ES 2948 496 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 948 496
Ent. ci.;

CO07C 323/55 (2006.01)
CO07C 229/32 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 20.07.2018 ~ PCT/EP2018/069726
Fecha y nimero de publicacién internacional: 24.01.2019 WO019016354

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  20.07.2018 E 18752099 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 29.03.2023  EP 3655390

T|’tu|0: Nuevos aminoéacidos que tienen un resto de norborneno

Prioridad: @ Titular/es:

20.07.2017 EP 17182393 VALANX BIOTECH GMBH (100.0%)
Plocking 1/IST Park
Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 3400 Klosterneuburg, AT
traduccion de la patente: @ Inventor/es:
13.09.2023

LUKESCH, MICHAEL

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

ES2948496 T3

DESCRIPCION
Nuevos aminodcidos que tienen un resto de norborneno
Campo de la invencion

La invencién se refiere a nuevos aminoacidos que tienen un resto de norborneno, a un proceso para la preparacion
enzimatica de los mismos y al uso de los nuevos compuestos en quimica clic o modificacién de proteinas especificas
del sitio.

Antecedentes de la técnica

La modificacién selectiva de moléculas biol6gicas es una opcion en el desarrollo de farmacos modernos. Los beta-
hidroxi aminoacidos que llevan un grupo reactivo norborneno son notablemente Gtiles como bloques de construccion
en la quimica de péptidos y proteinas, asi como para sintones para ingredientes farmacéuticos activos.

Los enfoques actuales para producir aminoacidos con dicha funcionalidad utilizan mdultiples etapas sintéticas en
disolventes organicos con laboriosos procedimientos de elaboracién posteriores (Lang et al., 2013).

El documento de Patente WO2013/108044 describe polipéptidos que comprenden un aminodcido que tiene un grupo
norborneno. Especificamente, Ne-5-norbornen-2-iloxicarbonil-L-lisina se incorpora genéticamente mediante el uso de
un par ortogonal de tRNA sintetasa/tRNA.

Todavia existe la necesidad de nuevos aminodcidos que tengan un grupo norborneno que pueda reaccionar con
diversos grupos quimicos. Especificamente de nuevos aminoacidos que reaccionan con velocidades muy rapidas a
pH fisiolégico en condiciones acuosas y a temperatura ambiente.

Compendio de la invencion

Es un objetivo de la presente invencidn proporcionar nuevos aminodcidos que tengan un grupo norborneno. El objetivo
se soluciona mediante el tema en cuestion de la presente invencion.

La presente invencién se refiere a nuevos aminoacidos que tienen un grupo norborneno, a los métodos para producir
dichos nuevos aminodcidos y a su uso. Una realizacion de la invencion se refiere a compuestos de férmula general |,

OH
COOH

X
NH,

en donde X es un H o un alquilo de C1-Ce, opcionalmente sustituido con hidroxi, halégeno, amina, tiol o carboxi.

Una realizacion adicional de la invencion se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en D- o L-3-
norbornen serina, D- o L-2-metil alcohol-3-norbornen serina, D- o L-2-metil-3-norbornen serina, D- o L-2-isopropil
alcohol-3-norbornen serina, D- o L-2-metil tiol-3-norbornen serina, D- o L-2-butanamina-3-norbornen serina, D- o L-2-
isopentan-3-norbornen serina, D- o L-2-acido butirico-3-norbornen serina, D- o L-2-metilpirrolidin-3-norbornen serina,
D- o L-2-metil(propil)sulfan-3-norbornen serina, D- o L-2-1-butilguanidin-3-norbornen serina, L-2-propionamida-3-
norbornen serina y L-2-butiramida-3-norbornen serina.

Una realizacion de la invencion se refiere al compuesto seleccionado de la Tabla 1.
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Una realizacién adicional de la invencién se refiere a un método para producir compuestos como se describe en la
presente memoria. EI método comprende la etapa de hacer reaccionar norbornen-2-carboxaldehido con un
aminodcido en presencia de treonina aldolasa.

