baseiam-se em um
esqueleto do vetor pACYCl84. Entretanto, ndo se pretende que
os plasmideos da invengdo estejam limitados ao uso daquele
vetor com esqueleto especifico. Os versados nessas técnicas
devem reconhecer que qualquer um entre uma série de
plasmideos (incluindo outros plasmideos disponiveis no
mercado ou conhecidos) pode ser usado para construir os
plasmideos da invengdo. Por exemplo, os plasmideos pACYC177
e o vetor pRAREZ2 (Novagen; vide Innovations, 12 de junho de
2001) também podem ser usados em conjunto com a invencdo. Em
alguns aspectos, qualquer plasmideo portador de uma origem
de replicagcdo compativel (por exemplo, a origem de
replicacdo pl5A) e pelo menos um marcador de selecdo pode
ser usado em conjunto com a invencdo. Os derivados do
plasmideo pSC101 também podem ser usados com a invencao.
Também como descrito no Exemplo 6, os plasmideos

fornecidos pela invencdo foram usados para transformar E.
coli eletrocompetente One Shot® TOP-10 (Invitrogen™) .
Entretanto, nao se pretende que a cepa eubacteriana usada
como uma célula hospedeira para produzir proteinas que
compreendem um ou mais aminodcidos n&o-naturais esteja
limitada ao uso dessa célula hospedeira especifica. Os
versadps nessas técnicas devem reconhecer que qualquer uma
entre uma série de células hospedeiras (incluindo outros
plasmideos disponiveis no mercado, bem como as cepas
produzidas pelo usuario) podem ser facilmente usadas para
produzir proteinas que compreendem aminodcidos néo—naturais.‘

Por exemplo, outras células hospedeiras tais como a cepa de
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E. coli DH10B™ (Invitrogen™), Electrocomp™ GeneHogs®
(Invitrogen™), BL21 One Shot® (Invitrogen™), e 'BL21(DE3)
One Shot® (Invitrogen™). Na realidade, quaisquer cepas de
E. coli sem qualquer gene supressor de tRNA enddgeno é uma
célula hospedeira apropriada. Outras espécies de eubactérias
além de E. coli também encontram uso com invencdo. Por
exemplo, contempla-se que as cepas de Bacillus subtilus
também podem ser usadas como células hospedeiras para os
vetores da invencéo.

Seqgiéncias Promotoras e Terminadoras Aperfeicoadas

para a Expressdao de O-tRNA

Para melhorar a eficiéncia de supressao do sistema
de tradugdo ortogonal, um novo operon de tRNA supressor
admbar com um promotor e terminador de tRNA de E. coli de
ocorréncia natural foi construido. Um levantamento de genes
de tRNA de E. coli revelou que os tRNA's de prolina de E.
coli tém o mesmo par Cl-G72 como tRNA's de Archaea; este par
de bases & um determinante importante de identidade para o
reconhecimento seletivo de MjtRNA-Tyr (CUA) por MjTyrRS em E.
coli (Wang e Schulz, Chem. Biol. 8:883-890 (2001)).

Tendo em vista esta observagdo, um gene de tRNA
supressor ambar sintético foi construido, de tal modo que um
gene'de O-tRNA heterdlogo substituisse o gene E. coli prok
do mesmo comprimento (77 nucleotideos) no operon prokK
monocistrdnico. Um vetor de expressdo aperfeicoado (pYR-
BpaRS5) foi gerado substituindo o operon de tRNA supressor
original em pYR-BpaRS1l pelo gene 'AUtRNA—Tyr(CUA) sob

controle do promotor proK (SEQ ID NO: 32) e do terminador
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proK (SEQ ID NO: 33). Esta construgcdo de expresséao
apresentou um aumento de 2 vezes na expressdo do O-tRNA
(vide Figura 3), e resultou em uma eficiéncia de supresséo
significativamente melhor (vide Figura 2), ambos em relacdo
as atividades do vetor pYR-BpaRSl.

Assim sendo, a invengdo fornece vetores de
expressdo aperfeigoados para a expressdo de um tRNA de
interesse, onde a expressdo de um tRNA policistrdnico é
acilonada pelas seqiéncias promotora e terminadora derivadas
do gene de tRNA de prolina de E. coli prok.

Como descrito no Exemplo 1, o tRNA especifico
usado para demonstrar este veor de expressdo aperfeicoado
foi um tRNA ortogonal (O-tRNA), e mais especificamente,
MjtRNA-Tyr (CUA). Entretanto, ndo se pretende que a melhor
eficiéncia da expressdo de tRNA esteja limitada ao MjtRNA-
Tyr (CUA), nem limitada a um O-tRNA. Na realidade, esta
caracteristica da invengdo pode ser usada para melhorar a
expressdo de qualquer tRNA de interesse.

Em E. coli, trés espécies de tRNA sdo carregadas
com prolina durante a tradugdo. Além do gene de tRNA prok,
E. coli usa também dois genes prolil-tRNA adicionais. Eles
sao proL e proM. Tendo em vista sua. estrutura similar ao
lécus proK, contempla-se que a seqgiéncia promotora de prol
(SEQ ID NO: 34) e as seqiéncias terminadoras de proL e proM
(SEQ ID NOS: 35 e 36, respectivamente) também encontram uso
na construgcdo dos vetores de expressdo aperfeicoados da
invengdo. E também uma caracteristica da invencdo que

combinag¢des de promotores e terminadores de genes prolil-
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tRNA de E. coli também podem ser usadas para conseguir
melhor expressdo. Por exemplo, a seqléncia promotora de prokK
(SEQ ID NO: 32) pode ser usada em conjunto com a seqiiéncia

terminadora de proL (SEQ ID NO: 35).

Estruturas Aperfeicoadas de Operons
Policistrdnicos
A invengéo fornece operons policistrdnicos

recombinantes aperfeicoados para a expressdo de genes de
tRNA. Estes operons policistrdénicos compreendem multiplas
cbépias (por exemplo, trés cébdpias) de genes de tRNA de
interesse, onde as seqiiéncias de tRNA sdo separadas por uma
seqléncia ligante heterdloga derivada de um ligante de um
operon policistrdnico de tRNA de ocorréncia natural, por
exemplo, o ligante que ocorre naturalmente entre os genes
valU e ValX de E. coli (SEQ ID NO: 14), ou alternativamente,
por exemplo, entre os genes de tRNA ileT e alaT de E. coli
(SEQ ID NO: 15).

Assim sendo, a invencéo fornece vetores de
expressdo aperfeigoados para a expressdo de operons de tRNA
policistrénicos, onde o operon compreende pelo menos um
ligante de tRNA heterdlogo gque separa pelo menos duas
seqiéncias de tRNA expressadas. Em algumas modalidades, como
descrito no Exemplo 3, multiplos ligantes de tRNA sdo usados
para separar trés ou mais seqliéncias de tRNA expressadas no
operon. Neste caso, o ligante de tRNA usado entre cada par
de tRNA expressado pode ser diferente (como no Exemplo 3),
ou pode ser o mesmo ligante entre cada gene de tRNA.

Ndo se pretende gque a invengdo esteja limitada ao
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uso do ligante de genes valU e valX de E. coli (SEQ ID NO:
14) ou ao ligante de genes de tRNA ileT e alaT de E. coli
(SEQ ID NO: 15). Na realidade, ligantes de tRNA de
ocorréncia natural adicionais também encontram uso com a
invencdo. Por exemplo, cada um dos 1ligantes que seguem,
localizados entre os genes de tRNA nativos de E. coli
listados abaixo, encontram uso com a invencdo, onde o
ligante wusado no sistema recombinante é heterdlogo a
quaisquer seqiéncias de tRNA expressadas, estd no operon

recombinante. Estes ligantes de tRNA uUteis incluem:

--‘e;ggsg,edge,gkggg s |
' ‘ _ NO:
valU € valX ACTACTTTATGTA;‘I‘CTCCGCCéTGTAGCAAGAAATTGAGAAGT .14
ileT € alaT | AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT - | 15 :
| serV e argV | TTT o B ' R 1 16 ,
valV € ‘vaW | TccT R S o 17
‘gbT € T |nearer . =~ 0 T lh1s
metT € leuW | TCTTTTTTT R . R E 1 19
gInW € ‘metU | TCGAAGAAACAATCT - T 20
hisR € leuT | TTATTAGAAGTTGTGACAAT E o 21

glnU e ginW | TCTTCTTCGAGTAAGCGGTTCACCGCCCGGTTAT

leuP € ‘leuV | AACGAGGCGATATCAAAAARAGTAAGATGACTGT

glnV e ginX | ATTTATTCAAGACGCTTACCTTGTAAGTGCACCCAGT

alaW € “alaX . AATTTTGCACCCAGCAAACTTGGTACGTARACGCATCGT

ileU e alaU AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT

BigiRIRIRIN

ileV e ‘alaV | AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT

AATTCTGAATGTATCGAATATG’J.‘I‘CGGCAAATTCAAAACCAATTT - 28
GT . ’

metlU € glnV

- GTTTAAAAGACATCGGCGTCAAGCGGATGTCTGGCTGAAAGGCCT .
ghW e oxsT | caagaarer - .2

“hisR ‘ T'I‘TAGTCCCGGCGC‘I‘TGAGCTGCGGTGG'PAGTAATACCGCG'I'AAC 30
1S AAGATTTGTAGT

argX €

el € ‘areZ TC'I‘CTTACT‘I‘GA’I‘ATGGCT’I'I‘AGTAGCGG’I‘ATCAATATCAGCAGT 31
arg arg4 | AAAATAAATTTCCCGAT _ . ;
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Em algumas modalidades, os ligantes de tRNA
preferidos, que encontram uso com a invenc¢do, contém um dos
dois ou ambos nucleotideos T(-1) e A(77). Estas duas
posicdes de nucleotideos em ligantes de tRNA demonstraram
ser ideals para o processamento eficiente em 5 e 3’ de
precursores de tRNA quando em seu contexto nativo (isto &,
enddégeno). Vide, por exemplo, Li e Deutscher, “Maturation
pathways for E. coli tRNA precursors: A random multienzyme
process 1in vivo”, Cell 86:503-512 (1996) e Zahler et al.,
“Recognition of the 5" leader of pré-tRNA substrates by the
active site of ribonuclease P”, RNA 09:734-745 (2003). Em
outras modalidades, os ligantes de tRNA que encontram uso
com a 1invengcdo compreendem sitios de restricdo (de
ocorréncia natural ou manipulados).

Em algumas modalidades, a invengéo fofnece
construgdes que compreendem uma pluralidade do mesmo operon
policistrdnico, opcionalmente em tandem. Assim sendo, caso
um Unico operon policistrénico compreenda trés cépias de uma
seqiéncia de nucleotideos expressavel (tal como um gene de
tRNA), entao dois dos operons resultardo em um total de seis
seqléncias de genes de tRNA sendo expressadas. Este tipo de
configuracdo em cluster de genes estd demonstrado no Exemplo
3 e na Figura 5.

O operon policistrbénico recombinante aperfeicoado
descrito no Exemplo 3 expressa o tRNA ortogonal MjtRNA-
Tyr (CUA) . Entretanto, ndo se pretende que a invengéo esteja
limitada a expressd@c de MjtRNA-Tyr (CUA); nem a invencdo esta

limitada a expressdo de espécies tRNA ortogonais. Na
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realidade, 0os operons policistrénicos aperfeicoados da
invencdo podem ser usados para expressar quaisquer espécies
tRNA.

Promotor glnS de E. coli Aperfeicoado para a

Expressdo de Polipeptideos

A invencéo fornece uma seqliéncia promotora
inusitada derivada do promotor glnS de E. coli para a
expressdo aperfeicoada de um estrutura de leitura aberta.
Como descrito no Exemplo 2, o promotor glnS mutante (SEQ ID
NO: 12) descrito em Plumbridge e S6ll (Biochemie 69:539-541
(1987)) foi subclonado em um vetor de expressdao da invencéo.
O seqlienciamento da regido do promotor glnS subclonado
revelou a introdug¢ao inadvertida de uma delegdo na seqiiéncia
promotora (além da substitui¢do descrita em Plumbridge e
S6ll). Esta outra variante do promotor glInS inusitado
modificado foi denominada glnS-TNR (fornecida em SEQ ID NO:
13). Surpreendentemente, esta mutacdo resultou em uma
melhora na eficiéncia da tradugdo do sistema em comparacdo
com a atividade do promotor glnS do tipo selvagem, como
determinado por Western blotting (vide Figura 4).

Como descrito nos Exemplos 2 e 5, o promotor glnS-
TNR foi usado para expressar as sintetases ortogonais BpaRS,
pAcPheRS, pAzPheRS, e pIPheRS. Entretanto, ndo se pretende
gue a invencdo esteja limitada & expressdo de qualquer
amino-acil-tRNA sintetase ortogonal especifica, ou limitada
a qualquer amino-acil-tRNA sintetase em geral. Este promotor
aperfeigoado encontra uso na .expresséo bacteriana de

qualquer estrutura de leitura aberta de polipeptideo
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desejada.

Tecnologia de tRNA/Amino-acil-tRNA Sintetase
Ortogonal

Uma compreensdo  das composicgdes e métodos
inusitados da presente invencgéo é facilitada pela
compreensdo das atividades associadas com pares de tRNA
ortogonal e amino-acil-tRNA sintetase ortogonal. Para
adicionar aminodcidos ndo-naturais adicionais ao cédigo
genético, sd80 necessarios novos pares ortogonais que
compreendem uma amino-acil-tRNA sintetase e um tRNA
apropriado, que funcionam eficientemente no mecanismo de
traducdo no hospedeiro, mas que sdo “ortogonais” ao sistema
de tradugdo em questdo, significando que ele funciona
independentemente das sintetases e tRNA's endbégenos ao
sistema de tradugcdo. As caracteristicas desejadas do par
ortélogo incluem um tRNA que descodifica ou reconhece apenas
um coéddon especifico, por exemplo, um cédon seletor, que néo
é descodificado por qualquer tRNA enddégeno, e as amino-acil-
tRNA sintetases que preferencialmente amino-acilam (ou
“carregam”) seu tRNA cognato com apenas um aminodcido ndo-
natural especifico. O O-tRNA também ndo é tipicamente amino-
acilado por sintetases enddgenas. Por exemplo, em E. coli,
um par ortogonal deve incluir uma amino-acil-tRNA sintetase
que ndo sofre reacdo cruzada com qualquer um dos tRNA's
endbgenos, por exemplo, que existem sdo 40 em E. coli, e um
tRNA ortogonal que ndo é amino-acilado por qualquer uma das
sintetases enddgenas, por exemplo, das quais hd 21 em E.

coli. Até agora, varios aminoacidos ndo-naturais
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estruturalmente diversos foram incorporados em proteinas
usando a tecnologia de tradugdo ortogonal, como ¢é do
conhecimento nessas técnicas.

A capacidade de incorporar um aminoacido néo-
natural de forma especifica de sitio em um polipeptideo pode
facilitar o estudo de proteinas, permitindo a modificacéao
altamente seletiva depois da tradugdo destas proteinas, bem
como permitir a engenharia de proteinas com propriedades
inusitadas. Por exemplo, a expressdo de proteinas que contém
um ou mais aminoacidos ndo-naturais pode facilitar o estudo
de proteinas por marcagdo especifica, alterar a funcédo
catalitica de enzimas, melhorar a atividade bioldégica ou
reduzir a reacdo cruzada com um substrato, reticular uma
proteina com outras proteinas, moléculas pequenas ou
biomoléculas, reduzir ou eliminar a degradacdo de proteinas,
melhorar a meia-vida de proteinas in vivo (por exemplo, por
“peguilagao” ou outras modificagdes de sitios reativos
introduzidos), etc.

Os sistemas de tradugdo ortogonais que sdao
apropriados para produzir proteinas que compreendem um ou
mais aminoacidos ndo-naturais sao conhecidos nessas
técnicas, assim como o sdo os métodos genéricos para
produzir sistemas de tradug¢do ortogonais. Vide, por exemplo,
as publicag¢des internacionais n®® WO 2002/086075, intitulada
“Methods and Compositions for the Production of Orthogonal
tRNA-Aminoacyl-tRNA Synthetase Pairs”; WO 2002/085923,
intitulada “In Vivo Incorporation of Unnatural Amino Acids”;

WO 2004/094593, intitulada “Expanding the Eukaryotic Genetic
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Code”; WO 2005/019415, depositado em 7 de julho de 2004; WO
205/007870, depositado em 7 de julho de 2004; WO 205/007624,
depositado em 7 de julho de 2004; e WO 2006/110182,
depositado em 27 de outubro de 2005, intitulado “Orthogonal
Translation Components for the In Vivo Incorporation of
Unnatural Amino Acids”. Cada um destes pedidos de patente é
aqui incorporado como referéncia em sua totalidade. Para
obter uma discuss&do sobre sistemas de traducdo ortogonal que
incorporam aminoacidos ndo-naturais, e métodos para sua
preparagdo e uso, vide também Wang e Schultz, ““Expanding
the Genetic Code”, Angewandte Chemie Int. Ed. 44(1):34-66
(2005); Xie e Schultz, “An Expanding Genetic Code”, Methods
36(3):227238 (2005); Xie e Schultz, “Adding Aminoacids to
the Genetic Repertoire”, Curr. Opinion in Chemical Biology
9(6):548~-554; Wang ét al., “Expanding the Genetic Code”,
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 13 de janeiro de 2006; e
Xie e Schultz, “A chemical toolkit for proteins - an
expanded genetic code”, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7(10):775-
782 (2006; 23 de agosto de 2006), <cujos teores sdo
incorporados como referéncia em sua totalidade.

Tais sistemas de traducéo compreendem
genericamente células (que podem ser células procaridticas
tais como E. coli, ou células eucaridéticas tais como
leveduras) que incluem um tRNA ortogonal (O-tRNA), uma
amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (0O-RS), e um aminodcido
ndo-natural, onde a O-RS amino-acila o O-tRNA com o©O
aminoacido ndo-natural. Um par ortogonal da invengdo pode

incluir um O-tRNA, por exemplo, um tRNA supressor, um tRNA
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de deslocamento de estrutura, ou similares, e uma O-RS
cognata.

Genericamente, quando um par ortogonal reconhece
um cddon seletor e carrega um aminodcido em resposta ao
cédon seletor, o par ortogonal é dito como “suprimindo” o
cédon seletor. Isto ¢é, um cbédon seletor que ndo é
reconhecido pelo mecanismo enddégeno do sistema de traducéo
(por exemplo, da célula) ndo é normalmente carregado, o que
resulta no bloqueio da produgéo de um polipeptideo que de
outra forma seria traduzido a partir do &cido nucléico. Em
um sistema de par ortogonal, a O-RS amino-acila o O-tRNA com
um aminoacido ndo-natural especifico. O O-tRNA carregado
reconhece o cbédon seletor e suprime o bloqueio da traducao
causado pelo cdédon seletor. A célula usa o par O-tRNA/O-RS
para incorporar o aminodcido ndo-natural em uma cadeia de
polipeptideo em crescimento, por exemplo, por intermédio de
um acido nucléico que compreende um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de interesse, onde o
polinucleotideo compreende um cédon seletor que é
reconhecido pelo O-tRNA. Em certos aspectos desejaveis, a
célula pode incluir um par de O-tRNA/O-RS adicional, onde o
O-tRNA adicional ¢é carregado pela O-RS adicional com um
aminoacido nao-natural diferente. Por exemplo, um dos O-
tRNA"s pode reconhecer um cdédon de quatro bases e depois o
outro pode reconhecer um cédon finalizador.
Alternativamente, maltiplos cédons finalizadores diferentes
ou multiplos cbédons com quatro bases, diferentes, podem

reconhecer especificamente diferentes cdédons seletores.
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Em certas modalidades, os sistemas compreendem uma
célula, tal como uma célula de E. coli ou uma célula de
levedura, que inclui um tRNA ortogonal (O-tRNA), uma amino-
acil-tRNA sintetase ortogonal (0-RS), um aminodcido nédo-
natural e um acido nucléico que compreende um
polinucleotideo um polipeptideo de interesse, onde o
polinucleotideo compreende o cddon seletor que € reconhecido
pelo O-tRNA. O sistema de traducdo pode ser também um
sistema isento de células, por exemplo, qualquer um entre
uma série de sistemas de transcricdo/traducdo “in vitro”
disponiveis no mercado em combinagdo com um par O-tRNA/O-RS
e um aminodcido ndo-natural, como agqui descrito.

Como assinalado, em algumas modalidades, existem
miltiplos pares de O-tRNA/O-RS em uma célula ou outro
sistema de tradugédo, o que permite a incorporagdo de mais do
que aminodcido ndo-natural em um polipeptideo. Por exemplo,
a célula pode incluir ainda um par O-tRNA/O-RS adicional
diferente e um segundo aminocdcido n&o-natural, onde este O-
tRNA adicional reconhece um segundo cédon seletor e esta o-
RS adicional preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o
segundo aminoacido ndo-natural. Por exemplo, uma célula que
inclui um par O-tRNA/O-RS (onde o O-tRNA reconhece, um cédon
seletor éambar), pode compreender ainda um segundo. par
ortogonal, onde o segundo O-tRNA reconhece um cdédon seletor
diferente, por exemplo, um cdbddon bpalino, um cédon de quatro
bases, ou similares. .Desejavelmente, o0s pares ortogonais
diferentes sdo derivados de diferentes origens, que podem

facilitar o reconhecimento de diferentes cdédons seletores.
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O O-tRNA e/ou a O-RS podem ser de ocorréncia
natural ou podem ser, por exemplo, derivados por mutacdo de
um tRNA e/ou RS de ocorréncia natural, por exemplo, gerando
bibliotecas de tRNA's e/ou bibliotecas de RS’s, a partir de
qualquer um entre uma série de organismos e/ou usando
qualquer uma entre uma série de estratégias de mutacdo
disponiveis. Por exemplo, uma estratégia para produzir um
par de tRNA/amino-acil sintetase ortogonal envolve importar
um par tRNA/sintetase heterdlogo (a célula hospedeira) a
partir, por exemplo, de wuma fonte que ndo a célula
hospedeira, ou mualtiplas fontes, na célula hospedeira. As
propriedades da sintetase heterdéloga candidata incluem, por
exemplo, que ela ndo carrega qualquer tRNA da célula
hospedeira, e as propriedades do tRNA heterélogo candidato
incluem, por exemplo, que ele ndo ¢é amino-acilado por
qualquer sintetase da célula hospedeira. Além disso, o tRNA
heterbélogo ¢é ortogonal a todas sintetases da célula
hospedeira.

Uma segunda estratégia para gerar um par ortogonal
envolve gerar bibliotecas mutantes a partir das quais se
pode triar e/ou selecionar um O-tRNA ou uma O-RS. Estas
estratégias podem ser também combinadas.

tRNA Ortogonal (O-tRNA)

Um tRNA ortogohal (O-tRNA) desejavelmente medeia a
incorporagcdo de um aminoadcido ndo-natural em uma proteina
que é codificada por um polinucleotideo que compreende um
cdédon seletor que é reconhecido pelo O-tRNA, por éxemplo, in

vivo ou in vitro, com uma alta eficiéncia de supressdo. A
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eficiéncia da supressdo pode ser determinada por qualquer um
entre 1inumeros ensaios conhecidos nessas técnicas. Por
exemplo, um ensaio de p-galactosidase repérter pode ser
usado, por exemplo, um plasmideo lacZ derivado (onde a
construgcdo tem um cdédon seletor na seqiéncia de 4&acidos
nucléicos de lacZ) é introduzido nas células a partir de um
organismo apropriado (por exemplo, um organismo no qual os
componentes ortogonais podem ser usados) junto com o©
plasmideo que compreende um O-tRNA da invencdo. Uma
sintetase cognata também pode ser introduzida (como um
polipeptideo ou um polinucleotideo que codifica a sintetase
cognata quando expressado). As células sdo desenvolvidas no
meio até uma densidade desejada, por exemplo, até uma DOggo
de cerca de 0,5, e ensaios de P-galactosidase sdo realizados
usando, por exemplo, o Kit de Ensaio de f-Galactosidase
BetaFluor™ (Novagen). A supressdo percentual pode ser
calculada como a porcentagem de atividade de uma amostra em
relacdao a um controle comparavel, por exemplo, o valor
observado a partir davconstrugéo de lacZ derivada, onde a
construgcdo tem um cdédon sense correspondente na posicdo
desejada em vez de um cdédon seletor.

Os O-tRNA's podem ser derivados também a partir de
variacdes conservativas de O-tRNA's conhecidos. Por exemplo,
as variag¢des conservativas de O-tRNA incleum as moléculas
que funcionam como os O-tRNA's especificos, por exemplo,

como na listagem de seqliéncias aqui fornecida e que mantém a

. estrutura do tRNA com vformato em L em virtude de

autocomplementaridade apropriada, mas ndo tém uma seqiiéncia
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idéntica aquelas, por exemplo, na listagem de seqgiiéncias,
figuras ou exemplos neste relatério descritivo (e
desejavelmente, sdo diferentes das moléculas de tRNA do tipo
selvagem) .

A composigdo que compreende um O-tRNA pode incluir
ainda uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (0O-RS), onde a
O-RS preferencialmente amino-acila o O-tRNA com um
aminoacido ndo-natural. Em certas modalidades, uma
composig¢cdo que inclui um O-tRNA pode incluir ainda um
sistema de tradugdo (por exemplo, in vitro ou in vivo). Um
acido nucléico que compreende um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de interesse, onde o
polinucleotideo compreende um cddon seletor que é
reconhecido pelo O-tRNA, ou uma combinacdo de um ou mais
deles, também pode estar presente na célula.

Os métodos para produzir um tRNA ortogonal (O-
tRNA) s&do conhecidos. Em certas modalidades da invencdo, os
O-tRNA's podem ser produzidos gerando uma biblioteca de
mutantes. A biblioteca de tRNA's mutantes pode ser gerada
usando varias técnicas de mutagénese conhecidas nessa Aarea.
Por exemplo, os tRNA's mutantes podem ser gerados por
mutacdes especificas de sitio, mutacdes pontuais aleatédrias,
recombinagdo homéloga, embaralhamento de DNA ou outros
métodos de mutagénese recursivos, construcdo gquimérica ou
qualquer combinacdo deles.

Mutag¢des adicionais podem ser introduzidas em uma
posicdo ou posigdes especificas, por exemplo, e uma ?osigéo

ndo-conservada, ou em uma posicdo conservada, e uma posicdo
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ou posic¢des randomizadas, ou uma combinacido de ambas, em uma
alca ou regido desejada de um tRNA, por exemplo, uma alcga
anticdédon, o tronco aceptor, braco ou alca D, alga variavel,
brago ou alga TPC, outras regides da molécula de tRNA, ou
uma combinagdao delas. Tipicamente, as mutacdes em um tRNA
incluem mutar a alca anticdédon de cada membro da biblioteca
de tRNA's mutantes, para permitir o reconhecimento de um
cédon seletor. O método pode incluir ainda adicionar
seqiéncias adicionais ao O-tRNA. Tipicamente, um O-tRNA
possui uma melhora de ortogonalidade para um organismo
desejado em comparacao com o material de partida, por
exemplo, a pluralidade de seqgiéncias de tRNA, e ao mesmo
tempo, preservando sua afinidade por uma RS desejada.

Os métodos incluem opcionalmente analisar a
similaridade (e/ou homologia inferida) de seqgiiéncias de
tRNA’s e/ou amino-acil-tRNA sintetases, para determinar
candidatos potenciais para um O-tRNA, O-RS e/ou pares deles,
que parecem ser ortogonais para um organismo especifico.
Programas de computador conhecidos nessas técnicas e aqui
descritos podem ser usados para a andlise, por exemplo,
programas BLAST e de acumulagdo podem ser usados. Em um
exemplo, escolher componentes ortogonais potenciais da
traducdo para uso em E. coli, é escolhida uma sintetase e/ou
um tRNA que ndo apresenta estreita similaridade de seqiiéncia
com organismos eubacterianos.