Una realizacion de la invencion se refiere al método como se describe en la presente memoria, en el que el aminoacido
se selecciona del grupo que consiste en glicina, alanina, serina, isoleucina, leucina, treonina, acido glutamico, prolina,
metionina, arginina, asparagina, glutamina, lisina y cisteina.

Una realizacion de la invencion se refiere al método como se describe en la presente memoria, en el que la treonina
aldolasa es de origen eucaridtico o procariético, preferiblemente de origen bacteriano, de levadura o fungico.

Una realizacion adicional de la invencidn se refiere al método como se describe en la presente memoria, en el que la
treonina aldolasa es de Pseudomonas, Sphingomonas, Azorhizobium, Methylobacterium, Escherichia, Thermotoga,
Silicibacter, Paracoccus, Bordetella, Colwellia, Saccharomyces, preferiblemente de Pseudomonas putida.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere al método como se describe en la presente memoria, en el que la
treonina aldolasa esta comprendida como lisado celular.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere a un polipéptido que comprende al menos un aminoacido de férmula
general I.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere a un polipéptido como se describe en la presente memoria, en el
que dicho aminoacido que tiene un grupo norborneno se incorpora en una posicion correspondiente al resto de
aminoacido en el polipéptido de tipo nativo.

Una realizacion de la invencion se refiere a un polipéptido como se describe en la presente memoria, en el que dicho
grupo norborneno se une a un grupo tetrazina o azida.

Una realizacion de la invencidén se refiere a un método para producir un polipéptido que comprende un grupo
norborneno, que comprende proporcionar un polipéptido como se describe en la presente memoria, poner en contacto
dicho polipéptido con un compuesto de tetrazina o azida e incubar para permitir la unién de la tetrazina o azida al
grupo norborneno mediante una reaccién de cicloadicién.

Una realizacion de la invencion se refiere a un método para producir un polipéptido como se describe en la presente
memoria, en el que el compuesto de férmula general | se incorpora genéticamente en un polipéptido o a través de la
sintesis de péptidos.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere al uso de un compuesto de férmula general | como bloque de
construccion en quimica o como sintén para ingredientes farmacéuticos.

Breve descripcion de los dibujos.

La Figura 1 representa el vector de expresion. El gen de la treonina aldolasa esta bajo el control de un promotor de
arabinosa inducible. El vector se mantiene en la célula huésped mediante un origen de replicacién p15a. La resistencia
a la kanamicina es conferida por la expresion constitutiva del gen kan.

La Figura 2 muestra los resultados del experimento de cribado de co-disolventes.

La Figura 3 muestra una variante de eGFP que lleva Norl modificado con tetrazina TAMRA eliminada mediante
secuenciacion de péptidos mediante espectrometria de masas en tandem.

Descripcion de realizaciones

La presente invencién se refiere a nuevos B-hidroxi aminoacidos que llevan un resto norborneno en el carbono beta.
Estos compuestos B-hidroxi aminoacidos nuevos pueden reaccionar con varios grupos, por ejemplo, tetrazinas, azidas,
en reacciones quimicas clic a velocidades muy rapidas a pH fisiol6gico en condiciones acuosas a temperatura ambiente.

Por lo tanto, una realizacién de la invencion se refiere a nuevos compuestos S -hidroxi aminoécidos de férmula general |,

OH
COOH

X
NH,

en donde X es H o alquilo de C1-Cs, opcionalmente sustituido con hidroxi, hal6geno, amina, tiol o carboxi.
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Los nuevos compuestos se obtienen por una ruta sintética o por sintesis biocatalitica. Las L- y D-treonina aldolasas
se han empleado en la sintesis de B-hidroxi-a-amino&cido usando benzaldehido y glicina. Sin embargo, se sabe que
las aldolasas son flexibles para el aceptor pero rigidas para el sustrato donante. Aunque aceptan glicina, no aceptan
D- y L-alanina, DL-leucina, éster etilico de glicina, amida de glicina y etanolamina junto con benzaldehido o
acetaldehido (Steinreiber et al., 2007).

Sorprendentemente, el inventor descubrié que las L- y D-treonina aldolasas aceptan D- y L-alanina, D- y L-serina, y
D- y L-lisina como donantes de aminodacidos y norbornen-2-carboxaldehido como aceptor de aldehidos. .

Por lo tanto, una realizacion adicional de la invencién se refiere a un método para producir nuevos compuestos S -
hidroxiaminoacidos, en los que se hace reaccionar norbornen-2-carboxaldehido con un aminoacido en presencia de
treonina aldolasa.

El término "treonina aldolasa", como se usa en la presente memoria, se refiere a una enzima que tiene actividad de
treonina aldolasa, que pertenece al grupo de carbono-carbono liasas dependientes de aldehido (EC 4.1.2), y que
pertenece preferiblemente a las clases de clasificacion de enzimas de EC 4.1.2.5 o EC 4.1.2.25. La actividad de
treonina aldolasa se define como la capacidad de catalizar la divisién reversible de un 8 -hidroxi-a-aminoacido en
glicinay el aldehido correspondiente. Las treonina aldolasas a veces también se denominan como fenilserina aldolasas
o B -hidroxi aspartato aldolasas. Las treonina aldolasas son enzimas practicamente ubicuas y pueden encontrarse,
por ejemplo, en bacterias, arqueas, levaduras y hongos, incluyendo, por ejemplo, Pseudomonas, Escherichia,
Aeromonas, Thermotoga, Silicibacter, Paracoccus, Bordetella, Colwelliay Saccharomyces. Especificamente, la
enzima es de la forma P. putida, P. aeruginosa, P. fluorescence, E. coli, A. jandaei, T. maritima, Silicibacter pomeroyi,
P. denitrificans, B. parapertussis, B. bronchiseptica, C. psychrerythreae, y S. cerevisiae. Preferiblemente, la treonina
aldolasa es de una especie Pseudomonas , tal como, por ejemplo, P. putida, P. fluorescence o P. aeruginosa . El
experto en la materia sabe como encontrar treonina aldolasas que sean adecuadas para la conversion de aminoacidos
y el norbornen-2-carboxaldehido especifico. Preferiblemente, se usa una treonina aldolasa de P. putida.

La treonina aldolasa empleada en un método segun la invencion puede ser una enzima de tipo nativo o una enzima
manipulada genéticamente.

Por ejemplo, la treonina aldolasa puede estar presente, por ejemplo, en forma de dispersion, emulsién, solucion o en
forma inmovilizada, como enzima cruda, como una enzima disponible comercialmente, como una enzima purificada
adicionalmente a partir de una preparacion disponible comercialmente. La treonina aldolasa se puede obtener de su
fuente mediante una combinacion de métodos de purificacion conocidos, en células enteras (opcionalmente
permeabilizadas y/o inmovilizadas) que de origen natural o mediante modificacion genética poseen treonina aldolasa,
o en un lisado de células con dicha actividad. La expresién de treonina aldolasa en la célula completa puede
potenciarse usando métodos conocidos por los expertos. Quedara claro para el experto en la materia que también se
puede hacer uso de mutantes de enzimas de origen natural (de tipo nativo) con treonina aldolasa en el proceso segun
la invencion. Los mutantes de las enzimas de tipo nativo se pueden hacer, por ejemplo, modificando el DNA que
codifica las enzimas de tipo nativo usando técnicas de mutagénesis tales como, por ejemplo, mutagénesis aleatoria,
mutagénesis dirigida al sitio, evolucion dirigida, transposicion de genes, proteinas de fusion, por ejemplo, una proteina
de fusion de treonina aldolasa y descarboxilasa; etc., de modo que el DNA codifique una enzima que difiera en al
menos un aminoacido de la enzima de tipo nativo y efectie la expresion del DNA asi modificado en una célula
(huésped) adecuada. Los mutantes de la treonina aldolasa pueden tener propiedades mejoradas, por ejemplo con
respecto a la selectividad por el sustrato y/o la actividad y/o la estabilidad y/o la resistencia a los disolventes y/o el
perfil de pH y/o el perfil de temperatura. También, o alternativamente, el DNA que codifica la enzima de tipo nativo
puede modificarse para potenciar la expresién de la misma.