Tipicamente, um O-tRNA é obtido submetendo, por
exemplo, a uma selecdo negativa, uma populacdo de células de

uma primeira espécie, onde as células compreendem um membro
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da pluralidade de O-tRNA's potenciais. A selecdo negativa
elimina as células que compreendem um membro da biblioteca
de O-tRNA’'s potenciais que é amino—acilado por uma amino-
acil-tRNA sintetase (RS) que é enddbgena para a célula. Isto
produz uma colegcdo de tRNA's que sdo ortogonais a célula da
primeira espécie.

Em certas modalidades, na selecdo negativa, um
cédon(s) seletor(es) é introduzido em um polinucleotideo que
codifica um marcador de selegdo negativa, por exemplo, uma
enzima que confere resisténcia a antibidticos, por exemplo,
B-lactamase, uma enzima que confere um produto detectavel,
por exemplo, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), por
exemplo, um produto tdéxico, tal como barnase, em uma posicdo
ndo-essencial (por exemplo, ainda produzindo uma barnase
funcional), etc. A triagem/selecdo é feita opcionalmente
desenvolvendo a populagdo de células na presenca de um
agente seletor (por- exemplo, um antibidético, tal como
ampicilina). Em uma modalidade, a concentrag¢do do agente de
selecdo é variada.

Por exemplo, para medir a atividade de tRNA’'s
supressores, usa-se um sistema de selecdo baseado na
supressdo 1in vivo de cdédon seletor, por exemplo, mutacdes
nonsense (por exemplo, finalizadoras) ou com deslocamento de
estrutura, introduzidas em um polipeptideo que codifica um
marcador de selecdo negativa, por exemplo, um gene para B-
lactamase (bla). Por exemplo, sdo construidas variantes de
polinucleotideos, por exemplo, variantes bla, com um cdédon

seletor em wuma certa posigcdo (por exemplo, Al84). As
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células, por exemplo, bactérias, sdo transformadas com estes
polinucleotideos. No caso de um tRNA ortogonal, que ndo pode
ser carregado eficientemente por sintetases de E. coli
endbgenas, a resisténcia a antibiéticos, por exemplo,
resisténcia a ampicilina, deve ser préxima ou menor do que
aquela  para uma bactéria transformada sem qualquer
plasmideo. Caso o tRNA ndo seja ortogonal, ou caso uma
sintetase heterdloga capaz de carregar o tRNA seja co-
expressada no sistema, um nivel mais alto de resisténcia a
antibidéticos, por exemplo, ampicilina, seja observada. S&o
escolhidas células, por exemplo, bactérias, que séo
incapazes de se desenvolverem sobre placas de &gar LB com
concentragdes de antibidéticos quase iguais as células
transformadas sem qualquer plasmideo.

No caso de um produto téxico (por exemplo,
ribonuclease ou barnase), quando um membro de uma
pluralidade de tRNA's potenciais ¢é amino-acilado pela
hospedeira enddgena, por exemplo, sintetases de Escherichia
coli (isto é, ele ndo é ortogonal a hospedeira, por exemplo,
sintetases de Escherichia coli), o cdédon seletor é suprimido
e o produto téxico de polinucleotideo leva a morte celular.
As células portadoras de tRNA's ortogonais ou tRNA's ndo-
funcionais sobrevivem.

Em uma modalidade, a colegcdo de tRNA's que séao
ortogonais a um organismo desejado sdo entdo submetidos a
uma selecdo positiva na qual um cdédon seletor é colocado em
um marcador de selegdo positiva, por exemplo, codificado por

um gene de resisténcia a farmacos, tal como um gene de PB-
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lactamase. A selegdo positiva é realizada em uma célula que
compreende um polinucleotideo que codifica ou compreende um
membro da colecdo de tRNA's que sdo ortogonais a célula, um
polinucleotideo que <codifica um marcador de selegédo
positiva, e um polinucleotideo que codifica uma RS cognata.
Em certas modalidades, a segunda populacdo de células
compreende células que ndo foram eliminadas pela selecéao
negativa. Os polinucleotideos s&o expressados na célula e a
célula é desenvolvida na presenca de um agente de selecdo,
por exemplo, ampicilina. Os tRNA's sdo entdo selecionados
quanto a sua capacidade de serem amino-acilados pela
sintetase cognata co-expressada, e de inserir um aminoacido
em resposta a este cbdédon seletor. Tipicamente, estas células
apresentam uma melhora na eficiéncia da supressdo em
comparagdo com células portadoras de tRNA ou tRNA's ndo-
funcionais, ou tRNA"s que néo podém ser eficientemente
reconhecidos pela sintetase de interesse, sdo sensiveis ao
antibiético. Portanto, os tRNA's que: (i) ndo sdo substratos
para a hospedeira enddbgena, por exemplo, sintetases de
Escherichia coli; (1i) podem ser amino-acilados pela
sintetase de interesse; e (iii) sdo funcionais na traducéo,
sobrevivem a ambas selecdes.

Conseqlientemente, o0 mesmo marcador pode ser um
marcador positivo ou negativo, dependendo do contexto no
gual ele é triado. Isto é, o marcador é um marcador positivo
caso ele seja triado a favor, mas é um marcador negativo
caso seja triado contra.

A severidade da selegdo, por exemplo, a selecao
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positiva, a selegdo negativa, ou a selecdo positiva e também
a negativa, nos métodos descritos acima, inclui
opcionalmente variar a severidade da selecdo. Por exemplo,
devido ao fato de que a barnase é uma proteina extremamente
téxica, a severidade da selegdo negativa pode ser controlada
introduzindo diferentes numeros de cddons seletores no gene
de barnase, e/ou usando um promotor induzivel. Em outro
exemplo, a concentragdo do agente de selegdo ou triagem é
variada (por exemplo, a concentragdo de ampicilina). Em
alguns aspectos da invencgdo, a severidade é variada porgue a
atividade desejada pode ser baixa durante as primeiras
rodadas. Assim sendo, s&o aplicados critérios de selecdo
menbs severos nas primeiras rodadas e critérios mais severos
sdo aplicados em rodas posteriores da selecdo. Em certas
modalidades, a "selegdo negativa, a selecdo positivo, ou a
selecdo negativa e também a positiva, podem ser repetidas
multiplas vezes. Multiplos marcadores diferentes de selecdo
negativa, marcadores de selecdo positiva ou marcadores de
selegcao negativa e também positiva podem ser usados. Em
certas modalidades, o marcador de selecdo positiva e
negativa pode ser © mesmo.

Outros tipos de selegdes/triagens podem ser usados
na invengdo para produzir componentes ortogonais de
tradugdo, por exemplo, um O-tRNA, uma O-RS, e um par de O-
tRNA/O-RS que carrega um aminodcido n&do-natural em resposta
a um cdédon seletor. Por exemplo, o marcador de selegado
negativa, o marcador de selecdo positiva[ ou o marcador de

selecdo positiva e também o marcador de selecdo negativa
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incluem um marcador que fluoresce ou catalisa uma reacdo
luminescente na presenc¢a de um reagente apropriado. Em outra
modalidade, um produto do marcador é detectado por selecdo
de células ativadas por fluorescéncia (FACS) ou por
luminescéncia. Opcionalmente, o marcador inclui um marcador
de triagem baseado em afinidade. Vide também Francisco, J.A.
et al., “Production and fluorescence-activated cell sorting
of Escherichia coli expressing a functional antibody
fragmento on external surface”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:10444-8.

Métodos adicionais para produzir um tRNA ortogonal
recombinante oidem ser encontrados, por exemplo, nas
publica¢des dos pedidos de patente internacionais n®2 WO
2002/086075, intitulado “Methods and Compositions for the
Production of Orthogonal tRNA Aminoacyl-tRNA Synthetase
Pairs”; WO 2004/094593, intitulado “Expanding the Eukariotic
Genetic Code”; e WO 2005/019415, depositado em 7 de julho de
2004. Vide também Forster et al., “Programming
peptidomimetic synthetases by translating genetic codes
designed de novo”, PNAS 100(11):6353-6357 (2003); e Feng et
al., “Expanding tRNA recognition of a tRNA synthetase by a
single amino acid change”, PNAS 100(10):5676-5681(2003).

Amino-acil-tRNA Sintetase Ortogonal (O-RS)

Uma O-RS que encontra uso com a invencéo
preferncialmente amino-acila um O-tRNA com um aminodcido
ndo-natural, 1in vitro ou 1in vivo. Uma O-RS pode ser
disponibilizada para o sistema de traducdo, por exemplo, uma

célula, por um polipeptideo que inclui uma O-RS e/ou por um
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polinucleotideo que codifica uma O-RS ou uma parte dela. Por
exemplo, uma O-RS compreende uma seqliéncia de aminoacidos
conhecida nessas técicas, ou uma sua variacdo conservativa.
Em outro exemplo, uma O-RS ou uma parte dela é codificada
por uma seqiéncia de polinucleotideo que <codifica um
aminoacido que compreende a sequéncia na listagem de
seqiéncias ou exemplos neste relatdédrio descritivo, ou uma
sua seqiéncia de poinucleotideo complemente. Vide, por
exemplo, Figura 8 para obter as seqliéncias de moléculas de
O-RS uteis.

Os métodos para identificar uma amino-acil-tRNA
sintetase ortogonal (O-RS), por exemplo, uma O-RS para uso
com um O-tRNA sdo conhecidos. Por exemplo, um método inclui
submeter a selegdo, por exemplo, selecdo positiva, uma
populacdo de células de uma primeira espécie, onde as
células compreendem individualmente: (1) um membro de uma
pluralidade de amino-acil-tRNA sintetases (RS’ s) (por
exemplo, a pluralidade de RS’s pode incluir RS’s mutantes,
RS’s derivadas de uma espécie diferente da primeira
espécie); (2) o tRNA ortogonal (O-tRNA) (por exemplo, de uma
ou mais espécies); e (3) um polinucleotideo que codifica um
marcador de selecdo (por exemplo, positiva) e compreende
pelo menos um cédon seletor. As células sdo selecionadas ou
triadas quanto aquelas que apresentam uma melhora na
eficiéncia da supressdo em comparacgdo com células que nédo
tém ou tém uma quantidade reduzida do membro da pluralidade
de RS’'s. A eficiéncia da supressdo pode ser medida por

técnicas conhecidas nessa 4area e como aqui descritas. As
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células que tém uma melhora na eficiéncia da supressiao
compreendem uma RS ativa que amino-acila o O-tRNA. Um nivel
de amino-acilagdo (in vitro ou in vivo) pela RS ativa de um
primeiro conjunto de tRNA's da primeira espécie é comparado
com o nivel de amino-acilacgdo (in vitro ou in vivo) pela RS
ativa de um segundo conjunto de tRNA's da segunda espécie. O
nivel de amino-acilagdo pode ser determinado por uma
substancia detectdvel (por exemplo, um aminodcido ndo-
natural marcado). A RS ativa que amino-acila mais
eficientemente o segundo conjunto de tRNA's em comparacao
com o primeiro conjunto de tRNA's é tipicamente selecionada,
produzindo desta forma uma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal eficiente (otimizada) para uso com o O-tRNA. Uma
O-RS identificada pelo método também é uma caracteristica da
invencéo.

Qualgquer um entre inUmeros ensaios pode ser usado
para determinar a amino-acilagdo. Estes ensaios podem ser
realizados in vitro ou in vivo. Por exemplo, os ensaios de
amino-acilagcdo in vitro estdo descritos, por exemplo, em
Hoben e Soll, Methods Enzymol. 113:55-59 (1985). A amino-
acilagdo pode ser determinada também usando um repérter
junto com componentes ortogonais de traducdo e detectar o
repbérter em uma célula que expressa um polinucleotideo que
compreende pelo menos um cdébdon seletor que codifica uma
proteina. Vide também os documentos n®t WO 2002/085923,
intitulado “In Vivo Incorporation of Unnatural Amino Acids”,
e WO 2004/094593, intitulado “Expanding the Eukariotic

Genetic Code”.
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A O-RS identificada pode ser manipulada ainda mais
para alterar a especificidade da sintetase pelo substrato,
de tal modo que apenas um aminodcido n&o-natural desejado,
mas nao qualquer um dos 20 aminodcidos comuns, seja
carregado - no O-tRNA. Os métodos para gerar uma amino-acil-
tRNA sintetase ortogonal com wuma especificidade pelo
substrato para um aminodcido n&do-natural incluem mutar a
sintetase, por exemplo, no sitio ativo na sintetase, no
sitio do mecanismo de alteracdo na sintetase, em sitios
diferentes, combinando diferentes dominios de sintetases, ou
similares, e aplicando um processo de selecdo. Usa-se uma
estratégia baseada na combinagdo de uma selecdo positiva, e
em seguida, uma selecdo negativa. Na selecdo positiva, a
supressdo do cdédon seletor introduzido em uma posicdo (ou
posicdes) nao-essencial de um marcador positivo permite que
as células sobrevivam sob pressdo de selecdo positiva. Na
presenca de aminoécidos naturais e também ndo-naturais, as
sobreviventes codificam assim sintetases ativas que carregam
o tRNA supressor ortogonal com um aminodcido natural ou nédo-
natural. Na selegdo negativa, a supressdo de um cdbédon
seietor introduzido em uma posigdo (ou posicdes) ndo-
essencial de um arcador negativo remove sintetases com
espcificidades por aminodcidos naturais. As sobreviventes da
selecdo negativa e positiva codificam sintetases que amino-
acilam (carregam) o tRNA ortogonal supressor apenas com
aminodcidos ndo-naturais. Estas sintetases podem ser entéao
submetidas a uma mutagénese adicional, por exemplo,

embaralhamento de DNA ou outros métodos de mutagénse
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recursivos.

Uma biblioteca de O-RS’s mutantes pode ser gerada
usando varias técnicas de mutagénese conhecidas nessa &area.
Por exemplo, as RS’s mutantes podem ser geradas por mutacdes
especificas de sitios, muta¢des pontuais aleatédrias,
recombina¢ao homéloga, embaralhamento de DNA ou outros
métodos de mutagénese recursivos, construcdo gquimérica ou
qualquer combinagdo deles. Por exemplo, uma biblioteca de
RS’s mutantes pode ser produzida a partir de duas ou mais
outras “subbibliotecas” menos diversas, por exemplo,
menores. Bibliotecas quiméricas de RS“s também estéao
incluidas na invengdo. Deve-se assinalar que as bibliotecas
de tRNA sintetase de varios organismos (por exemplo,
microorganismos tais como eubactérias ou archaebactérias)
tais como bibliotecas que compreendem diversidade natural
(vide, por exemplo, patentes n® US 6.238.884, expedida para
Short et al.; 5.756.316, expedida para Schallenberger et
al.; 5.783.431, expedida para Petersen et al.; 5.824.485,
expedida para Thompson et al.; 5.958.672, expedida para
Short et al.), sdo opcionalmente construidas e triadas
quantoi a pares ortogonais.

Depois que as sintetase sdo submetidas a
estratégia de selegdo/triagem positiva e negativa, estas
sintetases podem ser entdo submetidas a uma mutagénese
adicional. Por exemplo, um acido nucléico que codifica a O-
RS pode ser isolado; um conjunto de polinucleotideos que
codificam as O-RS’'s mutadas (por exemplo, por mutagénese

aleatéria, mutagénese especifica de sitio, recombinacdo ou
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qualquer combinag¢do deles) pode ser gerado a partir do &cido
nucléico; e estas etapas individuais ou uma combinacéao
destas etapas podem ser repetidas até que seja obtida uma O-
RS mutada que preferencialmente amino-acila o O-tRNA com o
aminodcido ndo-natural. Em alguns aspectosda invencdo, as
etapas sdo realizadas maltiplas vezes, por exemplo, pelo
menos duas vezes.

Niveis adicionais de severidade da selecdo/triagem
também podem ser usados nos métodos da invencgdo, para
produzir O-tRNA, O-RS ou pares deles. A severidade da
selegdo ou triagem pode ser variada em uma ou ambas etapas
do método, para produzir uma O-RS. Isto incluiria, por
exemplo, variar a quantidade do agente de selecado/triagem
gue ¢é usado, etc. Rodadas adicionais de selecdes positivas
e/ou negativas também podem ser realizadas. Selecionar ou
triar pode compreender também uma ou mais mudancas na
permeabilidade de aminoacidos, uma mudanca na eficiéncia da
tradu¢do, wuma mudanca na fidelidade da tradugdo, etc.
Tipicamente, esta uma ou mais mudangas baseiam-se em uma
mutagdo em um ou mais genes em um organismo no qual um par
tRNA-tRNA sintetase ortogonal ¢é usado para produzir a
proteina.

Detalhes genéricos adicionais para produzir O-RS,
e alterar a especificidade para o substrato da sintetase
podem ser encontraods nas publicac¢des internacionais n® WO
2002/086075, intitulada “Methods and Compositions for the
Producfion of Orthogonal tRNA Aminoacyl-tRNA Sinthetase

Pairs”, e WO 2004/094593, intitulada “Expanding the
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Eukariotic Genetic Code”. Vide também Wang e Schultz,
“Expanding the Genetic Code”, Angewandte Chemie Int. Ed.
44(1):34-66 (2005), cujos teores sdo aqui incorporados como
referéncia em sua totalidade.

Origem e Organismos Hospedeiros

Os componentes ortogonais da tradugdo (O-tRNA e O-
RS) que encontram uso com a invencdo pode ser derivados de
qualquer organismo (ou uma combinagcdo de organismos) para
uso em um sistema de tradugcdo hospedeiro a partir de
quaisquer outras espécies, com a adverténcia de que os
componentes O-tRNA/O-RS e os sistema hospedeiro funcionem de
uma maneira ortogonal. N& é um requisito que o O-tRNA e a O-
RS de um par ortogonal sejam derivados do mesmo organismo.
Em alguns aspectos, os componentes ortogonais sdo derivados
de genes de Archaea (isto é, archaebactérias) para uso em um
sistema hospedeiro eubacteriano.

Por exemplo, o O-tRNA ortogonal pode ser derivado
de um organismo Archaea, por exemplo, uma archaebactéria,
tal como Methanococcus jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Halobacterium tal como Haloferx
volcanii e espécie Halobacterium NRC-1, Archaeoglobus
fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus  horikoshii,
Aeuropyrum pernix, Methanococcus maripaludis, Methanopyrus
kandleri, Methanosarcina mazei (Mm), Pyrobaculum aerophilum,
Pyrococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus (Ss), Sulfolobus
tokodaii, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma volcanium,
ou similares, ou uma eubactéria, tal como Escherichia coli,

Thermus thermophilus, Bacillus stearothermphilus, ou
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similares, enquanto que a O-RS ortogonal pode ser derivada
de um organismo ou combinagdo de organismos, por exemplo,
uma archaebactéria, tal como Methanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium tal como
Haloferx volcanii e espécie Halobacterium NRC-1,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus
horikoshii, Aeuropyrum pernix, Methanococcus maripaludis,
Methanopyrus kandleri, Methanosarcina mazei, Pyrobaculum
aerophilum, Pyrococcus abyssi, Sulfolobus solfataricus,
Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma
volcanium, ou similares, ou uma eubactéria, tal como
Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus
stearothermphilus, ou similares. Em uma modalidade, origens
eucaridticas, por exemplo, plantas, algas, protistas,
fungos, leveduras, animais (por exemplo, mamiferos, insetos,
artrdopodes, etc.), ou similares, também podem ser usados
como fontes de O-tRNA's e O-RS’s.

Os componentes individuais de um par O-tRNA/O-RS
poder ser derivado a partir do mesmo organismo ou organismos
diferentes. Em uma modalidade, o par O-tRNA/O-RS é do mesmo
organismo. Alternativamente, o tRNA e a O-RS do par O-
tRNA/O-RS sdo de organismos diferentes.

O O-tRNA, O-RS ou o par O-t/RNA/O-RS podem ser
selecionados ou triados in vivo ou in vitro e/ou usados em
uma célula, por exemplo, uma célula eubacteriana, para
produzir um polipeptideo com um aminodcido ndo-natural. A
célula eubacteriana usada ndo estd limitada, por exemplo,

Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus
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stearothermphilus, ou similares. As composicdes de células
eubacterianas, que compreendem componentes da traducdo,
também sdo uma caracteristica da invencéao.

Vide também o a publicagdo do pedido de patente
internacional n® WO 2004/094593, intitulada “Expanding the
Eukariotic Genetic Code”, depositado em 16 de abril de 2004,
para obter detalhes sobre a triagem de O-tRNA e/ou O-RS em
alguma espécie para uso em outra espécie.

Em alguns aspectos, o O-tRNA, O-RS ou o par O-
t/RNA/O-RS podem ser selecionados ou triados in vivo ou in
vitro e/ou usados em uma célula, por exemplo, uma célula
eucaridética, para produzir um polipeptideo com um aminodcido
nao-natural. A célula eucaridética ndo estd limitada; por
exemplo, qualquer célula de levedura apropriada, tal como
Saccharomyces cerevisiae (8S. cerevisiae) ou similares, pode
ser wusada. As composig¢des de células eucaridticas, que
compreendem componentes da traducdo da invencdo, também séao
uma caracteristica da invencéo.

Embora os sistemas de traduc¢do ortogonais (por
exemplo, que compreendem uma O-RS, um O-tRNA e um aminoé&cido
nao-natural) possam utilizar células hospedeiras cultivadas
para produzir proteinas que tém aminoécidos ndo-naturais,
ndo se pretende que um sistema de tradug¢do ortogonal da
invengcdo requeira uma célula hospedeira intacta vidvel. Por
exemplo, um sistema de tradugdo ortogonal pode utilizar um
sistema isento de células, na presenca de um extrato
celular. Na realidade, o uso de sistemas de

transcrigdo/tradugdo isentos de células, in vitro, para a
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producdo de proteinas, é uma técnica bem estabelecida. A
adaptagcdo destes sistemas in vitro para produzir proteinas
que tém aminodcidos ndo-naturais, usando os componentes
ortogonais de sistemas de traducdo aqui descritos, esté
dentro do ambito da invencéo.

Cbébdons Seletores

Os <cbébdons seletores em sistemas de traducédo
ortogonal expandem a estruturagdo genética de cdbédons da
maquinaria biossintética de proteinas. Por exemplo, um cddon
seletor inclui, por exemplo, um cdédon singular com trés
bases, um cédon nonsense, tal como um cddon finalizador, por
exemplo, um cédon ambar (UAG), ou um cdbédon opalino (UGA), um
cédon ndo-natural, pelo menos um cédon de quatro bases, um
cdédon raro, ou similares. Inumeros cdbédons seletores podem
ser introduzidos em um gene desejado, por exemplo, um ou
mais, dois ou mais, mais do que trés, etc. Usando diferentes
cdédons seletores, podem ser utilizados multiplos pares de
tRNA/sintetase ortogonais que permitem a incorporacdo
simultdnea especifica de sitio de miltiplos aminodcidos ndo-
naturais, por exemplo, que incluem pelo menos um aminodcido
ndo-natural, usando estes diferentes cdéddons seletores.

Em uma modalidade, os métodos envolvem o uso de um
coédon seletor que é um cdéddon finalizador para a incorporacdo
de um aminodcido ndo-natural in vivo em uma célula para
dentro de um polipeptideo. Por exemplo, é produzido um O-
tRNA que reconhece o cdédon finalizador e é amino-acilado por

uma O-RS com um aminodcido ndo-natural. Este O-tRNA ndo é

‘reconhecido pelas amino-acil-tRNA sintetases de ocorréncia
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natural da hospedeira. A mutagénese convencional direcionada
para sitios pode ser usada para introduzir o cdédon
finalizador no sitio de interesse em um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de interesse. Vide, por exemplo,
Sayers et al., “5',3" Exonuclease in Phosphorothioate-based
Oligonucleotide-directed Mutagenesis”, Nucleic Acids Res.
791-802 (1988). Quando a O-RS, o O-tRNA e o &cido nucléico
que codificam um polipeptideo de interesse sdo combinados,
por exemplo, in vivo, o aminodcido ndo-natural é incorporado
em resposta ao cdbdbdon finalizador, para dar um polipeptideo
que contém o aminodcido ndo-natural na posigdo especificada.
Em uma modalidade da invencdo, o cdédon finalizador wusado
como um cdédon seletor é um cdbdbdon &ambar, UAG e/ou um cédon
opalino, UGA. Em um exemplo, um cédigo genético no qual UAG
e UGA sdo ambos usados como um cdédon seletor pode codificar
22 aminodcidos, e ao mesmo tempo, preservando o cbddon
nonsense ocre, UAA, que é o sinal de terminacdo mais
abundante.

A incorporagdo de aminoacidos ndo-naturais in vivo
pode ser feita sem perturbacdo significativa da célula
hospedeira. Por exemplo, em células ndo-eucaridticas, tais
como Escherichia coli, devido ao fato de que a eficiéncia da
supressdo para o cbédon UAG depende da competicdo entre o O-
tRNA, por exemplo, o tRNA supressor é&ambar, e o fator de
liberacdo 1 (RF1l) (que se liga ao cédon UAG e inica a
liberagao do peptideo em crescimento do ribossoma), a
eficiéncia da supressao pode ser modulada, por exemplo,

aumentando o nivel de expressdo de O-tRNA, por exemplo, o
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tRNA supressor ambar, e um fator de liberacgdo eucaridtico
(por exemplo, eRF) (que se liga a um cbédon finalizador e
inicia a liberagdo do peptideo em crescimento do ribossoma),
a eficiéncia da supressdao pode ser modulada, por exemplo,
aumentando o nivel de expressdo de O-tRNA, por exemplo, o
tRNA supressor. Além disso, compostos adicionais podem estar
presentes, por exemplo, agentes redutores, tal como
ditiotreitol (DTT).

Os aminodcidos nédo-naturais podem ser codificados
também com cdédons raros. Por exemplo, quando a cencentracgéo
de arginina em uma reagdo de sintese de proteina in vitro é
reduzida, o c¢dbédon raro de arginina, AGG, demonstrou ser
eficiente para insercdo de Ala por um tRNA sintético acilado
com alanina. Vide, por exemplo, Ma el al., Biochemistry
32:7939 (1993). Neste caso, o tRNA sintético compete com o
tRNA*Y de ocorréncia natural, que existe como uma espécie
minoritdria em Escherichia coli. Além disso, alguns
organismos ndao usam todos os cdédons tripletes. Um cédon AGA
nao designado em Micrococcus luteus foi utilizado para a
insercéo de aminoacidos em um extrato de
transcricdo/traducdo in vitro. Vide, por exemplo, Kowal e
Oliver, Nucleic Acids Res. 25:4685 (1997). Os componentes da
invengdo podem ser gerados para usar estes cédohs raros in
vivo.

Os cdédons seletores podem compreender também
cédons estendidos, por exemplo, cdédons com quatro ou mais
bases, tais como cobédons com guatro, cinco, seis ou mais

bases. Os exemplos de cdédons com quatro bases incluem, por
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exemplo, AGGAC, CCCcCu, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC, e
similares. Os métodos da invencdo incluem usar cédons
estendidos baseado na supressao de deslocamento de
estrutura. Cdédons com quatro ou mais bases podem inserir,
por exemplo, um ou multiplos aminodcidos, na mesma proteina.
Em outras modalidades, as algas anticédon pode decodificar,
por exemplo, pelo menos um cédon com quatro bases, pelo
menos um cédon com cinco bases, ou pelo menos um cédon com
seis bases ou mais. Como existem 256 cdéddons com quatro bases
possiveis, miltiplos aminocdcidos n&do-naturais podem ser
codificados na mesma célula usando um cddon com quatro ou
mais bases. Vide também Anderson et al., “Exploring the
Limits of Codon and Anticodon Size”, Chemistry and Biology
9:237-244 (2002); e Magliery, “Expanding the Genetic code:
Selection of Efficient Suppressors of Four-base Codons and
Identification of ™“Shifty” Four-base Codons with a Library
Approach in Escherichia coli”, J. Mol. Biol. 307:755-769
(2001) .

Por exemplo, cédons com quatro bases foram usados
para incorporar aminodcidos ndo-naturais em proteinas,
usando métodos biossintéticos in vitro. Vide, por exemplo,
Ma et al., Biochemistry 32:7939 (1993); e Hohsaka et al., J.
Am. Chem. Soc. 121:34 (1999). CGGG e AGGU foram usados para
incorporar simultaneamente 2-naftil-alanina e um derivado de
NBD de 1lisina em estreptavidina in vitro com dois tRNA's
supresores com deslocamente de estrutura, quimicamente
acilados. Vide, por exemplo, Hohsaka et al., J. Am. Chen.

Soc. 121:12194 (1999). Em um estudo in vivo, Moore et al.
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examinaram a capacidade de derivados de tRNAM™" com
anticédons NCUA suprimirem cdéddons UAGN (N pode ser U, A, G
ou C), e descobriram que o qudruplete UAGA pode ser

Lew ~om um anticédon UCUA com uma

decodificado por um tRNA
eficiéncia de 13 a 26% com pouca decodificagdo na estrutura
0 ou -1. Vide Moore et al., J. Mol. Biol. 298:195 (2000). Em
uma modalidade, podem ser usados na invencdo os cobédons
estendidos baseados em cdbédons raros ou cédons nonsense gue
podem reduzir a leitura missense e a supressdo com
deslocamento de estrutura em outros sitios indesejados. Os
cbébdons com quatro bases foram usados como cdédons seletores
em uma série de sistemas ortogonais. Vide, por exemplo,
documentos n® WO 2005/019415; WO 2005/007870 e WO
2005/07624. Vide também Wang e Schultz, “Expanding the
Genetic Code”, Angewandte Chemie Int. Ed. 44(1):34-66
(2005), cujo teor é aqui incorporado como referéncia em sua
totalidade. Embora os exemplos abaixo wutilizem um cdédon
seletor ambar, cdédons com gquatro ou mais bases também podem
ser usados, modificando os exemplos em questdo para incluir
O-tRNA's com quatro bases e sintetases modificadas para
incluir mutacdes similares aquelas descritas anteriormente
para varias O-RS’s com aminodcidos n&do-naturais.

Para um dado sistema, um cdédon seletor pode
incluir também um dos cédons naturais com trés bases, onde o
sistema enddgeno ndo usa (ou usa raramente) o cdbédon com
bases naturais. Por exemplo, isto inclui um sistema que ndo
tem um tRNA que reconhece o cbédon com trés bases naturais

e/ou um sistema no qual o cédon com trés bases é um cdéddon
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raro.

Os cbdons seletores incleum opcionalmente pares
com bases ndo-naturais. Estes pares de bases ndo-naturais
expandem ainda mais o alfabeto genético existente. Um par de
bases extra aumenta o numero de cédons tripletes de 64 para
125. As propriedades de pares com terceira base incluem
pareamento de bases estavel e seletivo, incorporacdao
enzimatica eficiente no DNA com alta fidelidade por uma
polimerase, e extensdo eficiente continuada do iniciador
depois da sintese do par de bases ndo-naturais nascente. As
descricdes de pares de bases ndo-naturais que podem ser
adaptados para os métodos e composigdes incluem, por
exemplo, Hirao et al., “An Unnatural Base Pair for
Incorporating Amino Acid Analogues into Protein”, Nature
Biotechnology 20:177-182 (2002). Vide também Wu, Y. et al.,
J. Am. Chem. Soc. 124:14626-14630 (2002). Outras publicacées
relevantes estdo listadas abaixo.

Para wuso 1in vivo, o nucleosideo ndo-natural ¢é
permedvel a membrana e ¢é fosforilado para formar o
trifosfato correspondente. Além disso, as informacodes
genéticas aumentadas sio estaveis e néo destruidas por
enzimas celulares. Esforgos anteriores por Benner e outros
se beneficiaram de padrdes de ligagdes hidrogénio que sédo
diferentes daqueles em pares candnicos de Watson-Crick, cujo
exemplo mais digno de nota é o par iso-C:iso-G. Vide, por
exemplo, Switzer et al., J. Am. Chem. Soc. 111:8322 (1989);
e Piccirilli et al., Nature 343:33 (1990); Kool, Curr..

Opin. Chem. Biol. 4:602 (2000). Estas bases em geral
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desemparelham em algum grau com as bases naturais e nédo
podem ser replicadas enzimaticamente. Kool e colaboradores
demonstraram que as intera¢des hidrofébicas de sobreposicdo
entre bases pode substituir as 1liga¢des hidrogénio para
impulsionar a formagdo de um par de bases. Vide Kool, Curr..
Opin. Chem. Biol. 4:602 (2000); e Guckian e Kool, Amgew.
Chem. 1Int. Ed. Engl. 36:2825 (1998). Em um esforco para
desenvolver um par de bases ndo-naturais que satisfaz a
todos os requisitos acima, Schultz, Romesberg e
colaboradores sintetizaram sistematicamente e estudaram uma
série de bases hidrofdbicas n&o-naturais. Descobriu-se que
um auto-par PICS:PICS é mais estdvel do que pares de bases
naturais, e pode ser incorporado eficientemente no DNA por
um fragmento de Klenow da DNA polimerase I de Escherichia
coli. Vide, por exemplo, McMinn et al., J. Am. Chem. Soc.
121:11586 (1999); e Ogawa et al., J. Am. Chem. Soc. 122:3274
(2000) . Um auto-par 3MN:3MN pode ser sintetizado por KF com
eficiéncia e seletividade suficientes para fungdo bioldgica.
Vide, por exemplo, Ogawa et al., J. Am. Chem. Soc. 122:8803
(2000) . Entretanto, ambas bases atuam como um terminador de
cadeia para replicacdo adicional. Recentemente, foi
desenvolvida uma DNA polimerase mutante que pode ser usada
para replicar o auto-par PICS. Além disso, um auto-par 721
pode ser replicado. Vide, pof exemplo, Tae et al., J. Am.
Chem. Soc. 123:7439 (2001). Foi desenvolvido também um par
de metalobases inusitado, Dipic:Py, que forma um par estavel
depois de se ligar a Cu(II). Vide Meggers et al., J. Am.

Chem. Soc. 122:10714 (2000). Devido ao fato de que os cédons
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estendidos e os cdédons ndo-naturais sdo intrinsecamente
ortogonais aos cdédons naturais, os métodos da invencdo podem
se beneficiar desta propriedade para gerar tRNA's ortogonais
para eles.

Um sistema de desvio da traducdo também pode ser
usado para incorporar um aminodcido ndo-natural em um
polipeptideo desejado. Em um sistema de desvio da traducao,
uma seqiéncia grande ¢é inserida em um gene, mas ndo é
traduzida em proteina. A seqiéncia contém uma estrutura que
serve como sugestdo para induzir um ribossoma a saltar a
seqliéncia e retomar a tradug¢do a jusante da insercdo.

Aminocacidos N&o-naturais

Como aqui wutilizado, o termo “aminodcido n&o-
natural” refere-se a qualquer amioacido, aminoacido
modificado, ou andlogo de aminocdcido que ndo selenocisteina
e/ou pirrolisina e os vinte seguintes alfa-aminoacidos
geneticamente codificados: alanina, arginina, asparagina,
acido aspartico, cisteina, glutamina, 4&cido glutémico,
glicina, hiétidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano,
tirosina, valina. A estrutura genérica de um alfa-aminodcido

é ilustrada pela Férmula I:

L

HzN" CoH

Um aminoacido nédo-natural é tipicamente qualquer
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estrutura que tem a Férmula I, onde o grupo R é qualquer
substituinte que ndo um usado nos vinte aminodcidos
naturais. Vide, por exemplo, “Biochemistry” por L. Stryer,
32 edigdo, 1988, Freeman and Company, New York, para obter
as estruturas dos vinte aminodcidos naturais. Deve-se
assinalar que os aminodcidos ndo-naturais da invencdo podem
ser compostos de ocorréncia natural diferentes dos vinte
alfa-aminodcidos acima.

Devido ao fato de que os aminodcidos ndo-naturais
da invencdo diferem tipicamente dos aminodcidos naturais na
cadeia lateral, os aminodcidos n&o-naturais formam ligacdes
amida com outros aminodcidos, por exemplo, naturais ou néao-
naturais, da mesma maneira pela qual s3o formados em
proteinas de ocorréncia natural. Entretanto, os aminoacidos
ndo-naturais tém grupos da cadeia lateral que os dintingem
dos aminoidcidos naturais.

A Figura 1 fornece as estruturas de aminoacidos
nao-naturais que sdo usados nos exemplos de trabalho da
presente invencgdo. Estes aminocdcidos n&o-naturais podem ser
incorporados em proteinas, usando pares de O-RS e O-tRNA
apropriados. Por exemplo, p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa)
pode ser incorporada usando um para de traducdo ortogonal
que compreende o O-tRNA de SEQ ID NO: 1 e a O-RS cognata de
SEQ ID NO: 4. para-acetil-L-fenilalanina (pAcPhe) pode ser
incorporada usando um par de tradugdo ortogonal que
compreende o O-tRNA de SEQ ID NO: 1 e a O-RS cognata de SEQ
ID NO: 6. paré—azido—L—fenilalanina (pAZPhe) pode ser

incorporada wusando um par de tradugdo ortogonal que
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compreende o O-tRNA de SEQ ID NO: 1 e a O-RS cognata de SEQ
ID NO : 8. para-iodo-L-fenilalanina (pIPhe) pode ser
incorporada usando um par de traducdo ortogonal que
compreende o O-tRNA de SEQ ID NO: 1 e a O-RS cognata de SEQ
ID NO: 10.

Entretanto, 0s aminodcidos ndo-naturais aqui
usados servem apenas para ilustrar a aplicabilidade mais
ampla da invencdo, e a invencdo ndo estd limitada ao uso
destes aminodcidos ilustrados na Figura 1.

Uma pluralidade de diferentes aminodcidos né&o-
naturais pode ser 1incorporada simultaneamente em um
polipeptideo de interesse, usando, por exemplo, um segundo
par apropriado de O-RS/O-tRNA em conjunto com o primeiro par
ortogonal, e onde o primeiro e o segundo pares ortogonais
usam cbédons seletores diferentes.

Em outros aminodcidos ndo-naturais, por exemplo, R
na Férmula I compreende opcionalmente alquil-, aril-, acil-,
hidrazina, ciano-, halo-, hidrazida, alquenila, éter,
borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, enona, imina,
éster, hidroxilamina, amina e similares, ou gqualquer
combinagdo deles. Outros aminocdcidos ndo-naturais de
interesse incluem, porém sem limitagdes, aminodcidos que
compreendem um reticulante fotoativavel, aminoacidos
marcados com spin, aminodcidos fluorescentes, aminodcidos
que se ligam a metais, aminodcidos que contém metais,
aminoacidos radioativos, aminocdcidos com grupos funcionais
inusitados, aminodcidos que inferagem de form a covalente ou

ndo-covalente com outras moléculas, aminodcidos photocaged
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e/ou fotoisomerdveis, aminodcidos que contém biotina ou
analogos de biotina, aminoacidos que contém ceto,
aminodcidos glicosilados, um grupamento sacarideo anexado a
cadeia lateral do aminodcido, aminodcidos que compreendem
polietilenoglicol ou poliéter, aminodcidos substituidos com
atomos pesados, aminoacidos quimicamente clivaveis ou
fotoclivaveis, aminodcidos com uma cadeia lateral alongada
em comparacdo com aminodcidos naturais (por exemplo,
poliéteres ou hidrocarbonetos de cadeia longa, por exemplo,
maior do que cerca de 5, maior do que cerca de 10 carbonos,
etc.), aminoacidos que contém agucares ligados a carbonos,
aminoacidos que contém amino-tiodcidos, e aminodcidos que
contém um ou mais grupamentos téxicos.

Em outro aspecto, a inveng¢do fornece aminodcidos
ndo-naturais que tém a estrtura genérica ilustrada pela

Férmula IV abaixo:

. o CO.H
Re—R1— .

Um amino&cido ndo-natural que tem esta estrutura é
tipicamente qualguer estrutura na qual R; é um substituinte
usado em um dos vinte aminodcidos naturais (por exemplo,
tirosina ou fenilalanina) e R, é um substituinte. Assim
sendo, este tipo de aminodcido ndo-natural pode ser visto
como um derivado de aminodcido natural.

Os aminoacidos né&do-naturais podem compreender
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também opcionalmente estruturas com esqueleto modificado,
como ilustrado, por exemplo, pelas estruturas das Férmulas

IT e I1II:

HoN CoH

onde Z compreende tipicamente OH, NH,, SH,’NH—RZ
ou S-R'; X e Y, que podem ser iguais ou diferentes,
compreendem tipicamente S ou O, e R e R/, que sao
opcionalmente iguais ou diferentes, sédo selecionados
tipicamente entre a mesma lista de constituintes para o
grupo R desérito acima para os aminodcidos ndo-naturais que
tém a Férmula I, bem como hidrogénio. Por exemplo, os
aminoécidos ndao-naturais da invencéao compreendem
opcionalmente substituig¢des no grupo amino ou carboxila como
ilustrado pelas Férmulas II e III. Os aminodcidos né&o-
naturais deste tipo incluem, porém sem limitacdes, o-

hidréxi-acidos, a-tiocdcidos, a-amino-tiocarboxilatos, por

exemplo, com cadeias laterais correspondentes aos vinte
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aminodcidos naturais comuns ou cadeilas laterais nédo-
naturais. Além disso, as substituicdes no carbono a incluem
opcionalmente L-, D-aminoacidos ou aminodcidos
dissubstituidos em a,a, tais como D-glutamato, D-alanina, D-
metil-O-tirosina, &cido amino-butirico, e similares. Outras
alternativas estruturais incluem aminocdcidos ciclicos, tais
como analogos de prolina, bem como andlogos de prolina com
anel de 3, 4, 6, 7, 8 e 9 membros, PB- e y-aminoacidos, tais
como B-alanina substituida e &cido y-amino-butirico.

Em alguns aspectos, a invencdo utiliza aminodcidos
nao-naturais na configuragdo L. Entretanto, ndo se pretende
que a invengdo esteja limitada ao uso de aminodcidos ndo-
naturais com configuracéo L. Contempla-se que 0s
enantidémeros D destes aminodcidos ndo-naturais também
encontram uso com a'invengéo.

Os andlogos de tirosina incluem tirosinas
substituidas em “para”, tirosinas substituidas em “orto” e
tirosinas substituidas em “meta”, onde a tirosina sbstituida
compreende um grupo algquinila, um grupo acetila, um grupo
benzoila, um grupo amino, uma hidrazina, uma hidoxilamina,
um grupo tiol, um grupo carboxila, um grupo isopropila, um
grupo metila, uma cadeia linear de Cg-C,p ou hidrocarboneto
ramificado, um hidrocarboneto saturado ou insaturado, um

grupo O-metila, um grupo poliéter, um grupo nitro, ou

similares. Além disso, anéis arila multiplamente
substituidos também sdo contemplados. Os andlogos de
glutamina da invencdo incluem, porém sem limitacdes,

derivados oa-hidréxi, derivados y-substituidos, derivados’
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ciclicos, e derivados de glutamina substituidos com amida.
Os analogos de fenilalanina exemplificativos incluem, porém
sem limitacéds, fenilalaninas para-substituidas,
fenilalaninas orto-substituidas, e fenilalaninas meta-
substituidas, onde o. substituinte compreende um grup
alquinila, um grupo hidroxila, um grupo metdxi, um grupo
metila, um grupo alila, um aldeido, um nitro, um grupo tiol,
um grupo ceto, ou similares. Os exemplos especificos de
aminoacidos nao-naturais incluem, porém sem limitacdes, p-
etil-tiocarbonil-L-fenilalanina, p(3-oxobutanoil) -L-
fenilalanina, 1,5-dansil-alanina, &cido 7-amino-cumarinico,
acido 7—hidréxi—cumafinico, nitro-benzil-serina, O-(2-nitro-
benzil)-L-tirosina, p-carbdéxi-metil-L-fenilalanina, p-ciano-
L-fenilalanina, m-ciano-L-fenilalanina, bifenilalanina, 3-
amino-L-tirosina, bipiridilalanina, p-(2-amino-1-hidréxi-
etil)-L-fenilalanina, p-isopropil-tiocarbonil-L-
fenilalanina, 3-nitro-L-tirosina e p-nitro-L-fenilalanina.
Além disso, uma p—propargiléxi—fenilalanina, uma 3,4-
diidréxi-L-fenilalanina (DHP) , uma 3,4,6-triidréxi-L-
fenilalanina, uma 3,4,5-triidréxi-L-fenilalanina, 4-nitro-
fenilalanina, uma p-acetil—L—fenilalaniné, O-metil-L-
tirosina, uma L-3-(2-naftil)-alanina, uma 3-metil-
fenilalanina, uma O-4-alil-L-tirosina, uma 4—propil—L;
tirosona, uma 3-nitro-tirosona, uma 3—tiol—tirosoha, uma
tri-O-acetil-GlcNAcP-serina, uma L-Dopa, um fenilalanina
fluorada, uma isopropil—L—fenilalanina, uma p-azido-L-
fenilalanina, uma p-acil-L-fenilalanina, uma p-benzoil-L-

fenilalanina, uma L-fosfosserina, uma fosfonosserina, uma
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fosfonotirosina, uma p-iodo-fenilalanina, uma p-bromo-
fenilalanina, uma p-amino-L-fenilalanina, e uma isopropil-L-
fenilalanina, e similares. As estruturas de uma série de
aminoacidos ndo-naturais que podem ser incorporados usando
sistemasv de tradugdao ortogonal sdo conhecidas. Vide as
referéncias aqui <citadas, sendo cada uma delas aqui
incorporada como referéncia em sua totalidade.

Sintese Quimica de Amino&cidos N&o-naturais

Muitos dos aminodcidos né&do-naturais fornecidos
acima estdo disponiveis no mercado, por exemplo, na Sigma
(EUA) ou Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). Aqueles que ndo estdo
disponiveis no mercado sdo opcionalmente sintetizados como
descrito em varias publicagdes ou usando métodos padonizados
conhecidos pelso versados nessas técnicas. Para obter
detalhes de técnicas dé sintese organica, vide, por exemplo,
“Organic Chemistry”, por Fessendon e Fessendon (1982,
Segunda Edigdo, Willard Grant Press, Boston, MA); “Advanced
Organic Chemistry” por March (Terceira Edigdo, 1985, Wiley &
Sons, New York); e "“Advanced Organic Chemistry” por Carey e
Sundberg (Terceira Edic¢do, Partes A e B, 1990, Plenum Press,
New York). As publicag¢des adicionais que descrevem a sintese
de aminoacidos ndo-naturais incluem, por exemplo, WO
2002/085923, intitulada “In vivo incorporation of Unnatural
Amino Acids”; Matsoukas et al., J. Med. Chem. 38:4660-4669
(1995); King e Kidd, “A New Synthesis of Glutamine and of y-
Dipeptides of Glutamic Acid from Phthylated Intermediates”,
J. Chem. Soc. 3315-3319 (1949); Friedman e Chatterrji,

“Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Substrates
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for Anti-Tumor Agents”, J. Am. Chem. Soc. 81:3750-3752
(1959); Craig et al., “Absolute Configuration of the
Enantiomers of 7-Chloro-4-[[4-(diethylamino)-1-
methylbutyl]amino]quinoline (Chloroquine)”, J. Org. Chem.
53:1167-1170 (1988); Azouléy et al., “Glutamine analogues as
Potential Antimalarials”, Eur. J. Med. Chem. 26:201-5
(1991); Koskinen e Rapoport, “Synthesis of 4-Substituted
Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid
Analogues”, J. Org. Chem. 54:1859-1866 (1989); Christie e
Rapoport, "“Synthesis of Optically Pure Pipecolates from L-
Asparagine. Application to the Total Synthesis of (+)-
Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and Iminium
Ion Cyclization”, J. Org. Chem. 1989:1859-1866 (1985);
Barton et al., “Synthesis of Novel o-Amino-Acids and
Derivatives Using Radical Chemistry: Synthesis of L- and D-
o-Amino-Adipic Acids, L-a-aminopimelic Acid and Appropriate
Unsaturated Derivatives”, Tetrahedron Lett. 43:4297-4308
(1987); e Subasinghe et al., “Quisqualic acid analogues:
synthesis of beta-heterocyclic 2-aminopropanoic acid
derivatives and their activity at a novel quisqualate-
sensitized site”, J. Med. Chem. 35:4602-7 (1992). Vide
também  publicacédo internacional n® WO 2004/05894¢,
intitulada “Protein Arrays”, depositada em 22 de dezembro de
2003.

Absorcdo de Aminodcidos Ndo-naturais

A absorcdo de aminodcidos né&do-naturais por uma
célula é um problema que é tipicamente considerado quando se

projeta e seleciona ‘aminoacidos n&o-naturais, por exemplo,
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para 1incorpora¢cdo em uma proteina. Por exemplo,' a alta
densidade de <carga de oa-aminodcidos sugere dque estes
compostos possivelmente ndo sdo permedveis em células. Os
aminoacidos naturais sdo absorvidos por uma célula por
intermédio de uma colegdo de sistemas de transporte baseados
em proteinas, apresentando freqiientemente graus variados de
especificidade de aminoadcido. Pode ser feita uma répida
triagem que determina quais aminodcidos ndo-naturais sdo
absorvidos por células. Vide, por exemplo, os ensaios de
toxicidade, por exemplo, na publicacdo internacional n2 WO
2004/058946, intitulada “Protein Arrays”, depositada em 22
de dezembro de 2003; e Liu e Schultz, “Progress toward the
evolution of an organism with an expanded genetic code”,
PNAS 96:4780-4785 (1999). Embora a absorcdo seja facilmente
analisada com varios ensaios, uma alternativa para projetar
aminoacidos né&o-naturais que sdo suscetiveis as vias de
absorgcado celular ¢é disponibilizar vias biossintéticas para
criar aminoacidos in vivo.

Biossintese de Aminodcidos Nio-naturais

J4 existem muitas vias biossintéticas em células
para a produgdo de aminoacidos e outros compostos. Embora um
método biossintético para um aminoacido ndo-natural
especifico possa ndo existir na natureza, por exemplo, em
uma célula, a invencdo fornece esses métodos. Por exemplo,
as vias biossintéticas para aminodcidos néo—natgrais sdo
opcionalmente geradas em uma célula hospedeira, adicionando
novas enzimas ou modificando as vias de células hospedeiras

existentes. Novas enzimas adicionais s&o opcionalmente
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enzimas de ocorréncia natural ou enzimas desenvolvidas
artificialmente. Por exemplo, a biossintese de p-amino-
fenilalanina (como apresentada em um exemplo no documento n®
WO 2002/085923 supra) baseia-se na adigdo de uma combinacdo
de enzimas conhecidas de outros organismos. Os genes para
estas enzimas podem ser introduzidos em uma - célula
transformando a célula com um plasmideo que cpmpreende os
genes. Os genes, quando expressados na célula, fornecem uma
via enzimatica para sintetizar o composto desejado. Os
exemplos dos tipos de enzimas que sdo opcionalmente
adicionadas estdo indicados nos exemplos abaixo. As
seqiéncias de enzimas adicionais s&o encontradas, por
exenmplo, ‘no GenBank. As enzimas desenvolvidas
artificialmente também. sdo opcionalmente adicionadas a uma
célula da mesma maneira. Desta forma, a maquinaria celular e
os recursos de uma célula s&do manipulados para produzir
aminoacidos ndo-naturais.

Na realidade, qualquer um entre uma série de
métodos pode ser usado para produzir enzimas inusitadas para
uso em vias biossintéticas, ou para o desenvolvimento de
vias existentes, para a producdo de aminodcidos ndo-
naturais, in vitro ou in vivo. Muitos métodos disponiveis de
enzimas em desenvolvimento e outros componentes de vias
bioésintéticas podem ser aplicados a presente invengdo para
produzir aminodcidos né&o-naturais (ou, na realidade, para
desenvolver sintetases para terem novas especificidades de
substratos ou outras atividades de interesse). Por exemplo,

o embaralhamento de DNA & opcionalmente usado para
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desenvolver enzimas inusitadas e/ou vias dessas enzimas para
a producgdo de aminodcidos ndo-naturais (ou producdo de novas
sintetases), in vitro ou in vivo. Vide, por exemplo,
Stemmer, “Rapid evolution of a protein in vitro by DNA
shuffling”, Nature 370(4):389-391 (1994); e Stemmer, “DNA
shuffling by random fragmentation and reassembly: In vitro
recombination for molecular evolution”, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91:10747-10751 (1994). Uma abordagem relacionada
embaralha familias de genes relacionados (por exemplo,
homdélogos) para desenvolver raidamente as enzimas com
caracteristicas desejadas. Um exemplo desses métodos de
“embaralhamento de familias de genes” ¢é encontrado em
Crameri et al., “DNA shuffling of a family of genes from
different species accelerates directede evolution”, Nature
391 (6664) :288-291 (1998) . Novas enzimas (sejam elas
componentes de vias biossintéticas ou sintetases) também
podem ser geradas usando um procedimento de recombinacido de
DNA conhecido como “truncamento incremental para a criacdo
de enzimas hibridas” (“ITCHY”), como descrito, por exemplo,
em Ostermeier et al., “A combinatorial approach to hybrid
enzymes 1independent of DNA homology”, Nature Biotech.
17:1205 (1999). Esta abordagem também pode ser usada para
gerar uma biblioteca de enzimas ou outras variantes de vias
que podem servir como substratos para um ou mais métodos de
recombinagdo in vitro ou in vivo. Vide também Ostermeier et
al., “Combinatorial Protein Engineering by Incremental

Truncation”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:3562-67 (1999), e

Ostermeier ‘et al., “Incremental Truncation as a Strategy in
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the Engineering of Novel Biocatalysts”, Biol. Med. Chemn.
7:2139-44 (1999). Outra abordagem wusa mutagénese de
conjuntos exponenciais para produzir bibliotecas de enzimas
ou outras variantes de vias que s&o, por exemplo,
selecionadas quanto a uma capacidade de catalisar uma reacdo
biossintética relevante para produzir um aminodcido n&do-
natural (ou uma nova sintetase). Nesta abordagem, pequenos
grupos de residuos em uma seqliéncia de interesse sdo
randomizados em paralelo para identificar, em cada posigédo
alterada, aminodcidos que levam a proteinas funcionais. Os
exemplos de tais procedimentos, que podem ser adaptados para
a presente invencdo a fim de produzir novas enzimas para a

producdo de aminoadcidos ndo-naturais (ou novas sintetases),

sdo encontrados em Delegrave e Youvan, Biotech. Res.
11:1548-1552 (1993). Em ainda outra abordagem, uma
mutagénese aleatéria ou semi-aleatéria, usando

oligonucleotideos dopados ou degenerados, para a engenharia
de componentes de enzimas e/ou vias, pode ser usada, por
exemplo, usando os métodos de mutagénese genéricos, por
exemplo, de Arkin e Youvan, “Optimizing nucleotide mixtures
to encode specific subsets of amino acids fora semi-random
mutagenesis”, Biotechnology 10:297—300 (1992); ou Reidhaar-
Olson et al., “Random mutagenesis of protein sequences using
oligonucleotide <cassettes”, Methods Enzymol. 208:564-86
(1991) . Ainda outra abordagem, freqiientemente denominada uma
mutagénese “ndo-estocastica”, que usa remontagem de
polinucleotideos e mutagénese com saturagao em sitio, pode

ser usada para produzir enzimas e/ou componentes de vias,
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que podem ser triadas quanto a uma capacidade de realizar
uma ou mais fungdes de sintetase ou vias biossintéticas (por
exemplo, para a producdo de amiodcidos ndo-naturais in
vivo). Vide, por exemplo, documento n® WO 2000/046344,
intitulado ™“Non-stochastic Generation of Genetic Vaccines
and enzymes”, expedido para Short.

Uma alternativa a esses métodos mutacionais
envolve recombinar genomas inteiros de organismos e
selecionar a progénie resultante quanto a funcgdes de vias
especificas (freqlientemente referidas como “embaralhamento
de genoma inteiro”). Esta abordagem pode ser aplicada a
presente inveng¢do, por exemplo, por recombinacdo gendmica e
selecdo de um organismo (por exemplo, uma célula de E. coli
ou outra célula) quanto a uma capacidade de produzir um
aminoécido ndo-natural (ou um seu intermedidrio). Por
exemplo, os métodos enunciados nas seguites publicacdes
podem ser aplicados para projetar vias para a evolucdo de
vias existentes e/ou novas em células para produzir
aminoacidos né&o-naturais in vivo: Patnaik et al., “Genome
shuffling of lactobacillus for improved acid tolerance”,
Nature Biotechnolégy 20(7):707-712 (2002); e Zhang et al.,
“Genome shuffling leads to rapid phenotypic improvement in
bacteria”, Nature, 415(6872):644-646 (7 de fevereiro).