Se entiende que el término "treonina aldolasa enantioselectiva" se refiere a una enzima que prefiere uno de los
enantiomeros del intermedio de B-hidroxi-a-aminoacido correspondiente al aldehido utilizado, es decir, una treonina
aldolasa que tiene enantioselectividad para la configuracion L- o D- del carbono en la posicién a con respecto al grupo
acido carboxilico (el carbono con un grupo amino unido). Por ejemplo, los expertos saben que treonina aldolasas son
selectivas para la configuracién L del carbono a con respecto al grupo acido carboxilico, asi como que treonina
aldolasas son selectivas para su configuracion D.

La enantioselectividad de la treonina aldolasa es de al menos 90 %, preferiblemente de al menos 95 %, mas
preferiblemente de al menos 98 % o lo méas particularmente de al menos 99 %.

Como se usa en la presente memoria, el término con una enantioselectividad del 90 % significa que el aminoéacido y
el aldehido correspondiente se convierten en un 90 % en uno de los enantiomeros del intermedio de B-hidroxi-a-
aminoacido y en un 10 % en el otro enantibmero del correspondiente B-hidroxi-a-aminoacido. El exceso
diastereomérico (d.e.) del estereoisomero formado preferiblemente sera entonces del 80%.

Las condiciones de reaccion elegidas dependen de la eleccién de la enzima. El experto en la materia sabe cémo
optimizar varios parametros tales como temperatura, pH, concentracion, uso de disolvente, etc. La temperatura y el
pH no son muy criticos en el proceso de la invencion. Preferiblemente, sin embargo, el proceso se lleva a cabo a un
pH entre 4 y 10. En particular, la conversién se lleva a cabo a un pH entre 4,5y 8,0, 0 a un pH entre 6,0y 7,5. La
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temperatura se elige preferiblemente entre 0 y 80°C. Preferiblemente, la temperatura esté entre 5°C y 50°C, o entre
10°C y 40°C, o entre 25y 37°C.

Los disolventes adecuados para el proceso de la invencién incluyen, por ejemplo, agua, mezclas monofasicas de agua
y un disolvente organico miscible con agua, por ejemplo, alcoholes miscibles con agua, por ejemplo, metanol,
dimetilsulfoxido, dimetilformamida, N-metilpirrolidona, acetonitrilo; o mezclas bifasicas de agua y un disolvente
organico no miscible, por ejemplo, hidrocarburos, éteres, etc., o los llamados liquidos iénicos, tal como, por ejemplo,
sales de 1,3-dialquilimidazolio o sales de N-alquilpiridinio de acidos como el acido hexafluorofosférico, el acido
tetrafluoroboérico o el &cido trifluorometanosulfénico, o con (CFsSO2)2N" como equivalente aniénico. Preferiblemente,
en el proceso de la invencién se utiliza una mezcla monofasica de agua y dimetilsulfoxido (DMSO), por ejemplo agua
con un contenido de DMSO entre 1y 50% v/v, o entre 5y 30% v/v, o entre 10 y 20 % v/v.

Ademas, es posible realizar el proceso de la presente invencién en un sistema de emulsion, tal como macro o
microemulsiones, sistemas bicontinuos que comprenden una fase organica (con el sustrato de norbornen
carboxaldehido), una fase acuosa (generalmente con el aminoacido y la treonina aldolasa) y un tensioactivo adecuado
(no iénico, catiénico o aniénico), o similares.

En principio, la relacion molar entre el aminodcido o una sal del mismo y el norbornen carboxaldehido no es critica. La
relacién molar entre el aminoacido o una sal del mismo y el norbornen carboxaldehido es > 1 y puede ser, por ejemplo,
1000:1, 100:1 0 10:1.

El orden de adicion de los reactivos, aminoacido o una sal del mismo, el norbornen carboxaldehido; y la enzima
treonina aldolasa en principio no es critico. Por ejemplo, el proceso se puede realizar por lotes (es decir, se afiade
todo a la vez) o en un modo de alimentacion por lotes (por lo general, es decir, alimentando uno o ambos reactivos;
sin embargo, también se pueden alimentar enzimas). Puede ser ventajoso eliminar el B-hidroxi aminoacido formado
durante la reaccion y/o reciclar la treonina aldolasa. Esto se puede hacer en lotes, pero por supuesto también se puede
hacer de forma continua.

Puede ser ventajoso afadir cofactores a la reaccion para mejorar la actividad enzimatica de la treonina aldolasa. Los
expertos conocen ejemplos de cofactores e incluyen piridoxal-5-fosfato, coenzima B12, dinucleétido de flavina y
adenina, fosfopanteteina, tiamina, S-adenosilmetionina, biotina, sales de, por ejemplo, Mg?*, Mn?*, Na*, K*y CI. La
seleccioén del cofactor depende de la seleccion de la enzima, por ejemplo, la actividad enzimatica de treonina aldolasa
de P. putida puede mejorarse mediante la adicion de piridoxal-5-fosfato. Por ejemplo, se puede afiadir al proceso
piridoxal-5-fosfato en una concentracién entre 0,001 y 10 mM, o entre 0,01 y 1 mM, o entre 0,1 y 0,5 mM.

Las cantidades éptimas de la treonina aldolasa dependen del sustrato aldehido utilizado y el experto en la materia
puede determinarlas facilmente mediante experimentacién rutinaria. El aminoacido o una sal del mismo puede usarse
en una concentracion entre 0,1y 4 M, o entre 0,5y 3 M, o entre 1,0y 2,5 M.

El norbornen-carboxaldehido se puede utilizar en una concentracion entre 1 y 1000 mM, o entre 10 y 500 mM, o entre
20y 100 mM.

Una realizacion adicional de la invencion se refiere a un polipéptido que comprende un solo aminodcido que tiene un
grupo norborneno. Tener un solo aminodcido que lleva un grupo norborneno proporciona un producto polipeptidico
definido con precision. Tener un solo aminoacido que tenga un grupo norborneno evita problemas de etiquetado
multiple o etiquetado incompleto (si una reacciéon no se completa, pueden resultar productos heterogéneos, lo que
puede ser un problema que se soluciona de manera til teniendo un solo aminodcido que tenga un grupo norborneno).
En algunas realizaciones, dicho grupo norborneno estad presente como un resto de aminoacido de una norbornen
glicina, norbornen alanina, norbornen serina, norbornen isoleucina, norbornen leucina, norbornen treonina, norbornen
acido glutamico, norbornen prolina, norbornen metionina, norbornen arginina, norbornen asparagina, norbornen
glutamina, norbornen lisina y norbornen cisteina. Algunas realizaciones de la invencién se refieren al grupo norborneno
presente como un resto de aminoacido de norbornen glicina, norbornen alanina, norbornen serina o norbornen lisina.
En realizaciones preferidas, dicho aminoacido Unico no es un aminoacido N-terminal. Preferiblemente, el grupo amino
N-terminal no comprende norborneno. Una realizacion adicional de la invencién se refiere a un polipéptido en el que
el resto de aminoacido que lleva el norborneno es un aminodcido interno del polipéptido.

Algunas realizaciones de la invencion se refieren a métodos para producir un polipéptido que comprende un grupo
norborneno, comprendiendo dichos métodos incorporar genéticamente un aminoacido que comprende un grupo
norborneno en un polipéptido. La incorporacion genética del grupo norborneno permite la construccion precisa de un
polipéptido definido. La localizacion del grupo norborneno se puede controlar con precisién. Esto evita de manera
ventajosa la necesidad de someter el polipéptido completo a etapas de reaccion complejas para la adicién del grupo
norborneno.