Outras técnicas para a engenharia de organismos e
vias metabdlicas, por exemplo, para a producdo de compostos
desejados, témbém estdo disponiveis e também podem ser
aplicadas para a produgdo de aminodcidos ndo-naturais. Os

exemplos de publicag¢des que enunciam abordagens uteis de
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engenharia de vias incluem: Nakamura e White, “Metabolic
engineering for the microbial production of 1,3-
propanediol”, Curr. Opin. Biotechnol. 14(5):454-9 (2003);
Berry et al., Y“Application of Metabolic Engineering to
Improve both the Production and Use of Biotech Indigo”, J.
Industrial Microbiology and Biotechnology 28:127-133 (2002);
Banta et al., “Optimizing an artificial metabolic pathway:
Engineering the cofactor specificity of Corynebacterium 2, 5-
diketo-D-gluconic acid reductase for wuse in vitamin C
biosynthesis”, Biochemistry 41(20) :6226-36 (2002) ;
Selivonova et al., “Rapid Evolution of Novel Traits in
Microorganisms”, Applied and Environmental Microbiology
67:3645 (2001); e mﬁitas outras.

Independentemente do método usado, tipicamente, o
aminodcido ndo-natural, produzido com uma via biossintética
de engenharia genética da invencdo, ¢é produzido em uma
concéntragéo suficiente para a Dbiossintese eficiente da
proteina, por exemplo, uma quantidade celular natural, mas
ndo em um grau que afete significativamente a concentracdo
de outros aminodcidos celulares, ou para exaurir recursos
celulares. As concentrac¢des tipicas produzidas in vivo desta
maneira s&o cerca de 10 mM a cerca de 0,05 mM. Depois que a
célula é manipulada para produzir enzimas desejadas para uma
via especifica e um aminodcido n&o-natural ¢é gerado,
sele¢des in vivo sdo opcionalmente usadas para otimizar
ainda mais .a produgcdao do aminodcido ndo-natural para a
sintese de proteina e crescimento celular.

Componentes Ortogonais que Encontram Uso com a
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Invencao

A incorporagdo do aminodcido n&o-natural na
proteina é realizada por pares ortogonais que incorporam o
aminoadcido né&do-natural em resposta ao sinal genético do
cbdbdon seletor em E. coli, onde os componentes ortogonais nao
sofrem reacdo cruzada com componentes enddgenos de E. coli
da maquinaria da tradugdo da célula hospedeira, mas
reconhecem o aminoacido ndo-natural desejado e o incorporam
em proteinas em resposta ao cédon seletor (por exmeplo, um
cédon nonsense ambar, TAG). Os componentes ortogonais gque
encontram uso com a invencdo incluem amino-acil-tRNA
sintetases ortogonais derivadas de tirsonil-tRNA-sintetase
de Methanococcus jannaschii, e o supressor ambar de tirosil-
tRNAcya mutante, que funcionam como um par ortogonal em uma
célula hospedeira eubacteriana, tal como E. coli. Neste
sistema, as amino-acil-tRNA sintetases mutantes amino-acilam
o tRNA supressor com seu aminodcido ndo-natural respectivo e
ndao com qualgquer um dos vinte aminoacidos comuns.

Os métodos para produzir componentes ortogonais
encontram uso com a invengéo, onde estes métodos resultam na
incorporagdo de aminodcidos ndo-naturais, por exemplo, porém
sem limitagdes, o©s aminodcidos nédo-naturais fornecidos na
Figura 1, em uma cadeia de polipeptideo em crescimento, em
resposta a um cdbdon seletor, por exemplo, um cdbédon
finalizador ambar, um cédon nonsense, um cddon com quatro ou
mais bases, etc;, por exemplo, in' vivo. Por exemplo, os
tRNA's ortogonais (O-tRNA's), as amino-acil-tRNA sintetases

ortogonais (O-RS " s) € seus pares encontram uso com a
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invengao.

Em algumas modalidades, esses pares podem ser
usados para incorporar um aminodcido ndo-natural em cadeias
de polipeptideos em crescimento, e subseqientemente, o
pollipeptideo é modificado depois da traducdo. Para obter
informagcdes adicionais sobre aminoacidos ndo-naturais que
podem ser modificados depois da tradugdo, vide, por exemplo,
0s sistemas ortogonais de aminodcidos ndo-naturais descritos
em Chin et al., Science 301:964-967 (2003); Zhang et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:8882-8887 (2004); Anderson et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:7566-7571 (2004); Wang
et al., Science 292:498-500 (2001); Chin et al., J. An.
Chem. Soc. 124:9026-9027; Chun e Schultz, Chem. Bio. Chemn.
11:1135-1137 (2002); Chin et al., PNAS USA 99:11020-11024
(2002); Wang e Schultz, Chem. Comm. 1-10 (2002); Wang e
Schultz, “Expanding the Genetic Code”, Angewandte Chemie
Int. Ed. 44(1):34-66 (2005); Xie e Schultz, “An Expanding
Genetic Code”, Methods 36:227-238 (2005); e Deiters et al.,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 15:1521-1524
(2005), sendo cada um deles incorporado como referéncia em
sua totalidade.

Vide também os sitemas ortogonais de aminodcidos
ndo-naturais descritos nas publicacbées internacionais n® WO
2002/086075, intitulada “Methods and Compositions for the
Production of Orthogonal tRNA Aminoacyl-tRNA Synthetase
Pairs”; WO 2002/085923, intitulada “In Vivo Incorporation of
Unnatural Aminoacids”; WO 2004/094593, intitulada “Expandig

the Eukariotic Genetic Code”; WO 2005/019415, depositado em
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7 de julho de 2004; WO 2005/007870, depositado em 7 de julho
de 2004; WO 2005/007624, depositado em 7 de julho de 2004;
WO 2006/034332, depositado em 20 de setembro de 2005; e WO
2006/110182, depositado em 27 de outubro de 2005, intitulada
“Orthogonal Translation Components for the In Vivo
Incorporation of Unnatural Aminoacids”, em nome de Schultz
et al.

Em certas modalidades, a O-RS que encontra uso com
a invencdo preferencialmente monoacila o O-tRNA em vez de
qualquer tRNA enddégeno com um aminodcido ndo-natural
especifico, onde a O-RS tem uma inclinacdo pelo O-tRNA, e
onde a razdo de O-tRNA carregado com um aminodcido nao-
natural para o tRNA enddbgeno carregado com O mesmo
aminoadcido ndo-natural ¢é maior do que 1:1, e mais
preferivelmente, onde a O-RS carrega o O-tRNA exclusivamente
ou quase que exclusivamente.

A invencgdo faz wuso de tRNA's ortogonais (O-
tRNA s), onde o O-tRNA reconhece um <cbédon seletor.
Tipicamente, um O-tRNA inclui uma eficiéncia de supressdo de
pelo menos cerca de, por exemplo, 45%, 50%, 60%, 75%, 80% ou
90% na presencga de uma sintetase coganata em resposta a um
cdébdon seletor, em comparagao com a eficiéncia de supresséao
de wum O-tRNA que compreende ou ¢é codificado por uma
seqiéncia de polinucleotideo enunciada nas 1listagens de
sequiéncias (por exemplo, SEQ ID NO: 1). Em uma modalidade, a
eficiéncia da supressdo da O-RS e do O-tRNA em conjunto &,
por exemplo, 5 vezes, 10 vezes, 15 vezes, 20 vezes, 25 vezes

ou mais vezes maior do que a eficiéncia de supressdo do O-
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tRNA na auséncia de uma O-RS. Em alguns aspectos, a
eficiéncia da supressdo da O-RS e do O-tRNA em conjunto é
pelo menos 45% da eficiéncia da supressdo de um par de

tirosil-tRNA sintetase ortogonal derivado de Methanococcus
jannaschii.

A invencdo faz uso de células (por exemplo, E.
coli) que compreendem um sistema de traducdo e seqiiéncias de
nucleotideos que programam a producdo de proteinas, onde o
sistema de tradu¢do inclui um tRNA orgonal (O-tRNA), uma
amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS), e um aminoacido
ndo-natural. Tipicamente, a O-RS preferencialmente amino-
acila o O-tRNA em vez de qualquer tRNA endbébgeno com o
aminodcido ndo-natural, onde a O-RS tem uma inclinacdo pelo
tRNA, e onda a razdo de O-tRNA carregado com o aminoacido
ndo-natural para o tRNA endbgeno carregado com o aminoacido
ndo-natural é maior do que 1l:1, e mais preferivelmente, onde
a O-RS carrega o O-tRNA exclusivamente ou quase que
exclusivamente. O O-tRNA reconhece o primeiro cédon seletor,
e a O-RS preferencialmente amino-acila o O-tTNA com um
aminodcido ndo-natural.

Varios polinucleotideos também encontram uso com a
invengdo. Estes polinucleotideos incluem um polinucleotideo
artificial (por exemplo, manfaturado, e de ocorréncia ndo-
natural, por exemplo, recombinante) que compreende uma
seqiéncia de nucleotideos que codifica wuma O-RS. Um
polinucleotideo que encontra uso com a invencdo inclui

também um acido nucléico que  hibridiza para um

polinucleotideo descrito acima, sob condicdes altamente
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severas, cobrindo substancialmente o comprimento inteiro do
dcido nucléico. Os vetores que compreendem polinucleotideos
também encontram uso com a invencdo. Por exemplo, um vetor
pode incluir um plasmideo, um cosmideo, um fago, um viris,
um vetor de expressdo e/ou similares. Os métodos para
produzir componentes de um par O-tRNA/O-RS sdo conhecidos e
encontram uso com a inveng¢do. Vide a presente descricdo e a
referéncia aqui citada.

Seqiéncias de Acidos Nucléicos e Polipeptideos, e

Variantes

Como aqui descrito, as seqiéncia de
polinucleotideos que codificam, por exemplo, O-tRNA's e O-
RS’s, encontram uso como a invengdo, assim como o fazem as
respectivas seqiéncias de aminoacidos codificadas pelos
poinucleotideos. A descrigdo fornece exemplos referenciais
de seqliéncias de polinucleotideos e polipeptideos que
encontram uso com a invencdo. Entretanto, deve-se avaliar
que o uso da invengdo nao estd limitado as seqiiéncias aqui
descritas. Os versados nessas técnicas devem avaliar que a
invencdo fornece também muitas seqiéncias relacioﬁadas com
as fung¢gdes aqui descritas, por exemplo, polinucleotideos e
polipeptideos qué codificam variantes conservativas de uma
O~-RS aqui descrita.

Um polinucleotideo que encontra uso com a invencao
inclui também um polinucleotideo artificial, isto ¢é, por
exemplo, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 90%,
pelo menos 95%, pelo menos 98% ou mais, idéntico équele de

um tRNA de ocorréncia natural (mas é diferente de um tRNA de
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ocorréncia natural). Um polinucleotideo gque encontra uso com
a invencado inclui também um polinucleotideo artificial, isto
€, por exemplo, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou mais, idéntico (porém
ndo 100% idéntico) aquele de um tRNA de ocorréncia natural.

Em certas modalidades, um vetor gue encontra uso
com a inveng¢do (por exemplo, um plasmideo, um cosmideo, um
fago, um virus, etc.) compreende um polinucleotideo que
encontra uso com a invengdo. Em algumas modalidades, o vetor
€ um vetor de expressdo. Em outras modalidades, o vetor de
expressdo inclui um promotor ligado operacionalmente a um ou
mais - dos polinucleotideos da invencéao. Em outras
modalidades, uma célula compreende um vetor que inclui um
polinucleotideo que encontra uso com a invencéao.

Os versados nessas técnicas devem avaliar que
muitas variantes das seqliéncias descritas também encontram
uso com a invencdo. Por exemplé, as variacdes conservativas
das seqiiéncias descritas que produzem uma seqliéncia
funcionalmente idéntica encontram uso com a invencdo. As
variantes das seqgliéncias de polinucleotideos de A&cidos
nucléicos, onde as variantes hibridixam para pelo menos uma
seqiiéncia descrita, encontram uso com a invengao.

Variagdes Conservativas

Devido a degeneracgéo do cbédigo genético,
“substitui¢des silenciosas” (isto ¢é, substituicdes em uma
seqiéncia de 4&cido nucléico, que ndo resultam em uma
alteracéao em um polipeptideo codificado) sdo uma

caracteristica inferida de qualquer seqgiiéncia de 4&cido
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nucléico que codifica uma seqiéncia de aminoacidos.
Similarmente, as “substituicdes conservativas de
aminodcidos”, onde um aminodcido ou um numero limitado de
aminacidos em uma seqiéncia de aminodcidos é substituido por
aminodcidos diferentes com propriedades altamente similares,
também sdo failmente identificadas como sendo altamente
similares a uma construcdo descrita. Tais variacgdes
conservativas de cada seqléncia descrita sdo uma
caracteristica da presente invencéo.

As “variacdes conservativas” de uma seqliéncia de
acidos nucléicos especifica referem-se aos Aacidos nucléicos
que codificam seqiéncias de aminodcidos idénticas ou
essencialmente idénticas, ou onde o &cido nucléico nédo
codifica uma seqliéncia de aminoacidos, a seqléncias
essencialmente idénticas. Os versados nessas técnicas devem
avaliar que substituig¢des, deleg¢des, ou adig¢des individuais
que alteram, adicionam ou deletam um UGnico aminodcido ou uma
porcentagem pequena de aminocacidos (tipicamente menos do que
5%, mais tipicamente menos do que 4%, 2% ou 1%) em uma
seqiiéncia codificada sdo “variacdes conservativamente
modificadas”, onde as alteracdes resultam na delecdo de um
aminoacido, adicdo de um aminodcido, ou substituicdo de um
aminodcido por um aminodcido gquimicamente similar. Assim
sendo, as “variag¢des conservativas” de uma seqliéncia de
polipebtideo listada da presente invencdao incluem
substitui¢cdes de uma pequena porcentagem, tipicamente menos
do que 5%, mais tipicamente menos do que 2% ou 1% dos

aminoacidos da seqiiéncia de polipeptideo, por um aminodcido
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do mesmo grupo de substituicdes conservativas. Finalmente, a
adicdo de seqiiéncias que ndo alteram a atividade codificada

de uma molécula de &cido nucléico, tal como a adicdo de uma

seqliiéncia ndo-funcional, ¢é uma variacdo conservativa do
acido nucléico béasico.

As tabelas de substituig¢des conservativas que
produzem aminoacidos funcionalmente similares s&o bem

conhecidas nessas técnicas, onde um resido de aminoacido é

substituido por outro residuo de aminocdcido que tem
propriedades quimicas similares (por exemplo, cadeias
laterais aromdticas ou cadeias 1laterais positivamente
carregadas), e portanto, ndo mudam substancialmente as

propriedades funcionais da molécula de polipeptideo. O exto
gue se segue enuncia grupos que contém aminoadcidos naturais
com propriedades quimicas semelhantes, onde uma substituicédo

dentro de um grupo é uma “substituicdo conservativa”.

TABELA 1

Substituigdes Conservativas de Aminoacidos
Cadeias Cadeias Cadeias Cadeias Cadeias
Laterais Laterais Laterais Laterais Laterais
Apolares Polares, Aromaticas Positivamente | Negativamente
e/ou Ndo- Carregadas Carregadas
Alifaticas | carregadas
Glicina Serina
Alanina Treonina
Valina Cisteina Fenilalanina | Lisina Aspartato
Leucina Metionina Tirosina Arginina Glutamato
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Isoleucina | Asparagina | Triptofano Histidina

Prolina Glutamina

Hibridizacdo de Acidos Nucléicos

Uma hibridizagdo comparativa pode ser usada para
identificar 4&cidos nucléicos que encontram uso com a
invencdo, incluindo as variacgdes conservativas de a&acidos
nucléicos aqui fornecidas, e este método de hibridizacéao
comparativa é um método preferido para distinguir A&cidos
nucléicos dgue encontram uso com a invencdo. Os &cidos
nucléicos—-alvo, que hibridizam para &cidos nucléicos aqui
fornecidos ou referenciados sob condigdes de alta, ultra-
alta e ultra-ultra-alta severidade também encontram usc com
a invencgdo. Os exemplos de tais &cidos nucléicos incluem
aqueles com uma ou poucas substituicdes conservativas de
acidos nucléicos, em comparagdo com uma dada seqléncia de
acidos nucléicos.

Um A&cido nucléico em teste é dito que hibridiza
especificamente para um 4&cido nucléico sonda gquando ele
hibridiza pelo menos 50% tdo bem para como para o alvo
complementar perfeitamente emparelhado, isto é, com uma
razdo de sinal para interferéncia pelo menos metade tdo alta
quanto a hibridizagdo da sonda para o alvo sob condig¢des nas
quais a sonda perfeitamente emparelhada se liga ao alvo
complementar perfeitamente emparelhado com uma razdo de

sinal para interferéncia que é pelo menos cerca de 5 vezes a

10  vezes tdo alta quanto aquela observada para a

hibridizag¢do para qualquer um dos acidos nucléicos-alvo nédo-

emparelhados.
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Os acidos nucléicos “hibridizam” quando eles se
associam, tipicamente em solucdo. Os &cidos nucléicos
hibridizam devido a uma série de forgcas fisico-quimicas bem
caracterizadas, tais como ligagdo hidrogénio, exclusdo por
solvente, empilhamento de bases, e similares. Uma orientacdo
extensiva sobre a hibridizacdo de A&cidos nucléicos é
encontrada em Tijssen .(1993), “Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with
Nucleic Acid Probes”, parte I, capitulo 2, “Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays” (Elsevier, New York), bem como em “Current
Protocols in Molecular Biology”, Ausubel et al., editores,
“Current Protocols”, uma joint venture entre Greene
Publishing Associates, 1Inc. e John Wiley & Sons, Inc.
(suplementado até 2004) (“Ausubel”); Hames e Higgins (1995),
“Gene Probes 1”, IRL Press at Oxford University Press,
Oxford, Inglaterra (Hames e Hughes 1); e Hames e Higgins
(1995), Y“Gene Probes 2”, IRL Press at Oxford University
Press, Oxford, Inglaterra (Hames e Hughes 2); fornecem
detalhes sobre a sintese, marcacao, deteccdo e quantificacdao
de DNA e RNA, incluindo oligonucleotideos.

Um exemplo de condigdes severas de hibridizacéo
para a hibridizacdo de acidos nucléicos complementares gque
tém mais do que 100 residuos complementares em um filtro, em
uma analise Southern ou Northern blot é 50% formol com 1 mg
de heparina a 42 °C, sendo a hibridizacdo conduzida de um
dia para o outro. Um exemplos de condigdes severas de

lavagem é uma lavagem com 0,2 x SSC a 65 °C por 15 min (vide
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Sambrook supra para obter uma descrigao de tampdo SSC).
Freqlientemente, a lavagem de alta severidade é precedida de
uma lavagem de baixa severidade para remover o sinal de
fundo da sonda. Um exemplo de lavagem de baixa severidade é
2 x SSC a 40 °C por 15 min. Em geral, uma razdo de sinal
para interferéncia de 5x (ou mais alta) do que aquela
observada para uma sonda ndo relacionada no ensaio de
hibridizacéao especifico indica a deteccéo de uma
hibridizacdo especifica.

“Condigbes severas de lavagem da hibridizacdo”, no
contexto de experimentos de hibridizacéo de acidos
nucléicos, tais como hibridizacbées Southern e Northern, sao
dependentes de seqliéncias, e sdo diferentes sob parémetros
ambientais diferentes. Uma orientacdo extensiva sobre a
hibridizagdo de &cidos nucléicos é encontrada em Tijssen
(1993) supra, e em Hames e Higgins, 1 e 2. As condicdes
severas de hibridizagcdo e lavagem podem ser determinadas
facilmente de forma empirica para qualquer &cido nucléico em
teste. Por exemplo, ao determinar as condigdes severas de
hibridizagdo e lavagem, as condic¢des de hibridizacdo e
lavagem sdo aumentadas gradualmente (por exemplo, aumentando
a temperatura, diminuindo a concentracdo de sais, aumentando
a concentragdo de detergentes e/ou aumentando a concentracdo
de solventes organicos tais como forhol na hibridizacdo ou
lavagem), até que um conjunto selecionado de critérios seja
atendido. Por exemplo, em condi¢des de hibridizacdo e
lavagem altamenté severas, as condig¢des de hibridizacdo e

lavagem sédo -aumentadas gradualmente até que uma sonda se
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ligue a um alvo complementar perfeitamente emparelhado com
uma razdo de sinal para interferéncia que é pelo menos 5x
tdo alta quanto aquela observada para a hibridizacdo da
sonda para um alvo desemparelhado.

As condig¢bes “muito severas” sdo selecionadas para
serem iguais ao ponto de fusdo térmica (T,) para uma sonda
especifica. A T, é a temperatura (sob intensidade iénica e
pH definidos) na qual 50% da seqiiéncia em teste hibridiza
para uma sonda perfeitamente emparelhada. Para os propdsitos
da presente invencdo, as condig¢des de hibridizacdo e lavagem
“altamente severas” sdo selecionadas para serem cerca de 5
°C mais baixas do que a T, para a seqiiéncia especifica em
uma intensidade idénica e pH definidos.

As vondigéesr de hibridizacdo e lavagem de
“severidade ultra-alta” sdo aquelas nas quais a severidade
das condig¢des de hibridizacdo e lavagem é aumentada até que
a razéo’de sinal para interferéncia para a ligacdo da sonda
ao acido nucléico-alvo complementar perfeitamente
emparelhado seja pelo menos 10x tdo alta gquanto aquela
observada na hibridizagdo para qualquer um dos &cidos
nucléicos-alvo ndo-emparelhados. Um &cido nucléico-alvo que
hibridiza para uma sonda sob tais condi¢des, com uma razdo
de sinal para interferéncia de pelo menos metade daquela do
acido nucléico-alvo complementar perfeitamente emparelhado,
€ dito como se ligando a sonda sob condic¢des de severidade
ultra-alta.

Similarmente, mesmo os niveis mais altos de

severidade podem ser determinados aumentando gradualmente as
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condi¢des de hibridizacdo e/ou lavagem do ensaio de
hibridizagdo relevante. Por exemplo, aqueles nos quais a
severidade das condig¢des de hibridizagdo e lavagem sé&o
aumentados até que a razdo de sinal para interferéncia para
a ligagdo da sonda ao &cido nucléico-alvo perfeitamente
emparelhado seja pelo menos 10x, 20x, 50x, 100x ou 500x ou
mais tdo alta quanto aquela observada na hibridizacdo para
gualquer um dos &cidos nucléicos-alvo nao-emparelhados. Um
acido nucléico-alvo que hibridiza para uma sonda sob tais
condigdes, com uma razdo de sinal para interferéncia de pelo
menos metade daquela do 4&cido nucléico-alvo complementar
perfeitamente emparelhado é dita como se ligando a sonda sob
condic¢des de severidade ultra-alta.

Os acidos nucléicos que ndo hibridizam para outro
sob condig¢cdes severas ainda sdo substancialmente idénticos
caso os polipeptideos que eles codificam sejam
substancialmente idénticos. Isto ocorre, por exemplo, quando
uma coépia de um acido nucléico é criada usando a degeneracdo
maxima de cédons permitida pelo cddigo genético.

Subsequéncias Singulares

Em alguns aspectos, a invenc¢do utiliza um &cido
nucléico que compreende uma subseqiiéncia singular em um
acido nucléico selecionado entre as seqiiéncias de O-tRNA's e
O-RS"s aqui descritos ou referenciados. A subseqiiéncia
singular é singular em comparagdo a um Aacido nucléico
correspondente a qualquer seqiiéncia de &cidos nucléicos de
O-tRNA“"s ou O-RS’s conhecidas. O alinhamento pode ser

realizado, por exemplo, BLAST ajustada para pardmetros de
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omissdo. Qualquer subseqiiéncia singular é util, por exemplo,
como uma sonda para identificar os &cidos nucléicos da
invencgao.

Similarmente, a invengdo utiliza um polipeptideo
que compreende uma subseqiiéncia singular em um polipeptideo
selecionado entre as seqiéncias de 0O-RS's aqui descritas ou
referenciadas. Neste caso, a subseqiéncia singular ¢é
singular em comparagdo a um polipeptideo correspondente a
qualguer uma das seqliéncias de polipeptideocs conhecidas.

A invencdo fornece também Aacidos nucléicos-alvo
que hibridizam sob condigdes severas para um
oligonucleotideo <codificador singular que codifica uma
subseqiiéncia singular em um polipeptideo selecionado entre
as seqléncias de O-RS’'s, onde a subseqiiéncia singular &
singular em comparacdo com um polipeptideo correspondete a
qualquer um dos polipeptideos de controle (por exemplo,
seqiéncias origindrias a partir das quais as sintetases da
inveng¢do foram derivadas, por exemplo, por mutacdo). As
seqliéncias singulares sdo determinadas como assinalado
acima.

Comparacdo, Identidade e Homologia de Seqiiéncias

Os termos "“idéntica” ou “identidade percentual”,
no contexto de duas ou mais seqiiéncias de &cidos nucléicos
ou polipeptideos, referem-se a duas ou mais seqiiéncias ou
subseqiiéncias que sdo iguais ou tém uma porcentagem
especificada de residuos de aminodcidos ou nucleotideos que
sdo iguais, quando comparados e alinhados para

correspondéncia méaxima, medida usando um dos algoritmos de
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comparacdo de sequéncias descritos abaixo (ou outros
algoritmos disponiveis para os versados nessas técnicas) ou
por inspecdo visual.

O termo “substancialmente idénticos”, no contexto
de dois &cidos nucléicos ou polipeptideos (por exemplo,
DNA“s que codificam um O-tRNA ou O-RS, ou a seqliéncia de
aminoadcidos de uma O-RS), refere-se a duas: ou mais
seqiéncias ou subseqléncias que tém pelo menos cerca de 60%,
cerca de 80%, cerca de 90-95%, cerca de 98%, cerca de 99% ou
mais de identidade de nucleotideos ou residuos de
aminoacidos, quando comparados e alinhados para
correspondéncia maxima, medida wusando um algoritmos de
comparagao de seqiéncias ou por inspecdo visual. Essas
seqiiéncias “substancialmente idénticas” sdo tipicamente
consideradas como sendo “homdélogas”, sem referéncia aos
antepassados reais. De preferéncia, a “identidade
substacial” existe em uma regido das seqiiéncias, que tem
pelo menos cerc de 50 residuos de comprimento, mais
preferivelmente em uma regido das seqiiéncias, que tem pelo
menos cerca de 100 residuos de comprimento, e mais
preferivelmente ainda, as seqliéncias sdo substancialmente
idénticas em pelo menos cerca de 150 residuos, ou no
comprimento inteiro das duas sequéncias que estdo sendo.
comparadas.

As proteinas e/ou seqliéncias de proteinas sao
“homélogas” quando elas sdo derivadas, naturalmente ou
artificialmente, de uma proteina ou seqiiéncia de proteina

originéria. Similarmente, os acidos nucléicos e/ou
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seqiéncias de &acidos nucléicos sd3o homdélogos quando eles sdo
derivados, naturalmente ou artificialmente, de um &cido
nucléico ou seqiéncia de &cidos nucléicos originaria. Por
exemplo, qualquer &acido nucléico de ocorréncia natural pode
ser modificado por qualquer método de mutagénese disponivel
para incluir um ou mais cédons seletores. Quando expressado,
este acido nucléico que sofreu mutagénese codifica um
polipeptideo que compreende um ou mais aminodcidos ndo-
naturais. O proceso de mutag¢do, evidentemente, pode alterar
adicionalmente um ou mais cdédons-padrdo, mudando também
desta forma um ou mails aminocdcidos-padrdo na proteina
mutante resultante. A homologia é genericamente inferida a
partir da similaridade de seqgiiéncias entre dois ou mais
acidos nucléicos ou proteinas (ou suas seqliéncias). A
porcentagem precisa de similaridade entre seqiiéncias, que é
util para estabelecer a homologia, varia com o A&cido
nucléico e proteina em questdo, mas tdo pouco quanto 25% de
similaridade de seqiiéncias sdo usados para estabelecer a
homologia. Niveis mais altos de similaridade de seqiiéncias,
por exemplo, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99%
ou mais, também podem ser ~usados para estabelecer a
homologia. Os métodos para determinar as porcentagens de
similaridade de sqliéncias (por exemplo, BLASTP ou BLASTN,
usando paradmetros de omissdo) estdo aqui descritos e estdo
genericamente disponiveis.