Convenientemente, el método descrito para producir el polipéptido comprende

(i) proporcionar un acido nucleico que codifica el polipéptido cuyo acido nucleico comprende un coddn ortogonal
que codifica el aminoacido que tiene un grupo norborneno;
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(i) traducir dicho &cido nucleico en presencia de un par ortogonal de tRNA sintetasa/tRNA capaz de reconocer
dicho codén ortogonal e incorporar dicho aminoacido que tiene un grupo norborneno en la cadena polipeptidica.
Convenientemente dicho codon ortogonal comprende un codén ambar (TAG), dicho tRNA
comprende MBTRNACcuUA y dicha tRNA sintetasa comprende MbPyIRS.

Adecuadamente dicho aminoacido que comprende un grupo norborneno es norbornen glicina, norbornen alanina,
norbornen serina, norbornen isoleucina, norbornen leucina, norbornen treonina, norbornen acido glutamico, norbornen
prolina, norbornen metionina, norbornen arginina, norbornen asparagina, norbornen glutamina, norbornen lisina y
norbornen cisteina. Algunas realizaciones de la invencién se refieren al grupo norborneno presente como un resto de
aminoacido de norbornen glicina, norbornen alanina, norbornen serina o norbornen lisina.

Adecuadamente, dichos aminoéacidos se listaron anteriormente en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, el polipéptido comprende un Unico grupo norborneno. Esto tiene la ventaja de mantener la
especificidad para cualquier modificacion quimica adicional que pueda estar dirigida al grupo norborneno. Por ejemplo,
cuando solo hay un Unico grupo norborneno en el polipéptido de interés, entonces pueden surgir problemas de
modificacion parcial (por ejemplo, cuando solo se modifica un subconjunto de grupos norborneno en el polipéptido) o
problemas de microambientes de reaccidén que varian entre grupos norborneno alternos en el mismo polipéptido (que
podrian conducir a una reactividad desigual entre diferentes grupos norborneno en diferentes localizaciones en el
polipéptido). Por lo tanto, en algunas realizaciones, el polipéptido comprende un solo resto de aminoacido de norborneno.

Una ventaja clave de la incorporacion del grupo norborneno es que permite que una variedad de compuestos
adicionales extremadamente Utiles, tales como marcadores, se unan facil y especificamente al grupo norborneno.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere a dicho grupo norborneno que esta unido a un grupo tetrazina o
azida. El grupo tetrazina o azida puede unirse ademas a un fluoréforo o a un grupo PEG o a una sustancia
farmacéuticamente activa.

El fluoréforo se puede seleccionar del grupo que consiste en fluoresceina, tetrametil rodamina (TAMRA) o boro-
dipirrometeno (BODIPY).

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir un polipéptido que comprende un grupo norborneno,
comprendiendo dicho método proporcionar un polipéptido que comprende un grupo norborneno como se describio
anteriormente, poner en contacto dicho polipéptido con un compuesto de tetrazina o azida e incubar la mezcla para
permitir la unién de la tetrazina o azida al grupo norborneno mediante una reaccion de cicloadicién. Dicha reaccién de
cicloadicion puede ser, por ejemplo, una reaccién de cicloadicion de Diels-Alder de demanda inversa de electrones.

Esta quimica tiene la ventaja de la velocidad de reaccién. Por lo tanto, se permite que dicha reaccién prosiga
adecuadamente durante 16 h, 14 h, 12 h, 10 h, 9 h,8 h, 7 h, 6 h, 5 h, 4 h, 3 h, 2 h, o incluso menos. En algunas
realizaciones de la invencion, se permite que dicha reaccién prosiga durante 30 minutos o incluso menos.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método de PEGilacion de un polipéptido que comprende llevar a cabo el
método descrito anteriormente, en el que dicho compuesto de tetrazina o azida se une a un grupo PEG. Se observara
que ciertos entornos de reaccién pueden afectar a los tiempos de reaccion. Los tiempos mas cortos, tal como 2 h, 30
min 0 menos, se aplican a reacciones in vitro.