Para comparacdo de seqliéncias e determinacdo da
homologia, tipicamente, uma seqiéncia atua como uma

seqliéncia referencial com a qual as seqiiéncias em teste séao
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compafadas. Quando se usa um algoritmo de comparacdo de
seqliéncias, as seqléncias em teste e a referencial séao
alimentadas em um computador, as coordenadas de
subseqgliéncias sdo designadas, caso necessario, e o0s
parédmetros do programa de algoritmo de seqliéncias séao
designados. O algoritmo de comparag¢do de seqliéncias, entéo,
calcula a identidade percentual de seqgiiéncias para af(s)
seqliéncia(s) em teste em relagdo a seqliéncia referencial)
baseado nos pardmetros designados do programa.

O alinhamento 6timo de seqiiéncias para comparacao
pode ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de homologia
local de Smith e Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981),
pelo algoritmos de alinhamento de homologia de Needeman e
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), pelo método de busca de
similaridade de Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444 (1988), por implementacgdes computadorizadas destes
algoritmos (GAP, BESTIFIT, FASTA e TFASTA no Pacote de
Software de Genética de Wisconsin, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI, EUA), ou por inspec¢do visual
(vide genericamente “Current Protocols in Molecular
Biology”, Ausubel et al., editores, “Current Protocols”, uma
joint venture entre Greene Publishing Associates, Inc. e
John Wiley & Sons, Inc., suplementado até 2004).

Um exemplo de um algoritmo apropriado para
determinar a identidade percentual de seqiéncias e
similaridade de seqiiéncias é o algoritmo BLAST, que esta
descrito em Altschul et al. J. Mol. Biol. 215:403-410

(1990). O software para realizar andlises BLAST esté
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disponivel para o publico no website do National Center for
Biotechnology Information. Este algoritmo envolve
primeiramente identificar pares de seqiiéncias com alta
pontuacgdo (HSP's), identificando palavras curtas com
comprimento W na seqiiéncia de consulta, emparelham ou
satisfazem a alguma pontuacdo T limite com valor positivo,
quando alinhadas com uma palavra do mesmo comprimento em uma
seqiiéncia da base de dados. T é referido como o limite de
pontuacdo da palavra vizinha (Altschul et al. supra). Estes
acertos de palavras vizinhas iniciais atuam como sementes
para iniciar buscas para encontrar HSP's mais longos que as
contém. Estes acertos de palavras sdo entdo estendidos em
ambas direc¢des ao longo de cada seqgiiéncia até uma extensao
tdo grande quanto o alinhamento cumulativo pode ser
aumentado. As pontuag¢des cumulativas sdo calculadas usando,
no caso de seqiéncias de nucleotideos, os pardmetros M
(pontuagcdo de merecimento para um par de residuos
emparelhados; sempre > 0) e N (pontuagdo de penalizacdo para
residuos ndo-emparelhados; sempre > 0). No caso de
seqiéncias de aminodcidos, uma matriz de pontuacdo é usada
para calcular a pontuagao cumulativa. A extensdo dos acertos
de pontuacdo em cada diregdo é detida quando: a pontuacdo de
alinhamentos positivos diminui na quantidade X do seu valor
maximo atingido; a pontuagdo cumulativa cai para zero ou
abaixo, devido a acumulagdo de um ou mais alinhamentos de
residuos com pontuacdo negativa; ou a extremidade ‘de
qualquer seqiéncia é alcancada. Os pardmetros do algoritmo

BLAST, W, T e X, determinam a sensibilidade e a velocidade
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do alinhamento. O programa BLAST (no caso de seqgiiéncias de
nucleotideos) usa como omissdes um comprimento de palavra
(W) de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte de 100, M =
5, N = 4, e uma comparacdo de ambos filamentos. No caso de
seqliiéncias de aminoacidos, © programa BLAST usa como
omissdes um comprimento de palavra (W) de 3, uma'expectativa
(E) de 10, e a matriz de pontuacdo BLOSUM 62 (vide Henikoff
e Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)).

Além de <calcular a identidade percentual de
seqliéncias, o algoritmo BLAST realiza também uma analise
estatistica da similaridade entre duas seqiéncias (vide, por
exemplo, Karlin e Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-5787 (1993)). Uma mdida da similaridade fornecida
pelo algoritmo BLAST é a probabilidade da menor soma (P(N)),
que fornece uma indicagdo da probabilidade pela qual um
emparelhamento entre duas seqiéncias de nucleotideos ou
aminoadcidos ocorreria por acaso. Por exemplo, um 4&cido
nucléico é considerado similar a uma seqiéncia referencial
caso a probabilidade da menor soma em uma comparacdo do
acido nucléico em teste com o 4&cido nucléico referencial
seja menor do que cerca de 0,1, mais preferivelmente menor
do que cerca de 0,01, e mais preferivelmente ainda, menor do
que cerca de 0,001.

Mutagénese e Outras Técnicas de Biologia Molecular

O polinucleotideo e os polipeptideos da invencdo e
usados na inven¢do podem ser manipulados usando técnicas de
biologia molecular. Os textos genéricos que descrevem as

técnicas de biologia molecular incluem Berger e Kimmel,
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“Guide to Molecular Cloning Techniques”, “Methods in
Enzimology”, volume 152, Academic Press, Inc., San Diego, CA
(Berger); Sambrook et al., “Molecular Cloning - A Laboratory
Manual” (32 edicao), volumes 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 2001 (“Sambrook”)
e F.M. Ausubel et al. (editores), “Current Protocols in
Molecular Biology”, Current Protocols, uma joint venture
entre Greene Publishing Associates e John Wiley & Sons,
Inc., New York (suplementado até 2004) (“Ausubel”)). Estes
textos descrevem a mutagénese, o uso de vetores, promotores
e muitos outros tépicos relavantes relacionados, por
exemplo, a geracdo de genes gque incluem cédons seletores
para a produgdo de proteinas que incluem aminodcidos n&o-
naturais, tRNA s ortogonais, sintetases ortogonais, e
paredes deles.

Vadrios tipos de mutagénese podem ser usados em
conjunto com a inveng¢do, por exemplo, para mutar moléculas
de tRNA, produzir bibliotecas de tRNA s, produzir
bibliotecas de sintetases, inserir cdédons seletores que
codificam um aminodcido ndo-natural em wuma proteina ou
polipeptideo de  interesse. Eles incluem, porém  sem
limitacodes, mutagénese direcionada a sitios, pontual
aleatdéria, recombinag¢do homéloga, embaralhamento de DNA ou
outros métodos recursivos de mutagénese, construcéio
quimérica, mutagénese usando modelos que contém uracila,
mutagénese direcionada a oligonucleotideos, mutagénese de
DNA modificada com fosforotiocato, mutagénese usando DNA

duplex com' lacunas, ou similares, ou qualquer combinacéio



10

15

20

25

124

deles. Os métodos adicionais apropriados incluem reparo
pontual de desemparelhamentos, mutagénese usando cepas
hospedeiras deficienes em reparo, selecdo por restricdo e
purificacéo por restrigao, mutagénese com delecgéo,
mutagénese por sintese total de genes, reparo com rompimento
de duplo filamento, e similares. A mutagénese, por exemplo,
envolvendo construgdes quiméricas, também estd incluida na
presente invengao. Em uma modalidade, a mutagénese pode ser
orientada por informagdes conhecidas da molécula de
ocorréncia natural ou moléculas de ocorréncia natural
alteradas ou mutadas, por exemplo, seqiiéncia, comparacdes de
seqgiéncias, propriedades fisicas, estrutura cristalina, ou
similares.

As células hospedeiras sdo manipuladas por
engenharia genética (por exemplo, transformadas,
transduzidas ou transfectadas) com os polinucleotideos da
invengdo ou construgdes que incluem um polinucleotideo, por
exemplo, um vetor que pode ser, por exemplo, um vetor de
clonagem ou um vetor de expressdao. Por exemplo, as regides
codificadoras para o tRNA ortogonal, a tRNA sintetase
ortogonal, e a proteina a serem derivadas estdo ligadas
operacionalmente a elementos de controle da expressao
génica, que sdo funcionais na célula hospedeira desejada. Os
vetores tipicos contém terminadores de transcricdo e
tradugdo, seqgliéncias de iniciagdo da transcricdo e traducdao,
e promotores uteis para a regulagdo da expressdo do Aacido
nucléico-alvo especifico. Os vetores compreendem

opcionalmente cassetes de expressdo genéricos que contém
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pelo menos uma sequéncia terminadora independente,
seqiéncias que permitem a replicacgdodo cassete em
eucariontes, ou procariontes, ou ambos (por exemplo, vetores
shuttle) e marcadores de selecdo para sistemas procaridticos
e eucaridéticos, ou de preferéncia, ambos. Vide Giliman e
Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts et al., Nature 328:731
(1987); Schneider et al., Protein Expr. Purif. 6435:10
(1995); Ausubel, Sambrook, Berger (todos supra). O vetor
pode estar, por exemplo, na forma de um plasmideo, uma
bactéria, um virus, um polinucleotideo nu, ou um
polinucleotideo conjugado. Os vetores sdo introduzidos nas
células e/ou microroganismos por métodos padronizados,
incluindo eletroporacdo (From et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:5824 (1985), infecgdo por vetores virais, penetracéo
balistica em alta velocidade por particulas pequenas com o
acido nucléiéo dentro da matriz de pérolas ou particulas
pequenas, ou sobre a superficie (Klein et al., Nature
327:70-73 (1987), e/ou similares.

Um sistema com um Unico plasmideo altamente
eficiente e versatil foi desenvolvido para a incorporacado
especifica em sitio de aminodcidos ndo-naturais em
proteinas, em resposta ao cdédon finalizador ambar (UAG) em
E. coli. No novo sistema, o par de tRNATyr(CUA) supressor e
tirosil-tRNA sintetase de M. Jannaschii é codificado em um
Uinico plasmideo, que é compativel com a maioria dos vetores
de expressdo em E. coli. O operon de tRNA monocistrénico sob
controle do promotor proK e do terminador foi construido

para uma estrutura secunddria 6tima e processamento do tRNA.
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A introdugdo de uma forma mutada do promotor glnS para a
sintetase resultou em um aumento significativo na eficiéncia
e fidelidade da supressdao. Os aumentos na eficiéncia da
supressdao também foram obtidos por miltiplas cépias do gene
de tRNA, bem como por uma mutagcdo especifica (D286R) na
sintetase (Kobayashi et al., “Structural basis for
orthogonal tRNA specificities of tyrosil-tRNA synthetases
for genetic code expansion”, Nat. Struct. Biol. 10(6):425-
432 (2003)). A generalidade do sistema otimizado também foi
demonstrada por incorporagdo altamente eficiente e precisa
de varios aminodcidos ndo-naturais diferentes, cujas
utilidades singulares ao estudar a funcdo e a estrutura de
proteinas foram demonstradas anteriormente.

Um catdlogo de Bactérias e Bacteridéfagos util para
clonagem é fornecido, por exemplo, pela ATCC, por exemplo,
“The ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage” (1996),
Ghena et al. (editores), pubicado pela ATCC. Os
procedimentos basicos adicionais para seqlenciamento,
clonagem e outros aspectos de Dbiologia molecular e
consideragdes tedricas subjacentes sdo encontrados também em
Sambrook (supra), Ausubel (supra), e em Watson et al.
(1992), “Recombinant DNA”, Segunda Edicéo, Scientific
American Books, NY. Além disso, esséncialmente qualquer
acido nucléico (e virtualmente qualquer &acido nucléico
marcado, seja ele padrdao ou nao-padrdo) pode ser solicitado
por encomenda ou pela lista de qualquer fornecedor
comercial, tal como Midland Certified Reagent Company

(midland, TX), The Great American Gene Company (Ramona, CA),
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ExpressGen, Inc. (Chicago, IL), Operon Technologies, Inc.
(Alameda, CA), e muitos outros.

As células hospedeiras manipuladas geneticamente
podem ser cultivadas em meios nutrientes convencionais
modificados, conforme apropriado, para atividades tais como,
por exemplo, triar etapas, ativar promotores ou selecionar
transformantes. Estas células podem ser opcionalmente
cultivadas dentro de organismos transgénicos. Outras
referéncias uteis, por exemplo, para isolamento e cultura de
células (por exemplo, para subsegiiente isolamento de &cidos
nucléicos) incluem Freshney, “Culture of Animal Cells, a
Manual of Basic Technique”, terceira edigdo, Wiley-Liss, New
York, e referéncias 14 citadas; Payne et al. (1992), “Plant
Cell and Tissue Culture in Liquid Systems”, John Wiley &
Sons, Inc., New York, NY; Gamborg e Philips (editores)
(1995), “Plant Cell, Tissue and Organ Culture: Fundamental
Methods”, Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin
Heidelberg New York); e Atlas e Parks (editores), “The
Handbook of Microbiological Media (1993), CRC Press, Boca
Raton, FL.

Proteinas e Polipeptideos de Interesse

Os métodos para produzir uma proteina que
compreende um aminoacido ndo-natural em uma posicédo
especificada também sdo uma caracteristica da invencdo. Por
exemplo, um método pode incluir desenvolver, em um meio
apropriado, uma célula (por exemplo, em uma célula de E.
coli), onde a célula compreende um 4&cido nucléico que

compreende pelo menos um cdbdbdon seletor e codifica uma
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proteina; e fornecer o aminoacido ndo-natural; onde a célula
compreende ainda: um tRNA ortogonal (O-tRNA) que funciona na
célula e reconhece o cdbédon seletor; e uma amino-acil-tRNA
sintetase ortogonal (O-RS) que preferencialmente amino-acila
o O-tRNA com o aminodcido nao-natural. A proteina assim
produzida na E. coli compreende um aminodcido ndo-natural na
posicdo correspondente ao cédon seletor. Esta proteina pode
ser entdo opcionalmente reagida sob condigdes nas quais o
aminoacido ndao-natural sofre modificacéo covalente,
produzindo desta forma uma proteina apds a traducéo.

Em certas modalidades, a O-RS compreende uma
inclinagcdo pela amino-acilag¢do do O-tRNA cognato em
detrimento de qualquer tRNA enddégeno em um sistema de
expressdo. A razdo relativa entre O-tRNA e tRNA endbégeno que
é carregado pela O-RS, quando o O-tRNA e a O-RS estdo
presentes em concentragdes molares iguais, é maior do que
1:1, de preferéncia pelo menos 2:1, mais preferivelmente
5:1, ainda mais preferivelmente 10:1, ainda mais
preferivelmente 20:1, ainda mais preferivelmente 50:1, ainda
mais preferivelmente 75:1, ainda mais preferivelmente 95:1,
98:1, 99:1 100:1, 500:1, 1.000:1, 5.000:1 o mais alta.

A proteina que compreende uﬁ aminoacido né&o-
natural em uma posicdo especificada, que é modificada depois
da fradugéo,. também ¢é uma caracteristica da invencdo. A
proteina é produzida em uma célula, por exemplo, uma célula
de E. coli. Os pares de O-tRNA/O-RS também residem na célula
e utilizam a maquinaria de tradugdo da célula hospedeira, o

que resulta na. incorporagdo in vivo de um aminodcido néao-
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natural dentro de uma proteina de fusdo, em resposta a um
cédon seletor. A capacidade de um sistema de O-tRNA/O-RS
para funcionar em uma célula hospediera para incorporar uma
ampla série de aminodcidos ndo-naturais que podem ser
modificadas depois da tradugéq é conhecida. Vide, por
exemplo, Chin et al., Science 301:964-967 (2003); Zhang et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:8882-8887 (2004) ;
Anderson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:7566-7571
(2004); Wang et al., Science 292:498-500 (2001); Chin et
al., J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027; Chun e Schultz, Chem.
Bio. Chem. 11:1135-1137 (2002); Chin et al., PNAS USA
99:11020-11024 (2002); Wang e Schultz, Chem. Comm. 1-10
(2002); Wang e Schultz, “Expanding the Genetic Code”,
Angewandte Chemie Int. Ed. 44 (1) :34-66 (2005); Xie e
Schultz, “An Expanding Genetic Code”, Methods 36:227-238
(2005); e Deiters et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 15:1521-1524 (2005), sendo cada um deles incorporado
como referéncia em sua totalidade.

Vide também os sitemas ortogonais de aminoéacidos
ndo-naturais descritos nas publicac¢des internacionais n® WO
2002/086075, intitulada “Methods and Compositions for the
Production of Orthogonal tRNA Aminoacyl-tRNA Synthetase
Pairs”; WO 2002/085923, intitulada “In Vivo Incorporation of
Unnatural Aminoacids”; WO 2004/094593, intitulada “Expandig
the Eukariotic Genetic Code”; WO 2005/019415, depositado em
7 de julho de 2004; WO 2005/007870, depositado em 7 de julho
de 2004; WO 2005/007624, depositado em 7 de julho de 2004;

WO 2006/034332, depositado em 20 de setembro de 2005; e WO
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2006/110182, depositado em 27 de outubro de 2005, intitulada
“Orthogonal Translation Components for the In Vivo
Incorporation of Unnatural Aminoacids”, em nome de Schultz
et al. Cada uma destas referéncias ¢é incorporada como
referéncia em sua totalidade.

A incorporagdo de um aminodcido ndo-natural pode
ser feita, por exemplo, para individualizar mudancas na
estrutura e/ou fungdo da proteina, por exemplo, para mudar o
tamanho, atividade, carater nucleofilico, ligagao
hidorgénio, carter hidrofdébico, acessibilidade de
marcadores ou grupos reativos, etc. As proteinas que incluem
um aminoacido ndo-natural podem ter uma propriedades
cataliticas ou fisicas intensificadas ou mesmo inteiramente
novas. Por exemplo, as seguintes propriedades sao
opcioanlmente modificadas pela inclusdo de um aminocécido
ndo-natural em uma proteina: toxicidade, biodistribuicao,
propriedades estruturais, propriedades espectroscoépicas,
propriedades quimicas e/ou fotoquimicas, capacidade
enzimatica, meia-vida (por exemplo, meia-vida sérica),
capacidade de reagir com outras moléculas, por exemplo, de
forma covalente ou ndao~covalente, e similares. As
composigdes que incluem proteinas que incluem pelo menos um
aminodcido ndo-natural sdo Uteis, por exemplo, para
terapias, diagnésticos, enzimas cataliticas, enzimas
industriais, proteinas ligantes (por exemplo, anticorpos)
inusitadas,. e por exemplo, ©0 para o estudo da estrutura e
funcdo de proteinas. Vide, por exemplo, Ddugherty,

“Unnatural Amino Acids as Probes of Protein Structure and
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Function”, Current Opinion 1in Chemical Biology 4:645-652
(2000). As proteinas que compreendem um aminodcido né&o-
natural, que podem ser seletivamente modificadas depois da
traducdo (por exemplo, por uma cicloadicdo [3+2] ou uma
modificagdo de Staudinger) podem ser manipuladas para conter
qualquer funcionalidade desejada que pode ser acoplada ao
parceiro de reag¢do. A natureza do parceiro da reacdo ndo é
de forma alguma limitada, exceto apenas que ele compreende
um grupamento reativo apropriado que resulta em uma anexagao
covalente ao residuo de aminoacido ndo-natural no
polipeptideo.

Em alguns aspectos, uma composicgdo inclui uma
proteina com pelo meno um, por exemplo, pelo menos dois,
pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco, pelo
menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, pelo menos
nove, ou pelo menos dez ou mais aminodcidos ndo-naturais. Os
aminodcidos ndo-naturais podem ser iguais ou diferentes, por
exemplo, pode haver 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 sitios
diferentes na proteina, que compreendem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ou 10 ou mais aminocdcidos ndo-naturais diferentes. Em
outro aspecto, uma composicdo inclui uma proteina com pelo
menos um, mas menos do que todos, de um aminodcido
especifico presente na proteina € um aminodcido n&o-natural.
Para uma dada proteina com mais do que dois aminodcidos ndo-
naturais, os aminoacidos ndo-naturais podem ser iguais,
diferentes, ou uma combinagdo de um multiplo aminodcido do
mesmo tipo com pelo menos um aminoacido néo—naturai

diferente.



10

15

20

25

132

Essencialmente qualquer proteina (ou parte dela)
gque inclui um aminodcido ndo-natural (e qualquer &cido
nucléico codificador correspondente, por exemplo, que inclui
um ou mais cdbédons seletores) pode ser produzida usando as
composi¢des e métodos da invencdo. Nenhuma tentativa é feita
para identificar as centenas de milhares de proteinas
conhecidas, qualquer uma delas podendo ser modificada para
incluir um ou mais aminoacidos ndo-naturais, por exemplo,
individualizando quaisquer métodos de mutacdo disponiveis
para incluir um ou mais cdédons seletores apropriados em um
sistema de tradugdo relevante. Os repositdérios comuns de
sequiéncias para proteinas conhecidas incluem GenBank EMBL,
DDBJ e NCBI. Outros repositérios podem ser identificados
facilmente buscando na internet.

Tipicamente, as proteinas s&o, por exemplo, pelo
menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos 99% ou mais,
idénticas a qualquer proteina disponivel (por exemplo, uma
proteina terapéutica, uma proteina diagndéstica, uma enzima
industrial, ou parte dela, e similares), e elas compreendem
um ou mais aminoacidos n&o-naturais. Os exemplos de
proteinas terapéuticas, diagndsticas e outras que podem ser
modificadas para compreender um ou mais aminodcidos ndo-
naturais podem ser encontrados, porém sem limitacdes, nas
publica¢des internacionais n® WO 2004/094593, depositada em
16 de abril de 2004, intitulada “Expanding the Eukariotic
Genetic Code”; é WO 2002/085923, intitulada “In Vivo

Incorporation of Unnatural Amino Acids”. Os exemplos de
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proteinas terapéuticas, diagnésticas e outras que podem ser
modificadas para compreender um ou mais aminodcidos néao-
naturais incluem, porém sem limitacdes, antitripsina alfa-1,
angiostatina, fator anti-hemolitico, anticorpos (outros
detalhes sobre anticorpos sao encontrados abaixo),
apolipoproteina, apoproteina, fator natriurético atrial,
polipeptideo natriurético atrial, peptideos atriais,
quimiocinas C-X-C (por exemplo, T39765, NAP-2, ENA-78, Gro-
a, Gro-b, Gro-c¢, IP-10, GCP-2, NAP-4, SDF-1, PF4, MIG),
calcitonina, gquimiocinas CC (por exemplo, proteina-1
guimioatrativa de monécitos, proteina-2 quimioatrativa de
monécitos, proteina-3 quimioatrativa de mondécitos, proteina-
1 alfa inflamatéria de mondécitos, proteina-1 beta
inflamatéria de mondécitos, RANTES, 1309, R83915, R91733,
HCC1l, T58847, D31065, T64262), ligante CD40, Ligante C-kit,
colageno, fator estimulador de coldénias (CSF), fator de
complemento 5a, inibidor de complemento, receptor 1 de
complemento, citocinas (por exemplo, peptideo-78 ativador de
neutréfilos epiteliais, GROa/MGSA, GROB, GROy, MIP-la, MP- -
195, MCP-1), fator do crescimento epidérmico (EGF),
eritropoietina (“EPO”), toxinas esfoliantes A e B, Fator IX,
Fator VII, Fator VIII, Fator X, fator do crescimento de
fibroblastos (FGF), fibrinogénio, fibronectina, G-CSF, GM—
CSF, glicocerebrosidase, gonadotropina, fatores de
crescimento, proteinas Hedgehog (por exemplo, Sonic, Indian,
Desert), hemoglobina, fator do crescimento de hepatédcitos
(HGF), hirudina, albumina do soro humano, insulina, fator do

crescimento semelhante a insulina (IGF), interferons (por
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exemplo, IFN-a, IFN-B, IFN-y), interleucinas (IL-1, IL-2,
I.-3, 1.-4, I1L-5, IL6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-
12, etc.), fator do crescimento de ceratindcitos (KGF),
lactoferrina, fator inibitdério de leucemia, luciferase,
neurturrina, fator inibitério de netréfilos (NIF),
oncostatina M, proteina osteogénica, hormdénio paratiredide,
PD-ECSF, PDGF, hormdnios peptidicos (por exemplo, hormdénio
do crescimento humano), pleiotropina, proteina A, proteina
G, exotoxinas pirogénicas A, B e C, relaxina, renina, SCF,
receptor I de complemento soluvel, I-CAM 1 soluvel,
receptores de interleucinas sollveis (IL-1, 2, 3, 4, 5, 6,
‘, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15), receptor de TNF soluvel,
somatomedina, somatostatina, somatotropina, estreptocinase,
super-antigenos, isto é, enterotoxinas estafilocdbécicas (SEA,
SEB, SEC1l, SEC2, SEC3, SED, SEE), superdéxido dismutase
(SOD) , toxina da sindrome do choque téxico (TsSST-1),
timosina alfa 1, ativador do plasminogénio tecidual, fator
beta de necrose tumoral (TNF beta), fator do crescimento
endotelila vascular (VEGEF), urocinase, e muitos outros.

Uma classe de de proteinas que pode ser fabricada
usando as composigdes e métodos para a incorporacdo in vivo
de amino&cidos ndo-naturais em proteinas, aqui descritos,
inclui moduladores transcricionais ou uma parte deles. Os
moduladores transcricionais exemplificativos incluem genes e
proteinas moduladoras transcricionais que modulam o
cresciment, diferenciacdo, regulacdo celular, ou similares.
Os moduladores transcricionais sdo encontrados. em

procariotas, virus, e eucariotas, incluindo fungos, plantas,
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leveduras, insetos, e animais, incluindo mamiferos,
fornecendo uma ampla série de alvos terapéuticos. Deve-se
avaliar que os ativadores da expressdo e transcricionais
regulam a transcrigéo éor varios mecanismos, por exemplo,
ligando-se a receptores, estimulando uma cascata de traducédo
de sinais, regulando a expressdo de fatores de transcricgéao,
ligando-se a promotores e intensificadores, 1ligando-se a
proteinas que se 1ligam a promotores e intensificadores,
desenrolar DNA, dividir pré-RNAm, poliadenilar RNA, e
degradar RNA.

Uma classe de proteinas da invengdo (por exemplo,
proteinas com um ou mais aminodcidos ndo-naturais) incluem
proteinas biologicamente ativas tais como citocinas,
moléculas inflamatérias, fatores de crescimento, seus
receptores, e produtos oncogénicos, por exemplo,
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-8, etc.),
interferons, FGF, IGF-I, IGF-II, FGF, PDGF, TNF, TGF-a, TGF-
B, EGF, KGF, SCF/c-kit, CD40L/CD40, VLA-4/VCAM-1, ICAM-
1/LFA-1, e hialurina/CD44; moléculas de transducdo de sinais
e produtos oncogénicos correspondentes, por exemplo, Mos,
Ras, Raf, e Met; e ativadores e supressores transcriéionais,
por exemplo, p53, Tat, Fos, Myc, Jun, Myb, el, e receptores
de hormbénios esterdides tais com aqueles para estrogénio,
progesterona, testosternona, aldosterona, o 1ligante de
receptores de LDL e corticosterona.

As enzimas (por exemplo, enzimas industriais) ou
partes delas com pelo menoé um aminodcido ndo-natural também

sdo fornecidas pela invencgdo. Os exemplos de enzimas
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incluem, porém sem limitac¢cdes, por exemplo, amidases,
aminoacido racemases, acilases, desalogenases, dioxigenases,

diarilpropano peroxidases, epimerases, epdxido hidrolases,

esterases, isomerases, cinases, glicose isomerases,
glicosidases, glicosil transferases, haloperoxidases,
monooxigenases (por exemplo, p450s), lipases, lignina

peroxidases, nitrila hidratases, nitrilases, proteases,
fosfatases, subtilisinas, transaminase, e nucleases.

Muitas destas proteinas estédo disponiveis
comercialmente (vide, por exemplo, catalogo da Sigma
BioSciences), e as seqliiéncias e genes de proteinas
correspondentes e, tipicamente, muitas variantes delas, sdo
bem conhecidas (vide, por exemplo, GenBank). Qualquer uma
delas pode ser modificada pela insercdo de um ou mais
aminodcidos ndo-naturais de acordo com a invencdo, por
exemplo, para alterar a proteina com relacdo a uma ou mais

propriedades terapéuticas, diagndésticas ou enzimdticas de

interesse. Os exemplos de propriedades terapeuticamente
relevantes incluem media-vida sérica, meia-vida de
prateleira, estabilidade, imunogenicidade, atividade

terapéutica, detectabilidade (por exemplo, pela inclusédo de
grupos-repdrter (por exemplo, marcadores ou sitios de
ligagdo a marcadores) nos aminoacidos ndo-naturais), reducdo
da DLsp ou outros efeitos colaterais, capacidade de entrar
no corpo através do‘ trato gastrico (por exemplo,
disponibilidade oral), ou similares. Os exemplos de
propriedades diagnésticas incluem meia-vida na prateleira,

estabilidade, atividade diagndstica, detectabilidade, ou
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similares. Os exemplos de propriedades enzimaticas
relevantes incluem meia-vida na prateleira, estabilidade,
atividade enzimatica, capacidade de producdo, ou similares.

Varias outras proteinas também podem ser
modificadas para incluir um ou mais aminodcidos né&o-
naturais, usando as composig¢des e métodos da invencdo. Por
exemplo, a 1invencdo pode incluir substituir um ou mais
aminoacidos naturais em uma ou mais proteinas de vacinas por
um aminoacido ndo-natural, por exemplo, em proteinas de
fungos infecciosos, por exemplo, espécies Aspergillus,
Candida; bactérias, particularmente E. coli, que serve como
um modelo para bactérias patogénicas, bem como bactérias
medicamente importantes tais como Staphilococci (por
exemplo, aureus), ou Streptococci (por exemplo, pneumoniae);
protozodrios tais como esporozodrios (por exemplo,
Plasmodia), rizépodes (por exemplo, Entamoeba), e flagelados
(Trypanosoma, Leishmania, Trichomonas, Giardia, etc.); virus
tais como (+) RNA virus (os éxemplos incluem poxvirus, por
exemplo, vaccinia; picornavirus, por exemplo, polio;
togavirus, por exemplo, rubella; flavivirus, por exemplo,
HCV; e coronavirus, (-) RNA virus (por exemplo, rabdovirus,
por exemplo, VSV; Paramyxovimses, por exemplo, RSV;
Orthomyxovimses, por exemplo, influenza; Bunyavirus; e
Arenavirus), dsDNA virus (Reovirus, por exemplo), virus de
RNA para DNA, isto é, retrovirus, por exemplo, HIV e HTLV, e
certos virus de DNA para RNA, tal como hepatite B.

As proteinas relacionadas a agricultura, tais como

as proteinas de resisténcia a insetos (por exemplo,
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proteinas Cry), enzimas da produgdo de amido e 1lipideos,
toxinas de plantas e insetos, proteinas de resisténcia a
toxinas, proteinas de desintoxicagdo por micotoxinas,
enzimas de crescimento de plantas (por exemplo, ribulose,
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase, “RUBISCO”),
lipoxigenase (LOX), e fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilase
também sdo alvos apropriados para modificacdo com aminoacios
ndo-naturais.

Em certas modalidades, a proteina de interesse (ou
parte dela) é codificada por um Acido nucléico. Tipicamente,
o é&cido nucléico compreende pelo menos um cdédon seletor,
pelo menos dois cdédons seletores, pelo menos trés cddons
seletores, pelo menos quatro cédons seletores, pelo menos
cinco cbédons seletores, pelo menos seis cdédons seletores,
pelo menos sete cddons seletores, peo menos oito cdbédons
seletores, pelo menos nove cdédons seletores, dez ou mais
cbédons seletores.

Os genes que codificam proteinas ou polipeptideos
de interesse podem sofrer mutagénese usando métodos bem
conhecidos pelos versados nessas técnicas e aqui descritos
na secgdo “Mutagénese e Outras Técnicas de Biologia
Moiecular”, para incluir, por exemplo, um ou mais cbédons
seletores para a incorporag¢do de um aminodcido ndo-natural.
Por exemplo, wum 4&cido nucléico para uma proteina de
interesse sofre mutagénese para incluir um ou mais cédons
seletores, proporcionando a insercdo de um ou mais
aminodcidos ndo-naturais. A inveng¢do inclui gqualquer uma

dessas variantes, por exemplo, mutantes, versdes de qualquer
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proteina, por exemplo, incluindo pelo menos um aminodcido
ndo-natural. Similarmente, a invencdo inclui também A&cidos
nucléicos correspondentes, isto ¢é, qualquer &cido nucléico
com um ou mais cdédons seletores, que codifica um ou mais
aminodcidos ndo-naturais.

Para produzir uma proteina que inclui um
aminoacido ndo-natural modificado depois da traducdo, pode-
se usar células hospedeiras e organismos adaptados para a
incorporagao in vivo do aminodcido n&o-natural por
intermédio de pares de tRNA/RS ortogonais. As células
hospedeiras sdo modificadas por engenharia genética (por
exemplo, transformadas, transduzidas ou transfectadas) com
um ou mais vetores que expressam o tRNA ortogonal, a tRNA
sintetase ortogonal, e um vetor que codifica a proteina a
ser derivada. Cada um destes componentes pode estar no mesmo
vetor, ou cada um pode estar em um vetor separado, ou dois
componentes podem estar em um vetor e o terceiro componente
em um segundo vetor. O vetor pode estar, por exemplo, na
forma de um plasmideo, uma bactéria, um virus, um
polinucleotideo nu, ou um polinucleotideo conjugado.

Definicao de Polipeptideos por Imunorreatividade

Devido ao fato de que os polipeptideos da invencdo
fornecem uma série de novas seqgiliéncias de polipeptideos (por
exemplo, polipeptideos que compreendem aminodcidos ndo-
naturais no caso de proteinas sintetizadas nos sistemas de
tradug¢do aqui fornecidos, ou, por exemplo, no caso de
sintetases inusitadas, seqliéncias inusitadas de aminodcidos-

padrao), oS polipeptideos fornecem também novas
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caracteristicas estruturais que podem ser reconhecidas, por
exemplo, em ensaios imunoldgicos. A geracdo de anti-soros,
que se ligam especificamente aos polipeptideos da invencdo,
bem como os polipeptideos que s&do ligados por tais anti-
soros, sdo uma caracteristica da invencéao. 0 termo
“anticorpo”, como aqui utilizado, inclui, porém sem
limitagdes, uma polipeptideo substancialmente codificado por
um gene de imunoglobulina ou genes de imunoglobulina, ou
fragmentos deles, que se ligam e reconhecem especificamente
um analisado (antigeno). Os exemplos incluem anticorpos
policlonais, monoclonais, quiméricos, e de cadeia tunica, e
similares. Os fragmentos de imunoglobulinas, incluindo
fragmentos Fab e fragmentos produzidos por uma biblioteca de
expressdo, incluindo apresentacdo de fagos, também estédo
incluidos no termo “anticorpo”, como aqui utilizado. Vide,
por exemplo, Paul, “Fundamental Immunology”, 42 Edicéo,
1999, Raven Press, New York, para obter a estrurura e
terminologia de anticorpos.

Para produzir anti-soros para uso em um
imunoensaio, um ou mais dos polipeptideos imunogénicos é
produzido e purificado como aqui descrito. Por exemplo, uma
proteina recombinante pode ser produzida em uma célula
recombinante. Uma cepa endbgama de camundongos (usada neste
ensaio porque os resultados s&o mais reprodutiveis devido a
identidade genética virtual dos camundongos) ¢ imunizada com
al(s) proteina (s) imunogénica (s) em - combinacdo com um
adjuvante-padrdo, tal como o adjuvante de fréund, e um

protocolo de imunizacdo de camundongos padronizado (vide,
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por exemplo, Harlow e Lane (1988), “Antibodies: A Laboratory
Manual”, cold Spring Harbor Publications, New York, para
obter uma descricdo-padrdao da geracdo de anticorpos,
formatos de imunoensaios e condigdes que podem ser usadas
oara determinar a imunorreatividade especifica. Detalhes
adicionais sobre proteinas, anticorpos, anti-soros, etc.,

podem ser encontrados nas publicag¢des internacionais n®® WO

2004/094593, intitulada “Expanding the Eukariotic Genetic

Code”; WO 2002/085923, intitulada “In Vivo Incorporation of
Unnatural Amino Acids”; WO 2004/035605, intitulada
“Glycoprotein Synthesis”; e WO 2004/058946, intitulada
“Protein Arrays”.

Kits também s&o uma caracteristica da invencéao.
Por exemplo, um kit para produzir um polipeptideo que
compreende pelo menos um aminodcido ndo-natural ¢é uma
caracteristica da invengdo, onde o kit compreende pelo menos
uma construgdo da invencdo. Por exemplo, tais kits podem
compreender varios componentes selecionados entre: um
recipiente para manter os componentes do kit, materiais
informativos para produzir o polipeptideo, um &cido nucléico
que compreende uma seqiiéncia de polinucleotideo que codifica
um O-tRNA, um acido | nucléico que compreende um
polinucleotideo que codifica uma O-RS, um aminoécido ndo-
natural, reagentes para a modificacdo do aminodcido ndo
natural depois da tradug¢do, e uma cepa apropriada de células
hospedeiras de E. coli para a expressdao do O-tRNA/O-RS.

EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem sdo fornecidos para
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ilustrar, mas nao para limitar a invencdo reivindicada. Os
versados nessas técnicas devem reconhecer uma série de
pardmetros ndo-criticos que podem ser alterados sem fugir do
ambito da invencdo reivindicada. Deve-se entender que os
exemplos e modalidades aqui descritas sdo meramente
ilustrativas e que varias mudangas ou modificacdes, a 1luz
delas, devem ser sugeridas para os versados nessas técnicas
e devem estar incluidas dentro do espirito e éambito deéte
pedido de patente e ambito das reivindicac¢des apensadas.

EXEMPLO 1

Construcdo de um Sistema com um Unico Plasmideo
para a Expressédo de Polipeptideos que Compreendem
Aminod&cidos N&do-naturais

O presente exemplo descreve a construgcdo de um
plasmideo que codifica ambos membros de um par de amino-
acil-tRNA ortogonal e amino-acil-tRNA sintetase ortogonal,
para a incorporacdo de p-benzoil-L-fenilalanina.

Foi construido um plasmideo (denominado pYR-
BpaRS1l) que contém seqliéncias de nucleotideos que codificam
ambos componentes de um par de tradugdo ortogonal, que
fincionam em uma célula hospedeira de E. coli. A saber,
estes dois componentes sdo o tRNA ortogonal MjtRNA-Tyr (CUA)
e a MjTyrRS sintetase mutante (BpaRS) que especificamente
amino-acila o tRNA otogonal com aminoadcido fotorreticulante,
p-benzoil-L-fenilalanina (Bpa, vide Figura 1). Vide Chin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002).

Para determinar a eficiéncia da supressdo deste

sistema do plasmideo pYR-BpaRS1, a atividade de B-
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galactosidase foi medida para células de E. coli TOP1O
(Invitrogen™) co-transformadas com pYR-BpaRSl e o plasmideo
repérter lacZ que codifica PB-galactosidase com uma mutacdo
ambar em um sitio permissivo na seqiéncia lider do gene
lacZ. Infelizmente, quando as células foram desenvolvidas na
presenca de Bpa 1 mM, niveis muito baixos de atividade de B-
galactosidase foram observados (Figura 2). As tentativas
para aumentar a eficiéncia de supressdo modificando as
seqliéncias flanqueadoras do gene de tRNA foram malsucedidas.

Para melhorar esta eficiéncia de supressdo, um
novo operon de tRNA supressor ambar com um promotor e
terminador de tRNA de E. coli de ocorréncia natural foi
construido. Um levantamento de genes de tRNA de E. coli
revelou que os prolil-tRNA's de E. coli tém o mesmo par Cl-
G72 que os tRNA's de Archaea; este par de bases é um
determinante de identidade importante para o reconhecimento
seletivo de MjtRNA-Tyr(CUA) por MjTyrRS em E. coli (Wang e
Schultz, Chem. Biol. 8:883-890 (2001)). Tendo em vista esta
observag¢do, um gene de tRNA supressor ambar sintético foi
construido,' de tal modo que o gene de MjtRNA-Tyr (CUA)
substitua o gene proK de E. coli do mesmo comprimento (77
nucleotideos) no operon de proK monocistrdénico. Como o gene
pfoK codifica o tRNA que reconhece o cédon de prolina mais
freqientemente usado (CCG) em E. coli (Nakamura et al.,
Nucleic Acids Res. 28:292 (2000)), esperava-se que o gene de
MjtRNA-Tyr (CUA) fosse transcrito eficientemente sob o
controle do promotor proK. Um sitio de 1ligacdo de FIS

localizado naturalmente a montante do promotor proK também
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foi incluido na construgdo génica sintética para
intensificar a transcri¢cdo do tRNA (Muskhelishvili et al.,
EMBO J. 16:3655-3665 (1997)). O vetor de expressdo final
pYR-BpaRS5 foi gerado substituindo 0o operon do tRNA
supressor original em pYR-BPaRS1 pelo o gene de MjtRNA-
Tyr (CUA) sob o controle do promotor e terminador de prokK.
Quando transformado em E. coli, este plasmideo levou a um
aumento de 2 vezes (em relacdo ao gene de tRNA original sob
o controle do promotor Ipp e o terminador rrnC) na expressio’
de MjtRNA-Tyr(CUA), como observado por andlise Northern
(vide Figura 3). Este aumento na expressdo corresponde a 8%
de eficiéncia de supressdo (em relagdo a expressdo de B-
galactosidase do tipo selvagem), determinado pelo ensaio da
atividade de PB-galactosidase (Figura 2).
EXEMPLO 2

Geracdo de Genes e Promotores de Sintetases

'Aperfeicoados

O presente exemplo descreve a construcdao de
sistemas aperfeigoados para a expressdo de componentes
ortogonais do sitema de traducdo, onde os efeitos de
mutagcdes no gene de sintetase e do promotor de sintetase sao
determinados.

Kobayashi et al. relataram anteriormente que uma
Unica substituigdo de aminodcido de Asp286 para Arg (D286R)
em MJjtRNA-Tyr (CUA) aumentou significativamente a taxa global
de amino-acilacgdo (67 vezes mais alta kcat/Km) de MjtRNA-
Tyr (CUA) in vitro, principalmente devido ao reconhecimento

intensificado (57 vezes mais baixo Km) do anti-cédon (CUA)
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no tRNA supressor ambar pela 'sintetase cognata (Kobayashi et
al., Nat. Struct. Bioi. 10:425-432 (2003)). Usando estas
informag¢des, esta mesma mutacdo D286R foi introduzida no
gene de BpaRS em pYR-BpaRS5 por mutagénese direcionada para
sitios. Na realidade, o mutante D286R de BpaRS levou a um
aumento de 4,5 vezes na atividade de PB-galactosidase (vide
Figura 2).

Um promotor glInS mutante (SEQ ID NO: 12) que tem
uma seqiéncia TATC no lugar de GATC na regido 10 demonstrou
anteriormente aumentar a expressdo génica (Plumbridge e
S611, Biochemie 69:539-541 (1987)). Sabendo isto, o promotor
glnS do tipo selvagem em pYR-BpaRS5 foi substituido pela
forma mutada do promotor glnS, descrita em Plumbridge e S6l1l
em ﬁma entativa para melhorar a eficiéncia do sistema.
Entretanto, depois da insergdo desta seqiiéncia promotora em
pYR-BpaRS5, o seqglienciamento revelou que além da mutacdo
pretendida, mutagdes por delecdo adicionais né&o pretendidas
também foram identificadas. Dentre os mutantes por delecdo
testados quanto & atividade de B-galactosidase, um mutante
especifico, pYR-BpaRS-TRN, que tem uma unica delegdo de
nucleotideo (residuo A na posigdo 15) além da substituicdo
de um nucleotideo pretendida (G para T na posicdo 11) no
promotor glnS, apresentou um aumento de 5 vezes na atividade
de p-galactosidase, em comparagdo com pYR-BpaRS5 (vide
Figura 2). A seqliéncia de nucleotideos completa deste novo
dominio -do promotor glInS mutante, denominado glnS-TR,
identificado deposi do presente seqlienciamento, esté

fornecida em SEQ ID NO: 13.
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" Descriciio . S 'SGQiiéncia Lo gSII‘:v%m‘
[Egaﬂﬁggﬂggg' CGATmmwAxmnmamummcﬂmuwmmwcmumccr 12
Plurbridee o Soll | GTCCCGCTTATAATATCATACGCC :

] CGATTATCAATTTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCT T
Promotor glns TRN GTCCCGCTTTAATATCATACGCC. 13

A expressdao de BpaRS sob o controle da forma
mutada do promotor gInS foi aumentada 2 vezes. Determinado
por andlise Western blotting (vide Figura 4). Um aumento de
1,5 vez adicional na atividade de P-galactosidase foi
observado por combinagdo da substituigdo D286R de BpaRS a o
novo promotor glInS mutante, correspondendo a uma eficiéncia
global de supressao de 57% para pYR-BpaRS-TRN (D286R).

EXEMPLO 3

Geracéo de Sistemas de Expresséo de tRNA
Aperfeigoados

O presente exemplo descreve a construcdo de
sistemas aperfeicoados para a expressdao de cmponentes
ortogonais de sistemas de traducdo, onde os efeitos de
colocar multiplas cépias do MjtRNA-Tyr (CUA) em um operon
policistrénico sdo determinados.

O efeito de multiplas coépias do tRNA supressor
ambar sobre a eficiéncia da supressdo foi observado. Um
operon de MjtRNA-Tyr (CUA) policistrénico que contém trés
cOépias do gene de tRNA supressor &ambar sob controle de um
tnico promotor e terminador proK foi construido.

As trés seqliéncias de O-tRNA tandem no operon
policistrénico foram  separadas umas das outras por
seqgléncias ligantes de tRNA derivadas de seqliéncias ligants

de tRNA de E. coli de ocorréncia natural. Estas seqiiéncias
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ligantes especificas foram escolhidas porque elas contém os
nucleotideos (T-1) e A(7T7). Estas duas posicbes de
nucleotideos em ligantes de tRNA demonstraram ser O&timas
para processamento eficiente de 5 e 3' de precursores de
tRNA em seu contexto nativo (isto é, enddgeno).

O primeiro e segundo genes de MjtRNA-Tyr (CUA) no
operon policistrdnico recombinante s3o separados por um
ligante de tRNA derivado do ligante que ocorre naturalmente
entre os genes do tRNA valU e valX de E. coli (SEQ ID NO:
14). O segundo e o terceiro genes de MjtRNA-Tyr (CUA) no
operon policistrénico recombinante sdo separados por um
ligante de tRNA derivado do ligante que ocofre naturalmente
entre os genes de tRNA ileT e alaT de E. coli (SEQ ID NO:
15). O uso destes ligantes tem uma outra vantagem pratica
pelo fato de que estes polinucleotideos contém sitios de
restrigdo convenientes.

Duas cbpias idénticas do operon de tRNA
policistrdénico sintético que contém trés cédpias do gene de
tRNA supressor foram ligadas para gerar clusters de genescom
seis cépiasdo gene de MjtRNA-Tyr (CUA). Os clusters de genes
montados com trés e seis cépias foram clonados em pYR-BpaRS-
TRN (D286R) para gerar pYR-BpaRS-3TRN(D286R) e pYR-BpaRS-
6TRN (D286R), respectivamente. Quando expressados em E. coli,
estes plasmideos produziram um aumento de 30% e 50% na
expressao de thRNA—Tyr(CUA)( respectivamente, determinado
por analise Northern (vide Figura 3). Este aumento na
expressao de mensagem produziu um aumento de 30-40% na

atividade de B-galactosidase (vide Figura 2).
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Devido ao fato de que os tRNA's de cdédons raros de
E. coli codificados nesses plasmideos podem ser
desnecessadrios para a expressdo da maioria das proteinas,
estes genes de tRNA de E. coli foram removidos do plasmideo
pPYR-BpaRS-6TRN (D286R) (ilustrado na Figura 5). Como
esperado, a eficiéncia de supressdo deste plasmideo,
determinada pelo ensaio de atividade de P-galactosidase in
vitro permaneceu igual aquela de seu plasmideo originéario
(vide Figura 6).

EXEMPLO 4

Expressdo de uma Proteina-Modelo que Compreende um
Aminoéacido Ndo-natural, Usando Sistemas de Expressado
Aperfeicgoados

O presente exemplo descreve a expressdo de uma
proteina-modelo mioglobina do esperma de baleia, que
compreende um aminodcido né&do-natural, usando os sistemas de
expressdo aperfeicoados da invencéo.

Para examinar ainda mais os aperfeicoamentos no
rendimento e fidelidade da incorporacdo de aminodcidos ndo-
naturais em proteinas, usando os sistemas da invencdo, um
mutante de Ser-4 para Bpa da mioglobina do esperma de baleia
(descrita em Chin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
99:11020-11024 (2002)) foi expressada em E. coli. As células
de E. coli TOP1O0 (Invitrogen™) co-transformadas com
pBAD/Myc~His/MB (S4TAG) e pSup-BpaRS-6TRN (D286R) foram
desenvolvidas em meio de Luria-Bertani a 37 °Cma presenca de
Bpa 1 mM. Consistentemente com os dados do ensaio de B-

galactosidase in vivo acima, a mioglobina mutante de
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comprimento inteiro foi produzida com um rendimento
purificado global de 40 mg/L, enquanto que os sistemas
anteriores produziam 2 mg/L de proteina mutante (Chin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11020-11024 (2002)).
Nenhuma proteina mutante foi observada em gel de SDS-PAGE na
auséncia do aminodcido (Figura 6). A espectrometria de
massas MALDI-TOF da mioglobina mutante que contém Bpa no
lugar de Ser-4 deu uma massa média de 18.521, o que estéa de
bom acordo com a massa prevista calculada de 18.520. Nenhuma
evidéncia de qualquer incorporacdo de aminodcido natural na
posicdo 4 foi detectada no espectro de massas.

EXEMPLO 5

Aplicabilidade Ampla dos sistemas de Expressao
Aperfeicoados da Invencéo

O presente exemplo descreve a expressdo de -
galactosidase que compreende quatro aminodcidos ndo-naturais
diferentes, onde os sistemas de expressdo usam sintetases
mtantes diferentes que tém espcificidades de caregamento
para aminodcidos ndo-naturais diferentes.

Para testar a generalidade destes sistemas de
expressdo da invecéo, trés amino-acil-tRNA sintetases
ortogonais adicionais foram testadas no sistema. Estas O-
RS’s especificamente amino-acilam (isto é, caregam) o O-tRNA
MjtRNA-Tyr (CUA) co, alternadamente, p-acetil-L-fenilalanina
(pAcPhe), p-azido-L-fenilalanina (pAzPhe) e p-iodo-L-
fenilalanina (pIPhe) (Figura 1). Estes aminodcidos ndo-
naturais sdo Uteis para experimentos de marcacdo quimica

(Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:56-61 (2003)),
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fotorreticulacdo (Chin et al., J. Am. Chem. Soc. 124:9026-
9027)), e faseamento cristalografico por raios X (Xie et
al., Nat. Biotechnol. 22:1297-1301 (2004)). Os vetores de
expressdo da invencdo, que codificam estes genes mutantes
MjTyrRS, foram construidos subclonando a respectiva O-RS nos
sitios NdeI/PstI de pSup-BpaRS-6TRN(D286R), para produzir os
vetores pSup-pAcPheRS-6TRN, pSup-pAzPheRS-6TRN e pSup-
pIPheRS-6TRN. Como foi o caso com Bpa, quando as células de
E. coli que carregam estes plasmideos sdo desenvolvidas na
presengca destes aminocdcidos (1 mM), o nivel da atividade de
B-galactosidase é similar aquele da P-galactosidase do tipo
selvagem (Figura 7), indicando a produgdo da PB-galactosidase
que compreende o respectivo aminoadcido ndo-natural.

EXEMPLO 6

‘Constru¢des de Plasmideos

pYR-BpaRS1

pPYR-BpaRS1l, um replicon de plS5A que contém um
marcador de resisténcia a cloranfenicol, MjtRNA-Tyr (CUA) sob
controle do promotor Ipp e terminador rrnC, e BpaRS sob
controle do promotor GInS, foi gerado inserindo os genes de
BpaRS e MjtRNA-Tyr (CUA) nos sitios Sacl e Spel do plamideo
PRARE2 (Novagen).

~Gene de MjtRNA-Tyr (CUA) com o Promotor de

Terminador proK

Um operon monocistrdénico de MjtRNA-Tyr (CUA),
contendo o promotor e terminador proK, foi construido por
PCR, wusando quatro oligonucleotideos sintéticos em uma

estratégio de sobreposigdo de PCR, para construir o operbn
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de tRNA inteiro em uma uUnica reacdo de PCR:

' Iniciador _ Seqiiéncia ' : Sl;% ID

GTGCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCAAA

proKPl | 2Gen _ 37
CTTTCTCGCCGATCAARAGGCATTTTGCTATTAAGGGATTGACGA .

proK T1 GGGCGTATCTGCGCAGTAAGA’I‘GCGCCCCGCATTCCGGCGG’I‘AG’I‘ 1 38

: TCAGCAGGGC -

CTTTCTCGCCGATCAARAGGCATTTTGCTATTARGGGATTGACGA _

proK T2 | GGECGTATCTGCGCAGTAAGATGCGCCCCGCATTCCGGCGGTACT 39
TCAGCAGGGC o .

proK P2 | GCATAAGC’I‘I‘ATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTGAGCAGGCTTT’I‘CG 1 40

O amplicon da PCR foi ampliado subsequentemente

por PCR usando 2 iniciadores:

Iniciador . Segiiéncia | - | SEQID
NO:

 proK-F . | AGTCTGATCAGTGCACGGCTAACTAAGCGG - - .| 41

proK-R | GCATCTCGAGATGCAARAAAGCCTGCTCGTTG | 42

0 resultado do amplicon foil iserido entre o sitios
BcII e XhoI (sublinhados) de YR-BpaRSl, para gerar o
plasmideo pYR-BpaRS5.

Promotor glnS Mutante

Um promotor glInS mutante foi construido por PCR,

usando quatro oligonucleotideos sintéticos:
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. - . | SEQID
A cionador Sequencna | T NO:

glnS P1 | CCGAGCTCCCGGGTCATC ~ ) - o 43

nS T1 | CCGAGCTCCCGGGTCATCAATCATCCCCATAATCCTTGTTAGATTATCAAT 44
g TTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCTGTC .

sT2 | GTCCATATGGGATTCCTCAAAGCGTAAACAACGTATAACGGCGTATGATAT | 4 5

gln TATAAGCGGGACAGGCTGACAACTGTTAG
gInS P2 | GTCCATATGGGATTCCTC : o 46

O produto foi inserido entre os sitios Xmal e Ndel
de pYRBpaRS5. Inumeros clones foram triados com um ensaio de
atividade de lacZ in .vivo e um mutante por delecdo
especifico com uma uUnica base e atividade melhorada foi
identificado e seqgienciado (denominado pYR-BpaRS-TRN).