Las reacciones in vivo, o en condiciones de cultivo eucariético, tal como medio de cultivo tisular u otro medio adecuado
para células eucarioticas, puede ser necesario realizarlas durante mas de 30 minutos o0 méas de 2 horas para lograr el
marcado deseado.

También se describen en la presente memoria métodos para producir polipéptidos que comprenden un grupo
norborneno, comprendiendo dicho método modificar un &cido nucleico que codifica dicho polipéptido para proporcionar
un coddn ambar en una o mas posiciones correspondientes a las posiciones en dicho polipéptido donde se desea
incorporar un grupo norborneno. Las modificaciones adecuadas de dicho acido nucleico comprenden mutar cualquier
codoén a un coddn ambar (TAG).

El direccionamiento (es decir, la sustitucién con un aminoacido no natural, por ejemplo, a través de supresién ambar)
se hace adecuadamente para que la posicion elegida sea accesible para el fluoréforo de tetrazina o azida, es decir, se
encuentre en la superficie de la proteina plegada. Por lo tanto, los aminoacidos polares en las secuencias de tipo
nativo originales son posiciones especialmente adecuadas para ser dirigidas.

En principio, la invencion se puede aplicar a cualquier posicion en el polipéptido. Adecuadamente, la invencién no se
aplica al aminoacido N-terminal del polipéptido. Cuando se selecciona la posicién del amino&cido al que se dirige en
el polipéptido de interés, es ventajoso seleccionar un resto superficial. Los restos superficiales pueden determinarse
mediante analisis de secuencias o mediante modelado molecular tridimensional. Los restos superficiales pueden
determinarse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. Las ventajas del direccionamiento a los
restos superficiales incluyen una mejor presentacién de colorantes tal como fluoréforos o etiquetas tales como
etiquetas biofisicas. Las ventajas del direccionamiento a los restos superficiales incluyen modificaciones posteriores
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mas simples o mas eficientes. Las ventajas del direccionamiento a los restos superficiales incluyen una menor
probabilidad de alteracion de la estructura y/o funcion del polipéptido mediante la aplicacion del marcador.

Los restos de aminodacidos particularmente adecuados para dirigir en el polipéptido de interés incluyen restos no
hidrofébicos. Los restos hidrofébicos adecuados no son el objetivo segin la invencién. Los restos hidrofilicos
adecuados son el objetivo. Los restos adecuadamente polares estan dirigidos. Adecuadamente, se dirigen a glicina,
alanina, serina, isoleucina, leucina, treonina, acido glutamico, prolina, metionina, arginina, asparagina, glutamina, lisina
o cisteina. Adecuadamente, se dirigen a glicina, alanina, serina o lisina. "Dirigido", tal y como se usa en la presente
memoria, significa sustituir el codén por el resto al que se dirige el codén ortogonal y sintetizar el polipéptido como se
describe en la presente memoria.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido recombinante homogéneo como se describe anteriormente.
Adecuadamente, dicho polipéptido se prepara mediante un método como el descrito anteriormente.

Una realizacion adicional de la invencion se refiere a un polipéptido producido segin los métodos descritos en la
presente memoria. Ademas de ser el producto de esos nuevos métodos, dicho polipéptido tiene la caracteristica
técnica ventajosa de comprender un grupo norborneno.

Mutar tiene su significado normal en la técnica y puede referirse a la sustitucion, o truncamiento o eliminacion del resto,
motivo o dominio al que se hace referencia. La mutacién puede efectuarse a nivel de polipéptido, por ejemplo, mediante
la sintesis de un polipéptido que tenga la secuencia mutada, o puede efectuarse a nivel de nucleétido, por ejemplo,
preparando un &cido nucleico que codifica la secuencia mutada, cuyo acido nucleico puede traducirse posteriormente
para producir el polipéptido mutado. Cuando no se especifica ningiin aminoacido como aminodacido de reemplazo para
un sitio de mutacién dado, se puede usar adecuadamente una aleatorizacion de dicho sitio.