Cassetes de Genes de tRNA Tandem

Duas seqiéncias 1ligantes de tRNA, gue ocorrem
naturalmente entre os genes valU e valX (SEQ ID NO: 14 e
entre os genes ileT e alaT (SEQ ID NO: 15) no genoma de E.
coli, foiram usadas como espacadores entre os genes de
MjtRNA-Tyr (CUA). Estas seqiéncias ligantes contém os sitios
de restrigdo BsmAI e Earl aos quais os genes de MjtRNA-
Tyr (CUA) foram ligados. Estas seqiiéncias flanqueadoras
contém tmbém residuis T(-1) e A(77), que sdo 6timos para o
processamento eficiente de 5" e 3’ dos precursores de tRNA. O
gassete de genes de tRNA foi ampliado por PCR, usando trés

conjuntos de iniciadores:

Conjunto 1

-Acionador ' Segiinca ... - SI;J\I%ID

Li_gantePl gggCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCAAAA - 47

Ijgante | 0 %‘éCACGGCGGAGAC’I‘ACATAAAGTAG’I‘TGGTCCGGCGGGCCGGA’I‘I‘ 48
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" Conjunto?2 _

. a . . : ' | SEQID
Acionador _ Segiiéncia | 'NoO:
Ligante P3 GTAGTCTCCGCCGTGTAGCAAGAAATTGAGAAGTCCGGCGGTAGTT 49

CAGCAG

. AAACCTCTTCAAATTTGCCGTGCAAATTTGGTCCGGCGGGCCGGAT
Ligante P4 | ..~ 50
: » : Conjunto3 :

Adomador | Seqitnm | SEQD
. GCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTATCCGGCGGTAGTTCA -
LigantePS | ochc 51

proK-R | GCATCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTG 52

O produto de cada conjunto foi digerido com BsmAI
(Conjunto 1), EarlI (Conjunto 2), ou ambos (conjunto 3). A
ligacdo destes trés fragmentos de restricdo produziu um
operon de tRNA policistrdnico que contém trés cédpias do gene
de tRNA conectadas por duas seqiéncias ligantes de
ocorréncia natural diferentes. O cluster de genes resultante

foi ampliado por PCR, usando dois conjuntos de iniciadores;

Set 4 »

Acionador | . Seqiiéncia . . ' ng%PD
TandemP1 | ATCAGTGCACGGCTAACTAAGCGG - 53
TandemP2 | GCTGGCATGCATGCAAAARAGCCTGCTCGTTGAGC 54

T | Set 5 -
— _ A e - “SEQ ID
Acionador o Segiiéncia . NO:
Tandem P3 A'I‘CAGCATGCGGC’I‘AACTAAGCGGCC’I‘GCTG 55
TandemP4 | GCTGCTCGAGATGCAAARAAGCCTGC 56

Os produtos da PCR a partir dos conjuntos 4 e 5

foram digeridos com SphlI e ligados entre si para gerar uma
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montagem de genes de tRNA tandem wunidirecionais, que
consiste em dois operons de tRNA policistrénicos idénticos,
cada um codificando trés genes de tRNA sob controle de um
unico promotor e terminador proK. Cada cluster de genes de
tRNA, que contém uma ou duas cbpias idénticas do operon de
tRNA policistrdnico, foi clonado nos sitios ApalLl e XhoI de
pYR-BpaRS-TRN, para produzir pYR-BpaRS-3TRN e pYR-BpaRS-
6TRN, respectivamente.

Plasmideos pSup

Cada um dos doze genes do tRNA de E. coli, que
eram originalmente codificados no plasmideo pRARE2, foram
removidos de pYR-BpaRS-6TRN(D286R) por digestdo com Spel e
DrdI, e em seguida, tratamento com nuclease de feijdo-mungo.
A religagcdao dos vetores linearizados gerou pSup-BpaRS-
6TRN (D286R) . Os genes de MjtRNA-Tyr (CUA) mutantes para p-
acetil-L-fenilalanina, p-azido-L-fenilalanina e p-iodo-L-
fenilalanina foram subclonados a partir de seus plasmideos
PBK correspondentes nos sitios Ndel e Pstl de pSup-BpaRS-
6TRN (D286R), para gerar pSup-pAcPheRS-6TRN,pSup-pAzPheRS~
6TRN e pSup-plodoPheRS-6TRN, fespectivamente.

Plasmideo Repérter lacZ e Ensaio da Atividade de
B-Galactosidase in vivo

O cbébdon de fenilalanina (TCC) no residuo 13
(sublinhado) da seqiiéncia lider (MDPLVTAASVLEFGLFET; SEQ ID
NO: 57) localizada a montante do gene lacZ de pBAD/Myc-
His/LacZ (Invitrogen™) foi mutada para um cédon &mbar (TAG)
por mutagénese direcionada para sitio, para produzir um

plasmideo repésrter Lacz PBAD/Myc-His/LacZ (TAG) . Este
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plasmideo foi co-transformado com cada plasmideo supresor em
células de E. coli TOP1l0 (Invitrogen™). As células foram
incubadas a 37 °C de um dia para o outro em meio de Luria-
Bertani, contendo 0,02% de arabinose e aminodcido néao-
natural 1 mM. A atividade de LacZ (P-galactosidase) foi
medida de acordo com o método descrito por Miller (Miller,
J.H. "“Experiments in Molecular Genetics (cold Spring Harbor
Laboratory, New York, (1972)).

EXEMPLO 7

Metodologias Genéricas

Células de E. coli XL1l1-Blue (Stratagene) foram
usadas para clonar e manter plasmideos. A DNA polimerase
PfuUltra™ High-Fidelity (Stratagene®) foi wusada para a
reacao de polimerase em cadeia (PCR). O kit de mutagénese
direcionada para sitios QuikChange® (Stratagene®) foi usado
para a mutagénese direcionada para sitios. As seqiiéencias de
todos plasmideos construidas foram verificadas por
seqlenciamento.

Expressdo de Proteinas

Um gene de mioglobina do esperma de baleia,
mutante, marcado com hexa-histidina no terminal C, com um
cédon ambar na posicdo 4 (Ser-4), foi inserido a partir de
PBAD-JYAMB-4TAG entre os sitios Ncol e KpnI de pBAD/Myc-His
(Invitrogen™), para gerar pBAD/Myc-His/MB (S4TAG) . 0
plasmideo foi co-transformado com pSup-BpaRS-6TRN(D286R) em
E. coli TbPlO (Invitrogen™). As células foram incubadas a
37 °C em LB contendo 100 mg/mL de carbenicilina, 50 mg/mL de

cloranfenicol e Bpa 1 mM. A DOgyp = 0,6, as células foram
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induzidas pela adigao de 0,2% de arabinose e incubadas por
12 h. As células foram colhidas por centrifugacdo e lisadas

® (Novagen®). A proteina obtida a

com o reagente BugBuster
partir de corpos de inclusdo foi purificada com a resina de
afinidade por metais TALON® (Contech®) sob condicdes
desnaturantes, de acordo com o protocolo do fabricante. A
proteina purificada foi concentrada por ultrafiltracgdo e
analisada por espectrometria de massas MALDI-TOF. A

concentracao da proteina foi medida pelo método de Bradford.

Andlise Northern

Células de E. coli TOP10 (Invitrogen™)
transformadas com cada plasmideo de supressdao foram
incubadas em LB a 37 °C. Em DOgg = 0,8, as células foram
colhidas. O tRNA total foi isolado por extracdo com fenol e
fracionamento com isopropanol, como descrito anteriormente
(Deutscher e Hilderman, “Isolation and artial
characterization of Escherichia coli mutants with low levels»
of transfer ribonucleic acid nucleottidyltransferase”, J.
Bacteriol. 118:621-627 (1974)). As amostras de RNA foram
separadas em um gel de poliacrilamida desnatrante a 15% e
transferidas para a membrana GeneScreen Plus®
(PerkinElmer®). A membrana foi hibridizada de um dia para o
outro a 55 °C com:

5'-biotina-CCCTGCTGAACTACCGCC-3' (SEQ ID NO: 58).

Analise Western da Express&o de Bpa

Um gene de BpaRS marcado com hexa-histidina no
terminal C foi construido por PCR e inserido entre os sitios

NdeI e PstI de pYR-BpaRS5 e pYR-BpaRS-TRN para gerar pYR-
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BpaRS5(c-His) e pYR-BpaRS-TRN(C-His), respectivamente. As
células de E. coli TOP1l0 transformadas com cada plasmideo
foram incubadas em LB a 37 °C. As células foram colhidas a
DOg¢oo = 1 e lisadas com reagente BugBuster. A proteina total
foi separada em gel de poliacrilamida a 10% e transferidas
para uma membrana de PVDF (Invitrogen). A membrana foi
hibridizada com conjugado de HRP/anticorpo Anti-His(terminal
C) (Invitrogen) e detectada por quimioluminescéncia.

Deve-se entender que os exemplos e modalidades
aqui descritas s&do meramente com propdsitos ilustrativos e
que varias modificac¢des ou mudancas, & 1luz delas, serdo
sugeridas pelos versados nessas técnicas e estdo incluidas
dentro do espirito e ambito deste pedido de patente e do
dmbito das reivindicacdes apensadas.

Embora a invencgcdo precedente tenha sido descrita
mais detalhadamente com propdsitos de clareza e compreensio,
deve ficar evidente para os versados nessas técnicas a
partir da leitura deste relatério descritivo gque varias
mudan¢gas na forma e no detalhe podem ser feitas sem fugir do
verdadeiro &mbito da invengdo. Por exemplo, todas técnicas e
aparelhos descritos acima pédem ser suados em varias
combinacgdes. Todas publicacgdes, patentes, pedidos de
patente, e/ou outros documentos citados neste pedido de
patente sdo incorporados como refer~enci em sua totalidade
com todos os propdésitos e até o mesmo grau caso cada
publicagdo, patente, pedido de patente e/ou outro documento
fosse indicado individualmente para ser incorporado como

referéncia pra todos propdsitos.
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REIVINDICACOES

1. Composig¢do que compreende uma construcdo de
acido nucléico, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

(a) seqliiéncias de nucleotideos promotoras e
terminadoras derivadas de um gene de tRNA de prolina de
Escherichia coli e uma -sequéncia de nucleotideos
expressavel, onde as ditas seqgliéncias promotoras e
terminadoras estdo ambas ligadas operacionalmente & dita
seqliéncia de nucleotideos expressavel, e onde a dita
seqliiéncia de nucleotideos expressavel é heterdloga as ditas
seqliéncias de nucleotideos promotoras e terminadoras;

(b) uma seqiéncia de nucleotideos promotora
correspondente a um promotor glInS de E. coli modificado que
tem uma seqléncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 13 e uma
seqliéncia de nucleotideos expressével, onde a dita seqiiéncia
de nucleotideo do promotor glnS de E. coli modificado esté
ligada operacionalmente & dita seqiiéncia de nucleotideos
expressavel;

(c) uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica
que codifica um tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma sequéncia de
nucleotideos que <codifica uma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal (O-RS), onde a dita O-RS preferncialmente amino-
acila o dito O-tRNA com um aminoacido ndo-natural; ou

(d) um operon policistrdénico que compreende uma
pluralidade de seqgiéncias de nucleotideos do gene de tRNA,
onde pelo menos um gene de tRNA é separado de pelo menos um
gene de tRNA adjacente por um ligante de polinucleotideos

heterdlogo derivado de um ligante de polinucleotideo de
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ocorréncia naturalde um operon de tRNA de ocorréncia
natural.

2. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita construgdo compreende
(a) e também (b), onde as ditas seqiiéncias de nucleotideos
expressaveis em (a) e (b) sdo diferentes.

3. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita construcdo compreende
(a), (b) e (c), onde a dita seqgiiéncia de nucleotideos
expressavel em (a) codifica o dito O-tRNA, e onde a dita
seqiéncia de nucleotideos expressavel em (b) codifica a dita
O-RS.

4. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que o dito gene de tRNA de
prolina de E. coli é selecionado entre os genes de tRNA
proK, proL e proM de E. coli.

5. Composig¢do, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que as ditas seqiiéncias
promotoras e terminadoras de tRNA de prolina de E. coli
derivadas das seqliéncias promotoras e terminadoras de prokK
de E. coli fornecidas em SEQ ID NOS: 32 (promotora) e 33
(terminadora), respectivamente.

6. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita seqgiéncia de
nucleotideos expressavel em (a) é um operon policistrénico
que compreende uma pluralidade de uma ou mais seqiiéncias de
nucleotideos.

7. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
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CARACTERIZADA pelo fato de que a dita seqiéncia de
nucleotideos expressavel em (a) codifica um tRNA.

8. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que o dito tRNA é derivado de um
ou mais tRNA's de Archaea.

9. Composic¢ao, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que o dito tRNA é codificado por
uma seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-
Tyr (CUA) ) .

10. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 7,
CARACTERIZADA pélo fato de que a dita seqiéncia de
nucleotideos expressavel ¢é um operon policistrénico que
compreende uma pluralidade da seqiiéncia de nucleotideos de
SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)).

11. Composigdo, de acordo com a reivindicacao 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita seqiiéncia de
nucleotideos expressdvel ¢é uma pluralidade do dito operon
policistrénico.

12. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita seqiéncia de
nucleotideos expressavel de (b) codifica um polipeptideo.

13. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita seqiéncia de
nucleotideos expressavel de (b) codifica uma amino-acil-tRNA
sintetase.

14. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de -que a dita segqgiiéncia de

nucleotideos expressavel de (b) codifica uma amino-acil-tRNA
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sintetase ortogonal (O-RS), onde a dita O-RS
preferencialmente amino-acila um O-tRNA correspondente com
um aminodcido ndo-natural.

15. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 14,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita O-RS é derivada de uma
amino-acil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.

l6. Composigdo, de acordo com a reivindicagédo 14,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita O-RS é derivada de uma
tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.

17. Composigdo, de acordo com a reivindicacgdo 16,
CARACTERIZADA pelo fato de que a dita O-RS tem .uma
substituigdo de acido aspartico para arginina na posigdo do
aminoacido 286 ou em uma posigdo andloga a posicdo 286, em
relagdo a seqiéncia de aminoacidos de tirosil-tRNA sintetase
do tipo selvagem de Methanococcus jannaschii fornecida em
SEQ ID NO: 2 (MjtRNA-TyrRS do tipo selvagem).

18. Célula hospedeira, CARACTERiZADA pelo fato de
que compreende a composigdo de acordo com a reivindicacédo 1.

19. Célula hospedeira, de acordo com a
reivindicagdo 18, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita
célula hospedeira é uma célula hospedeira eubacteriana.

20. Célula hospedeira, de acordo com a
reivindicagdo 18, CARACTERIZADA pelo fato de gque a dita
célula hospedeira €& uma célula de E. coli.

21. Composicdao, de acordo com a reivindicagéovl,
CARACTERIZADA pelo fato de que 6 dito operon policistrénico
de (d) compreende uma pluralidade de ligantes de

polinucleotideos heterdlogos idénticos.



10

15

20

25

22. Composicdo, de acordo com a reivindicacgdo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que o dito operon policistrénico
de (d) compreende uma pluralidade de ligantes de
polinucleotideos heterdélogos, onde pelo menos dois dos
ligantes de polinucleotideos heterélogos sdo diferentes.

23. Composicgdo, de acordo com a reivindicacédo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que o dito ligante de
polinucleotideo heterdlogo de (d) compreende um nucleotideo
timidina no terminal 5/, um nucleotideo adenosina "no
terminal 3, ou um nucleotideo timidina no terminal 5 e
também um nucleotideo adenosina no terminal 3'.

24. Composicdo, de acordo com a reivindicacéao
1(d), CARACTERIZADA pelo fato de que o dito ligante de
polinucleotideo heterdélogo é derivado de um ligante de
polinucleotideo de ocorréncia natural localizado entre os
genes de tRNA de Escherichhia coli endbgenos selecionados

entre: valU e valX; 1ileT e alaT; serV e argV, valV e valW;

glyT e thrT; metT e leuW; glnW e metU; hisR e leuT; glnU e

glnW; leuP e leuV,. glnV e glnX; alaW e alaX; 1leU e alaU;
ileV e alaV; metU e glnV; glyW e cysT; argX e hisR; e argY e
argz.

25. Composigdo, de acordo com a reivindicacéao

fu—
~

CARACTERIZADA pelo fato de que o dito 1ligante de
polinucleotideo heterdélogo de (d) é derivado da sedﬁéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante valU/valX) ou 15
(ligante ileT/alaT). |

26. Sistema de tradugdo para a expressdo de um

polipeptideo de interesse, compreendendo pelo menos um
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aminodcido ndo-natural em uma posicédo especificada,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sistema compreende:

(a) um aminoacido ndo-natural;

(b) uma construcdo de &cido nucléico, sendo que a
dita construcdo compreende uma seqiiéncia de nucleotideos que
codifica um tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma seqiéncia de
nucleotideos que codifica wuma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal (O-RS), onde a dita O-RS preferencialmente amino-
acila o dito O-tRNA com o dito amino&cido n&o-natural; e

(c) um polinucleotideo que <codifica o dito
polipeptideo de interesse, sendo que o dito polinucleotideo
compreende pelo menos um cédon seletor que ¢é reconhecido
pelo dito O-tRNA, onde a posicdo do cdédon seletor no
polinucleotideo controla a posicéo especificada do

aminodcido ndo-natural no polipeptideo de interesse depois

da expressdo do polinucleotideo para produzir o
polipeptideo.
27. Sistema de traducéao, de acordo com a

reivindicagcao 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita
construgdo de &cido nucléico compreende pelo menos um entre:
(i) seqgliéncias de nucleotideos promotora e
terminadora derivadas de um gene de tRNA de prolina de
Escherichia coli, onde as ditas seqliéncias promotora e
terminadora estdo ambas ligadas operacionalmente a dita
seqiéncia de nucleotideos que compreende ou codifica o dito
O-tRNA, e onde o dito O-tRNA é heterdlogo as ditas
seqgiiéncias de nucleotideos promotora e terminadora;

(ii) uma seqiiéncia de nucleotideos correspondente
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a um promotor glnS de E. coli modificado que tem uma
seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 13, onde a dita
seqiéncia de nucleotideos do glnS de E. coli modificado esté
ligada operacionalmente a dita seqiéncia de nucleotideos que
codifica a dita O-RS; e

(1i1) um operon policistrdnico que compreende
uma pluralidade das ditas seqtiéncias de nucleotideos do gene
de O-tRNA, onde pelo menos um gene de O-tRNA é separado de
pelo menbs um gene de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideo heterdlogo derivado de um ligante de
polinucleotideo de ocorréncia natural de um operon de tRNA
de ocorréncia natural.

28. Sistema de traducgao, de acordo com a
reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que o dito gene
de tRNA de prolina de E. coli é selecionado entre os genes
de tRNA proK, proL e proM de E. coli.

29. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicagcdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que as ditas
seqiiéncias promotoras e terminadoras de tRNA de prolina de
E. coli sd@o derivadas das seqliéncias promotoras e
terminadoras de proK de E. coli fornecidas em SEQ ID NOS: 32
(promotora) e 33 (terminadora), respectivamente.

30. Sistema de tradugcdao, de acordo com a
reivindicagdao 27, CARACTERIZADO pelo fato de que o dito
operon policistrdnico compreende uma pluralidade de ligantes
de polinucleotideos heterdlogos idénticos.

31. Sistema de traducao, de acordo com a

reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que o dito
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operon policistrénico compreende uma pluralidade de ligantes
de polinucleotideos heterdélogos, onde pelo menos dois dos
ligantes de polinucleotideos heterdélogos sdo diferentes.

32. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicagcdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que dito
ligante de polinucleotideo heterdélogo compreende um
nucleotideo timidina no terminal 5', ou um nucleotideo
adenosina no terminal 3, ou um nucleotideo timidina no
terminal 5" e também um nucleotideo adenosina no terminal 3'.

33. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que dito
ligante de polinucleotideo heterdélogo é derivado do ligante
de polinucleotideo de ocorréncia natural localizado entre os
genes de tRNA de Escherichhia coli enddgenos selecionados
entre: valU e valX; ileT e alaT; serV e argV,; valV e valW;
glyT e thrT; metT e leuW,; glnW e metU,; hisR e leuT; glnU e
glnW; leuP e leuV,; glnV e glnX; alaW e alaX; ileU e alaU;
ileV e alaV; metU e glnV; glyW e cysT; argX e hisR; e argY e
argz.

34. Sistema de traducgao, de acordo com a
reivindicacdo 27, CARACTERIZADO rpelo fato de que dito
ligante de ©polinucleotideo heterdélogo ¢é derivado da
seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante
valU/valX) ou 15 (ligante ileT/alaT).

35. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que o dito O-
tRNA é derivado de um ou mais tRNA's de Archaea.

36. Sistema de traducéo, de acordo com a
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reivindicacédo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a seqiiéncia
de nucleotideos que codifica wum O-tRNA ¢é um operon
policistrdnico que compreende uma pluralidade de seqiiéncias
de nucleotideos que codificam um O-tRNA.

37. Sistema de traducao, de acordo com a
reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita
segiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA compreende
uma seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-
Tyr (CUA)) .

38. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita
seqiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA é um operon
policistrdnico que compreende uma pluralidade da segqgiiéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)).

39. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita O-RS
€ derivada de uma amino-acil-tRNA sintetase de Methanococcus
jannaschii.

40. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicag¢ao 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita O-RS
é derivada de uma tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus
jannaschii.

41. Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita O-RS
tem uma substituicdo de acido aspartico para arginina na
posi¢cdo do aminoacido 286 ou em uma posigéb andloga a
posigcdo 286, em relagdo a seqiéncia de aminoadcidos de

tirosil-tRNA sintetase do tipo selvagem de Methanococcus
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jannaschii fornecida em SEQ ID NO: 2 (MjtRNA-TyrRS do tipo
selvagem) .

42. Sistema de tradugéo, de acordo com a
reivindicagao 26, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
uma célula hospedeira que compreende (a), (b) e (c).

43. Sistema de traducéao, de acordo com a
reivindicag¢do 42, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita
célula hospedeira é uma célula hospedeira eubacteriana.

44, Sistema de traducéo, de acordo com a
reivindicacdo 42, CARACTERIZADO pelo fato de que a dita
célula hospedeira é uma célula de E. coli.

45. Método para produzir, em uma célula
hospedeira, um polipeptideo de interesse que compreende um
aminoacido ndo-natural em uma posigédo especificada,
CARACTERIZADO pelo fato de que o método compreende:

(a) disponibilizar:

(i) um aminodcido ndo-natural;

(ii) uma construgdo de acido nucléico que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma seqliéncia de nucleotideos que
codifica uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (0-RS),
onde a dita O-RS preferencialmente amino-acila o dito O-tRNA
com o dito aminoacido ndo-natural; e

(ii1i) unlvpolinucleotideo que codifica o dito
polipeptideo de interesse, sendo que o dito polinucleotideo
compreende pelo menos um cddon seletor que é reconhecido
pelo dito O-tRNA, onde a posicdo do cdédon seletor se

correlaciona com a posicdo especificada do aminocdcido ndo-
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natural no polipeptideo de interesse;

(iv) uma célula hospedeira que compreende (i),
(ii) e (iii); e

(b) desenvolver a dita célula hospedeira; e

(c) incorporar o dito aminodcido ndo-natural na
posicdo especificada no dito polipeptideo durante a traducdo
do dito polipeptideo na dita célula hospedeira, produzindo
desta forma o dito polipeptideo de interesse que compreende
o dito aminodcido ndo-natural na posicdo especificada.

46. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construcdo de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA
derivado de um ou mais tRNA's de Archaea.

47. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de &acido nucléico_compreende disponibilizar
um operon policistrdnico que compreende uma pluralidade de
seqiéncias de nucleotideos que codificam uma ou mais
espécies de O-tRNA.

48. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita‘disponibilizagao de
uma construcdao de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1
(MjtRNA-Tyr (CUA)) .

49. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,

CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacgdo de
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uma construgcdo de acido nucléico compreende disponibilizar
um operon policistrdnico que compreende uma pluralidade da
seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)).

50. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgcdo de acido nucléico compreende disponibilizar
uma sequiéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS derivada
de uma amino-acil-tRNA sintetase de Methanococcus
jannaschii.

51. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgcdo de &cido nucléico compreende disponibilizar
uma seqgiiéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS derivada
de uma tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.

52. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacgdo de
uma construcgdo de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS que tem
uma substituigdo de &cido aspartico para arginina na posicédo
do aminoadcido 286 ou em uma posig¢do andloga a posicdo 286,
em relagdo a seqgliéncia de aminodcidos de tirosil-tRNA
sintetase do tipo selvagem de Methanococcus jannaschii
forneéida em SEQ ID NO: 2 (MjtRNA-TyrRS do tipo selvagem).

53. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construg¢do de éacido nucléico compreende disponibilizar
pelo menos um entre:

(I) seqiéncias de nucleotideos promotora e
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terminadora derivadas de um gene de tRNA de prolina de
Escherichia coli, onde as ditas seqiéncias promotora e
terminadora estao ambas ligadas operacionalmente a dita
seqiéncia de nucleotideos que codifica o dito O-tRNA, e onde
a dita seqiéncia de que codifica o dito O-tRNA é heterdloga
as ditas seqiéncias promotora e terminadora;

(II) uma seqiiéncia de nucleotideos promotora
correspondente a um promotor glInS de E. coli modificado,
onde a dita seqiéncia de nucleotideos do glnS de E. coli
modificado esta ligada operacionalmente a dita seqiiéncia de
nucleotideos que codifica a dita O-RS; e

(I1II) um operon policistrdnico que compreende
uma pluralidade das ditas seqiiéncias de nucleotideos do gene
de O-tRNA, onde pelo menos um gene de O-tRNA é éeparado de
pelo menos um gene de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideo heterdlogo derivado de um ligante de
polinucleotideo de ocorréncia natural de um operon de tRNA
de ocorréncia natural.

54. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de Acido nucléico de (I) compreende
disponibilizar seqliéncias de nucleotideos correspondentes as
seqliéncias promotora e terminadora do tRNA de prolina de
Escherichia coli, sendo o dito tRNA de prolina de E. coli
selecionado entre o tRNA proK, proL e proM de E. coli.

55. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de

uma construcdo de adcido nucléico de (I) compreende
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disponibilizar seqgiiéncias de nucleotideos correspondentes as
seqliéncias promotora e terminadora do tRNA de prolina de
Escherichia coli, as ditas seqiéncias promotoras e
terminadoras de tRNA de prolina de E. coli compreendendo as
seqliéncias promotoras e terminadoras de proK de E. coli
fornecidas em SEQ ID NOS: 32 (promotora) e 33 (terminadoré),
respectivamente.

56. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de um
operon policistrdnico de (III) compreende disponibilizar uma
pluralidade de 1ligantes de polinucleotideos heterdlogos
idénticos.

57. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de um
operon policistrdénico de (III) compreende disponibilizar uma
pluralidade de 1ligantes de polinucleotideos heterélogos,
onde pelo menos dois dos ligantes de polinucleotideos
heterdlogos sdo diferentes.

58. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacédo de um
operon policistrénico de (III) compreende disponibilizar um
ligante de polinucleotideo heterdélogo que compreende um
nucleotideo timidina no terminal 5, um nucleotideo
adenosina no terminal 3', ou um nucleotideo timidina no
terminal 5 e também um nucleotideo adenosina no terminal 3’.

59. Método, de acordo  com a reivindicac¢do 53,
éARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de um

operon policistrdénico de (III) compreende disponibilizar um
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ligante de polinucleotideo heterélogo derivado do ligante de
polinucleotideo de ocqrréncia natural localizado entre os
genes de tRNA de Escherichhia coli endbégenos selecionados
entre: valU e valX; ileT e alaT; serV e argV; valV e valW;
glyT e thrT; metT e leul; glnW e metU; hisR e leuT; glnU e
glnW; leuP e leuV; glnV e glnX; alaW e alaX; ileU e alaU;,
ileV e alaV; metU e glnV,; glyW e cysT; argX e hisR; e argY e
argz.

60. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
CAﬁACTERIZADO pelo fato de que a dita diqunibilizagéo de um
operon policistrdnico de (III) compfeende disponibilizar um
ligante de polinucleotideo heterdélogo derivado da seqiiéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante valU/valX) ou 15
(ligante ileT/alaT).

| 61. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacao de
uma célula hospedeira compreende disponibilizar uma célula
hoépedeira eubacteriana.

62. Método, de acordo com a reivindicacdo 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizagéo de
uma célula hospedeira compreende disponibilizar uma célula
hospedeira de Escherichia coli.

63. Método para produzir, em uma célula
hospedeira, um polibeptideo de interesse que compreende um
aminoacido ndo-natural em uma posigado especificada,
CARACTERIZADO pelo fato de qﬁe o método compreende:

(a) disponibilizar:

(1) um aminocacido ndo-natural;
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(ii) uma construcéo de acido nucléico que
compreende uma seqliéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA);

(iidi) uma construgdo de Aacido nucléico que
compreende seqiéncia de“nucleotideos que codifica uma amino-
acil-tRNA sintetase ortogonal (0O-RS), onde a dita O-RS
preferencialmente amino-acila o dito O-tRNA com o dito
aminoécido ndo-natural;

(iv) um polinucleotideo que <codifica o dito
polipeptideo de interesse, sendo que o dito polinucleotideo
compreende pelo menos um cdédon seletor que é reconhecido
pelo dito O-tRNA, e onde a posicdo do cdédon seletor se
correlaciona com a posicdo especificada do aminocdcido néo-
natural no polipeptideo de interesse; e

(v) uma célula hospedeira que compreende (i),
(ii) e (iii) e (iv);

onde as ditas construcgdes de &acidos nucléicos de
(ii) e (iii) compreendem coletivamente pelo menos um entre:

(I) seqliéncias de nucleotideos promotora e
terminadora derivadas de um gene de tRNA de prolina de
Escherichia coli, onde as ditas seqiiéncias promotora e
terminadora estdo ambas 1ligadas operacionalmente a dita

seqliiéncia de nucleotideos que codifica o dito O-tRNA, e onde

~a dita seqiéncia de nucleotideos que codifica o dito O-tRNA

€ heterdloga as ditas seqliéncias promotora e terminadora;
(II) uma seqiéncia de nucleotideos promotora
correspondente a um promotor glnS de E. coli modificado que

tem a seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 13, onde a
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dita seqgiiéncia de nucleotideos do glnS de E. coli modificado
esté ligada operacionalmente a dita seqliéncia de
nucleotideos que codifica a dita O-RS; e

(II1) um operon policistrdnico que compreende
uma pluralidade das ditas seqliéncias de nucleotideos do gene
de O-tRNA, onde pelo menos um gene de O-tRNA é separado de
pelo menos um gene de O-tRNA adjacente por um ligante de
polinucleotideo heterdlogo derivado de um operon de tRNA de
ocorréncia natural.

(b) desenvolver a dita célula hospedeira; e

(c) 1incorporar o dito aminodcido n&do-natural na
posigdo especificada no dito polipeptideoc durante a traducédo
do dito polipeptideo na dita célula hospedeira, produzindo
desta forma o dito polipeptideo de interesse que compreende
o dito aminoacido ndo-natural na posicdo especificada.

64. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de &cido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiiéncia de nucleotideos que <codifica um O-tRNA
derivado de um ou mais tRNA's de Archaea.

65. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma constru¢do de A&acido nucléico compreende disponibilizar
um operon policistrédnico que compreende uma pluralidade de
seqiiéncias de nucleotideos que codificam uma ou mais
espécies de O-tRNA. |

66. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,

CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
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uma construcdo de écido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica um O-tRNA que
compreende uma seqiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1
(MjtRNA-Tyr (CUA)) .

67. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de &cido nucléico compreende disponibilizar
um operon policistrdédnico que compreende uma pluralidade da
seqgiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 (MjtRNA-Tyr (CUA)).

68. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgcdo de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqliéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS derivada
de uma amino-acil-tRNA sintetase de Methanococcus
jannaschii.

69. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiiéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS derivada
de uma tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.

70. Métddo, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacédo de
uma construg¢do de acido nucléico compreende disponibilizar
uma seqiéncia de nucleotideos que codifica uma O-RS que tem
uma substituigdo de acido aspartico para argininé na posicéo
do aminoacido 286 ou em uma posigdo analoga a posigédo 286,
em relagdo a seqiiéncia de aminodcidos de tirosil-tRNA

sintetase do tipo selvagem de Methanococcus jannaschii
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fornecida em SEQ ID NO: 2 (MjtRNA-TyrRS do tipo selvagem).

71. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de 4cido nucléico de (I) compreende
disponibilizar seqliéncias de nucleotideos correspondentes as
seqiéncias promotora e terminadora do tRNA de prolina de
Escherichia coli, sendo o dito tRNA de prolina de E. coli
selecionado entre o tRNA proK, proL e proM de E. coli.

72. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construcdo de acido nucléico de (I) compreende
disponibilizar seqgiliéncias de nucleotideos correspondentes as
seqliéncias promotora e terminadora do tRNA de prolina de
Escherichia coli, as ditas seqiéncias promotoras e
terminadoras de tRNA de prolina de E. coli compreendendo as
seqliéncias promotoras e terminadoras de proK de E. coli
fornecidas em SEQ ID NOS: 32 (promotora) e 33 (terminadora),
respectivaﬁente.

73. Método, de acordo com a reivindicagdao 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma construgdo de acido nucléico de (III) compreende
disponibilizar uma pluralidade de ligantes de
polinucleotideos heterélogos idénticos.

74. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,

CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de

uma construcdo de acido nucléico de (III) compreende
disponibilizar uma pluralidade de ligantes de

polinucleotideos heterdélogos, onde pelo menos dois dos
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ligantes de polinucleotideos heterdlogos sdo diferentes.

75. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de um
operon policistrénico de (III) compreende disponibilizar um
ligante de polinucleotideo heterdlogo gque compreende um
nucleotideo timidina no terminai 57, um nucleotideo
adenosina no terminal 3, ou um nucleotideo timidina no
terminal 5" e também um nucleotideo adenosina no terminal 3’.

76. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de Que a dita disponibilizacdo de um
operon policistrdénico de (III) compreende disponibilizar um
ligante de polinucleotideo heterélogo derivado do ligante de
polinucleotideo de ocorréncia natural localizado entre os
genes de tRNA de Escherichhia coli enddgenos selecionados
entre: valU e valX; ileT e élaT; serV e argV; valV e valW;,
glyT e thrT; metT e leuW; glnW e metU; hisR e leuT; glnU e
glnw; leuP e leuV,;, glnV e glnX; alaW e alaX, ileU e alaU,
ileV e alaV; metU e glnV; glyW e cysT,; argX e hisR; e argY e
argz.

77. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de um
operon policistrdnico de (III) compreende disponibilizar um
ligante de polinucleotideo heterélogo derivado da seqgiiéncia
de nucleotideos de SEQ ID NO: 14 (ligante valU/valX) ou 15
(ligante ileT/alaT).

78. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de

uma célula hospedeira compreende disponibilizar uma célula



10

15

20

25

21

hospedeira eubacteriana.

79. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita disponibilizacdo de
uma célula hospedeira compreende disponibilizar uma célula
hospedeira de Escherichia coli.

80. Método para produzir um sistema de traducdo
para a expressao de um polipeptideo de interesse que
compreende pelo menos um aminodcido ndo-natural em uma
posigao especificada, CARACTERIZADO pelo fato de que o
método compreende disponibilizar:

(a) um aminodcido n&o-natural;

(b) uma construcdo de a&cido nucléico, sendo que a
dita construgdo compreende uma seqgiiéncia de nucleotideos que
codifica um tRNA ortogonal (O-tRNA) ‘e uma seqliéncia de
nucleotideos que codifica uma amino-acil-tRNA sintetase
ortogonal (O-RS), onde a dita O-RS preferencialmente amino-
acila o dito O-tRNA com o dito aminodcido n&o-natural; e

(c) um polinucleotideo que <codifica o dito
polipeptideo de interesse, sendo que o dito polinucleotideo
compreende pelo menos um cédon seletor que ¢é reconhecido
pelo dito O-tRNA, onde a posicdo do cdédon seletor no
polinucleotideo controla a | posicgédo especificada do
aminoacido ndo-natural no polipeptideo de interesse depois
da expressao do polinucleotideo para produzir o
polipeptideo.

81. Método> de acordo com a reivindicacdo 80,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende uma célula

hospedeira que compreende (a), (b) e (c).
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82. Método para produzir um polipeptideo de
interesse que compreende um aminodcido nd&o-natural em uma
posicdo especificada, CARACTERIZADO pelo fato de que o
método compreende:

(a) disponibilizar um sistema de traducédo, sendo
que o dito sistema de tradugdo compreende:

(i) um aminoacido ndo-natural;

(ii) uma construcao de acido nucléico que
compreende uma seqliéncia de nucleotideos que codifica um
tRNA ortogonal (O-tRNA) e uma sequiéncia de nucleotideos que
codifica uma amino-acil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS),
onde a dita O-RS preferencialmente amino-acila o dito O-tRNA
com o dito aminocdcido ndo-natural; e

(1i1) um polinucleotideo gque codifica o dito
polipeptideo de interesse, sendo que o dito polinucleotideo
compreende pelo menos um cdédon seletor que é reconhecido
pelo dito O-tRNA, onde a posigdo do cdbédon seletor se
correlaciona com a posigdo especificada do aminoadcido né&o-
natural no polipeptideo de interesse;

(iv) uma célula hospedeira que compreende (i),
(i) e (iii); e '

(b) desenvolver a dita célula hospedeira; e

(c) incorporar o dito aminodcido n&ao-natural na
posigdo especificada no dito polipeptideo durante a traducdo
do dito polipeptideo na dita célula hospedeira, produzindo
desta forma o dito polipeptideo de interesse que compreende

o dito aminoadcido ndo-natural na posigdo especificada.
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Seqiiéncias de Nucleotideos e Aminoacidos

SEQ

ID Descricdo iienc1a
NO:
Suprossor tnrosnl-tRNAC UA
1 akamu{ y’{] A) 0l | ~CGECGRUAGUUCAGCAGGECAGAACGGCGGACUCUAARUCCE
M ha oc Ja pi; | CAUGGCGCUGGUUCARAUCCGGCCCGCCGGACCA
MDEFEMTKRNTSET ISEEELREVLKKDEKSAYIGFEPSGKTHL, .|
S uencm de amlnoac]dos de GHYLQIRKMIDLONAGFDITILLADLHAYLNQKGELDEIRKIG
4 terSII-tRN A sintetase DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSEFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
2 ARRSMELTAREDENPKVAEVIYPIMQVNDIHYLGVDVAVGGME |
=3 (MjTyrRS) de QRKTHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAV
nococcus jannaschii do | DDSPEETRARIKKAYCPAGVVEGNP IMEIAKYFLEY PLTIKRP
tlpo selvagem EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRL
ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTGAAATTATCAGC
GAGGAAGAGTTAAGAGAGCTTTTAAAAAAAGATGARAAAATCTCGCTTAC
ATAGCTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTAGGGCATTATCTCCAA
ATAARAAAGATEGATTGATTTACARAATCCTCGATTIGATATARTTATA
. TTCTTGGCTGATTTACACGCCTATTTAAACCAGAAAGGAGAGTTGGAT
A e . GA TAGGAGATTATARCAARARAGTTTTTGARGCAATG
Seqiiéncia de nucleotideos de | ceeTTARAGGCARAATATGTTTATGGARGTGAATTCCAGCTTGATAAG
irosil-tRNA sintetas GATTATACACTGRATGTCTATAGATIGGC TTTAAAAACTACCTTAAAA
terSll tT ‘%{%m(ti e 1 AGAGCAAGARGGAGTATGGARCTTATAGCARGAGAGGATGAAARTCCA
3 (M.I yr ) € .o AAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATGATATTCAT
Methanococcus jannaschii | tarTTTacECETTGATCTTGCAGTTGGAGGEATGGAGCAGAGAARAATA
do tipo selvagem CACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAARAAAGGTTGTTTGTATTCAC
BACCCTGTCTTAACGCETT TCCATGCGAGAAGGAAAGATGAGTTCTICA
ARAGGGAATTTTATAGCTCTTGATGACTCTCCAGAAGAGAT TAGGGCT
AAGATAAAGAAAGCATACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGARGGARATCCA
ATAATGGAGATAGCTAAATACT TCCTTGAATATCCTITAACCATAAAA
AGGCCAGAAAAATTTGGTCGAGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAG
TTAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTCCATCCAATGGATTTAAAA |
. AATGCTGTAGCTGAAGAACTTATAAAGATMTAGAGCCMTTAGMAG
2AGATTA
Sequencna de ammoacudos de MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKKDEKSAGIGFEPSGKIHL
benzoil-L-fenilalanina-ami- | GHYLQIKKMIDLONAGFDI I TLLADLHAYLNQKGELDETRKIG
F(;lcll-tRNA smte;:ase 5 paRS) DYNKXVFERMGLKAKYLYGS PFOLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
4 ivada de tirosil A ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMOVNTSHYLGVDVAVGGME
erivada de tirosil- sinte} QRKTHMLARELYLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAV
tase de Methanococcus DDSPEETRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
]annaschu do t|po EKFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMRLKNAVAEELIKILEP
selvagem) IRKRL

“Fig. 8 o




SEQA

| Descricio

Segiiéncia

NO:

p-benzoil-L-fenilalanina-ami-

Sequencla de nucleotideos de

noacil-tRNA sintetase

ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTEAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAAARAGATGAAAN
ATCTGCTGETATAGCTTTTGAACCAAGTGGTAAARTACATTTA

| GGGCATTATCTCCARATAAAARAGATGATTGATTTACAAAATG

CTGCATTTGATATAATTATATTGTTCGCCTGATTTACACGCCTA
TTTARACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGARAAATAGGA
GATTATAACAAAAAAGTTTTTGAAGCAATGCGGTTAAAGGCAA
AATATCTTTATCGAAGTCCTTTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAARAACTACCTTAAAAAGA
GCAAGAAGGAGCTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATAC
GAGTCATTATTTAGGCGTTGATGTTGCACGTTGGAGCGATGGEAG
CAGAGAAAAATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAAAR

AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGCTCTTAACGGGTTTGGATGG

AGARGGAAAGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGABAGCAT
ACTGCCCAGCTGGAGTTCTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTARATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAAARAGGCCA

| GAAAAATTTCGTGGAGAT TTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGT

TAGAGAGTTTATTTAAARATAAGCAATTGCATCCAATGGATTT
ARARAATGCTGTAGCTGAAGAAC 'I‘I'ATAAAGAT'I‘T'I‘AGAGC Ca
ATTAGAAAGAGATTA

Seqiiéncia de amino4cidos
de p-acetil-L-fenilalanina-
aminoacil-tRNA sintetase
(pAcPheRS) (derivada de
tirosil-tRNA sintetase de
Ma‘hanocaccus jannaschii
do tipo selvagem)

MDEFEMIKRN’I‘SEII SEEELREVLKKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLQTKKMIDLONAGFDIIILLADLHAYLNQRGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSEFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMQVNGCHYRGVDVAVGGME

- QRKIHMLARELLPKKVVCIENPVLTGLDGEGKMS SSKGNFIAYV

DDSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EKFGGDLTVNSYEELESLFKNIUZLHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRL -

Segiiéncia de nucleotideos de
p-acetil-L-fenilalanina-ami-
noacil-tRNA sintetase

ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGARACACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAAAAAGATGARAR
ATCTGCTCTGATAGGTTTTGAACCAAGTCGTAAAATACATITA
GGGCATTATCTCCAAATAARAAAAGATGATTCATTTACAAARATG
CTGGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTAAACCAGRAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAARAATAGGA
GATTATAACAAAARAGTTTTTGAAGCAATGGCGCTTAAAGGCAA
AATATGTTTATGGAAGTGAATTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAARACTACCTTAAARAGA
GCAAGAAGGAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATGE
TTGTCATTATAGGGGCCTTGATGTTGCTCTTCGCAGGGATCGAG
CAGAGAAAAATACACATCTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAADD
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGE
AGAAGGAARGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTT

- GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCAT

ACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAAARAGGCCA
GAAAAATTTGGTGGAGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTT
AAAAAATGCTGTAGCTGAAGAACTTATAAAGATTTTAGAGCCA
ATTAGAAAGAGATTA :

" FIQB Contil.m.ag:ﬁoi |
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SEQ

NO:

~ Descri¢ao

_ Seqiiéncia

- Seqiiéncia de aminoacidos
de p-azido-L-fenilalanina-
aminoacil-tRNA sintetase

AzPheRS) (derivada de

rosil-tRNA sintetase de _

Methanococcus jannaschii
do tipo selvagem)

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLQIKKMIDLONAGFDIIILLADLHAYLNQKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSPFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELIAREDENPKVAEVIYPIMQVNQIHSSGVDVAVGGME
QRKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGRMSSSKGNFIAV
DDSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
ERFGGDLTVNSYEELESLFKNKELHPMDLKNAVAEELIKILEP
IRKRI: - : :

Seqiiéncia de nucleotideos
de p-azido-L-fenilalanina-
aminoacil-tRNA sintetase

ATGGACGAATTTGARATGATARAGAGAARCACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTARARAARGATGAAAR
ATCTGCTCTGATAGGTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTA
GGGCATTATCTCCARATAAARARGATGATTGATTTACAAAATG
CTGGATTTGATATAATTATATTGTTGGCTGATTTACACGCCTA
TTTAAACCAGAAAGCGAGAGTTGGATGAGATTAGAAAAATAGGA
GATTATARCAAAARAGTTTTTGAAGCAATGEGCTTRAARGGCAA
ARTATGTITATGGAAGTCCGTTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
ACTGAATGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTAARAAGA
GCAAGAAGGAGTATCGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATC
CAAAGCTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATCA
GATTCATTCTAGTCGCCTTGATGTTGCAGTTGGAGGGATCGAG
CAGAGAAAAATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAAAL
AGCTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTARCGGGTTTGGATGG
AGAAGGAAAGATGAGTTCTTCAARAGGGAATTTTATAGCTGTT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCAT
ACTGCCCAGCTGGAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAARAAGGCCA
GAAAAATITGGTGGAGATTTGACAGT TAATAGCTATGAGGAGT
TAGAGAGTTTATTTAAAAATAAGGAATTGCATCCARTGGATTT
AAAAAATGCTGTAGCTGAAGARCTTATAAAGATTTTAGAGCCA
ATTAGAAAGAGATTA . R . ~

.10

Seqiiéncia de aminodcidos de
p-iodo-L-fenilalanina-aminoa-
cil-tRNA sintetase (pIPheRS)
(derivada de tirosil-tRNA sin-
tetase de Methanococcus

‘jannaschii do tipo selvagem)

MDEFEMIKRNTSEITISEEELREVLKKDEKSALIGFEPSGKIHL
GHYLQIRKMIDLONAGFDIITILLADLHAYLNQKGELDEIRKIG
DYNKKVFEAMGLKAKYVYGSSFQLDKDYTLNVYRLALKTTLKR
ARRSMELTAREDENPKVAEVIYPIMOVNPLHYEGVDVAVGGME
QRKIHMLARELLPKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAYV
DDSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRP
EKFGGDLTVNSYEELRSLFRKNKELEPMDLKNAVAEELIKILEP

IRKRL : -

 Fig.8cont. .
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SEQ [ T A
10 . Descricao Sequencla
NO:
ATGGACGAATTTGAAA’I‘GATAAAGAGAAACACATCTGAAATTA
TCAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAARAAAGATGARAA
ATCTGCTCTGATACGTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTA
GGGCATTATCTCCARMATAAAAAAGATGATTGATTTACAAALTG
' CTGGATTTGATATAATTATATTGT TGRCTGATTTACACGCCTA
TTTAAACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAAAARTAGGA
GATTATAACAAAAAAGTTTTTGAAGCAATGGGGTTAAAGGCAA
Seqgiiéncia defnulclleotldeos AATATETTTATCGAAGTTCGTTCCAGCTTGATAAGGATTATAC
de p-iodo-L~fenilalanina- | acTcAATGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTARAAAGA .
- aminoacil-tRNA sintetase | GCAAGAAGGAGTATGGAACTTATAGCALGAGAGGATGCAARATC
11 i CAAAGGTTGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGETTAATCC
: : TCTTCATTATGAGGGCGTTGATGTTGCAGTTGCAGGGATGGAG
o CAGAGAAARATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAARAR
AGGTTGTTTGTATTCACAACCCTGTCTTAACCEGTTTCGATGG
AGAAGGAANGATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTITATAGCTETT
GATGACTCTCCAGAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCAT
ACTGCCCAGCTGCAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGEAGAT
AGCTAAATACTTCCTTGAATATCCTTTAACCATAAARAGGCCA
GAAAAATTTGGTGEAGATTTCACAGTTAATACCTATCAGGAGT
TAGAGAGT’!TATPTAAAAATAAGGAAITGCATCCAATGGATTT
AAAARATGCTGTACCTGAAGARCTTATAAAGATTTTAGAGCCA
: § ATTAGAARGAGATTA
. e fem uma seqiténcia TATC
: e tem ienca
12 te,no ufar de GA’ 5010 csummmmammacmrmmcccmmccs
| Gidentificada em Plumbeidgee | CTTATAATATCATACGCC
€ . [J :
13 Promotor TRNde E coli | CGATTATCAATTTTAAAAAACTAACAGTTGTCAGCCTGTCCCS
gbnS‘mutantemodiﬁmda CTTTAATATCATACGCC -
Seqiiéncia ligante de tRNA ACTACT’I‘TATG‘I‘AG’I‘CTCCGCCGTGTAGCAAGAAA’I‘TGAGAAG
14 osgensdeEcoIzmIUevalX T _
. 15 Sequmua?rtcaheﬂeTe aaT AATTT'GCACGGCAAATMGAAGAGGMTAACTACATGTTAT
, mualigantedetRNAentm -
16 - osgenesde E coliserVeargl’ | ™TT -
Seqiiéncia ligante de tRNA entre :
27 de E colivalVevalW | T
o [ e A
Seqiiéncia li de tRNA entre '
19 oS enesde colimatTeleuW | TCTTTTTTIT
20 X encna cohd;btgyémﬁew | TCGAAGRARCAATCT
21 | mmmezmiw TTATTAGAAGTTGTGACAAT |
22 Soséﬁgenesé de colz gInUegsz TCTTCTTCGAGTAAGCGGTTCACCGCCCGGTTAT
23 seogl;zmg(% leuPe le AACGAGGCGATATCAAAAAAAGTAAGATGACTGT

Flg.
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SEQ - .
;g Descri¢io Seqiiéncm
24 S%guenua llgantel T oo d;b%?&m ATTTATTCARGACGCTTACCTTGTAAGTGCACCCAGT
25 Sg;:gadh%%ahxmhe AATTTTGCACCCAGCAAACTTGGTACGTAAACGCATCGT
26 Segsumuaé% i dele aIaU AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGTTTTAACTACATGTTAT
27 Seosqugl“% %'E'tcwe- deVe a]aV AATTTGCACGGCAAATTTGAAGAGGT’I“T‘IAACTAC_ATGTTAT
g [Seqiienaa hgante de tRNA AATTCTGAATGTATCGAATATGTTCGGCAAATTCAAAACCAAT
: osgenesde colimetUe V TTGT
Séquen hgante de GTTTAAAAGACA‘I‘CGGCGTCAAGCGGA’PGTCTGGCTGAAAGGC
29 deE coggb)Wec_wT CTGAAGAATTT .
30 Seqhénuallgante T TAGTCCCOGCOCTTGAGCTGCGGTCRTAGTAATACCGCETA
osgenesde £ coIzM hmR  ACAAGATTTGTAGT
31 Seqiiéndia igante de tRNA enfre| TcTCTTACTTGATATGGCTTTAGTAGCGGTATCARTATCAGCA
osgenesde E coliargY eargZ | GTARAATAAATTTCCCGAT
- AGGCATTTTGCTATTAAGGGATIGACGAGGGCGTATCTGCGCA
32 Prl)'motor proKdeE coll | G o Tecaccceaears
33 erminador proK de £ coli AATTCGAAAAGCCTGCTCAACGAGCAGGCTTTTTT
- 7 | ATCAGTTAGCGARATATCTTACT TGCARTCGGTGTGGARARCE |
34 Prox:mhor ProLdeE coll | o T TAGCRGCCACGAGT
35 ‘Terminador proLde £ coli | aaaaTcccaneanananccaacCCTTACGETTGETITITTT,
36 | TerminadorproMdeE coli | arTr7eAACCCCGCTTCGGCGGEGTTTTTT
i GTGCACGGCTAACTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCE
37 Iniciador proK P1 ATCAAAAGGC
. CTTTCTCGCCGATCARAAGGCATTTTGCTATTARGGGAT
38 Iniciador proK T1 TGACGAGGGCGTATCTGCGCAGTAAGATGCGCCCCGCAT
‘ , TCCGGCGGTAGTTCAGCAGGGC
oy CTTTCTCGCCGATCARARGGCATTITGCTATTARGGGATTGAC
39 Iniciador proK T2 GAGGGCGTATCTGCGCAGTARGATGCGCCCCECATTCCGGCEE
; TAGTTCAGCAGGGC ‘
40 " Iniciador proK P2 GCATAAGCTTATGCAARARAGCCTGCTCGT TGAGCAGGCTTTT
- cG_
41 Iniciador proK-F AGTCTGATCAGTGCACGGCTAAC TAAGCGS
42 Inidgador proK-R GCATCTCGAGATGCAAAAAAGCCTGCTCGTTG
43 Iniciador ginS P1 CCGAGCTCCCGGGTCATC
. | CCEAGCTCCCGGETCATCARTCATCCCCATARTCCTTGTTAGA
4 Iniciador ginS T1 TTATCAATTTTARAAAACTAACAGTTGTCAGCCTETC
.. ‘GTCCATATGGGATTCCTCAAAGCGTAAACAACGTATAACGGCS
45 Iniciador glns T2 TATGATATTATAAGCGGGACAGGCTGACARCTGTTAG .
46 Iniciador ginSP2 GTCCATATGGGATTCCTC
. STy | GTGCACGGCTARCTAAGCGGCCTGCTGACTTTCTCGCCGATCA
47 Ligante do iniciador P1 ARAGGC
: o TACACGGCGGAGACTACATAAAG’I‘AGTTGG’I‘CCGGCGGGCCGG
48 Ligante do iniciador P2 gty
. PR GTAGTCTCCGCCGTG’I‘AGCAAGAAA’I‘TGAGAAGTCCGGCGGTA
49 Ligante do iniciador P3 GTTCAGCAG
. T T C
50 Ligante do dor P4 giAcca‘cT CAAA'I"I‘TGCCGTGCAAA'IT’I‘GGTCCGGCGGGC G|

Fig. 8 cont.
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1\?)’ . Descri¢do Segiiéncia
51 Ligante do iniciador P5 : G@Ag{gwwssmmcwmmmAmcccccsme:
52 Iniaador proK-R GCATCTCGAGATGCAABAAAGCCTGCTCGTTG
53 Iniciador Tandem P1 ATCAGTGCACGGCTAACTAAGCGG _
54 Iniciador Tandem P2 GCTGGCATGCATGCARAAAAGCCTGCTCETTGAGC
55 Iniciador Tandem P3 ATCAGCATGCGGCTAACTAAGCGGCCTGCTE
56 Iniciador Tandem P4 GCTGCTCGAGATGCARAAAAGCCTGC
57 Segiiencia lider MDPLVTAASVLEEGLFET
58

“Sonda da andlise Northerr

CCCTGCTGAACTACCGCC-

. Fig. 8 cont.
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Piowe ae 18-8

RESUMO
“SISTEMAS PARA A EXPRESSAO DE COMPONENTES
ORTOGONAIS DE TRADUGAO EM CELULAS HOSPEDEIRAS EUBACTERIANAS”
A invengdo refere-se a composi¢cdes e métodos para
a produgdo in vivo de polipeptideos que compreendem um ou-
mais aminoécid.os ndo-naturais. Especificamente, a invencao
fornece sistemas plasmidicos para a expressdo eubacteriana
eficiente de polipeptideos que compreendem um ou mais
aminoacidos ndo-naturais em posigdes geneticamente

programadas.
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