Un fragmento tiene al menos 10 aminodcidos de longitud, o al menos 25 aminoacidos, o al menos 50 aminoacidos, o
al menos 100 aminoéacidos, o al menos 200 aminoacidos, o al menos 250 aminoacidos, o al menos 300 aminoacidos,
o al menos 313 aminoacidos, o la mayoria del polipéptido de interés.

En el método segun la invencion, dicha incorporacién genética utiliza preferiblemente un codigo genético ortogonal o
expandido, en el que se han asignado uno o mas codones ortogonales especificos para codificar el resto de
aminoacido especifico con el grupo norborneno para que pueda incorporarse genéticamente mediante el uso de un
par ortogonal de tRNA sintetasa/tRNA. El par ortogonal de tRNA sintetasa/tRNA puede ser, en principio, cualquier par
capaz de cargar el tRNA con el aminoacido que comprende el grupo norborneno y capaz de incorporar esos
aminoacidos que comprenden el grupo norborneno en la cadena polipeptidica en respuesta al codén ortogonal. El
cododn ortogonal puede ser el codén ortogonal ambar, ocre, épalo o un codén cuadruple o cualquier otro codén triplete.
El codén simplemente tiene que corresponder al tRNA ortogonal que se utilizara para transportar el aminoacido que
comprende el grupo norborneno. Preferiblemente, el codén ortogonal es ambar.

Los polinucleétidos que codifican el polipéptido de interés para el método descrito en la presente memoria pueden
incorporarse en un vector replicable recombinante. El vector puede usarse para replicar el acido nucleico en una célula
huésped compatible. Por tanto, en una realizaciéon adicional, la invenciéon proporciona un método para preparar
polinucledtidos de la invencién introduciendo un polinucleétido segun la invencién en un vector replicable,
introduciendo el vector en una célula huésped compatible y haciendo crecer la célula huésped en condiciones que
permitan la replicacion del vector. El vector puede recuperarse de la célula huésped. Las células huésped adecuadas
incluyen bacterias tales como E. coliasi como levaduras tales como S. cerevisiaey P. pastoris asi como células
huésped eucariotas superiores como células de insecto, células HEK y células de ovario de hamster chino.

Preferiblemente, un polinucleétido de la invencién en un vector se une de manera operativa a una secuencia de control
que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia codificante por parte de la célula huésped, es decir, el
vector es un vector de expresion. El término “conectado operativamente” significa que los componentes descritos estan
en una relacion que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia reguladora "unido operativamente” a
una secuencia codificante se une de tal manera que la expresion de la secuencia codificante se logra en condiciones
compatibles con las secuencias de control. Los vectores de la invencion pueden transformarse o transfectarse en una
célula huésped adecuada como se describe para proporcionar la expresién de una proteina de la invencion. Este
proceso puede comprender cultivar una célula huésped transformada con un vector de expresion como se describe
anteriormente en condiciones para proporcionar la expresion por el vector de una secuencia codificante que codifica
la proteina y, opcionalmente, recuperar la proteina expresada.

Los vectores pueden ser, por ejemplo, vectores plasmidicos o virales proporcionados con un origen de replicacion,
opcionalmente un promotor de la expresion de dicho polinucleétido y opcionalmente un regulador del promotor. Los
vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, por ejemplo, un gen de resistencia a la
ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano. Los vectores se pueden usar, por ejemplo, para transfectar o
transformar una célula huésped.

Las secuencias de control ligadas operativamente a las secuencias que codifican la proteina de la invencién incluyen
promotores/potenciadores y otras sefales de regulacion de la expresion. Estas secuencias de control se pueden
seleccionar para que sean compatibles con la célula huésped para la que se disefié el vector de expresion. El término
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promotor es bien conocido en la técnica y abarca regiones de &acido nucleico que varian en tamafo y complejidad
desde promotores minimos hasta promotores elementos anteriores y potenciadores.

Otro aspecto de la invencion es un método, tal como un método in vivo, para incorporar el(los) aminoacido(s) que
contiene(n) norborneno genéticamente y especificamente en el sitio en la proteina de eleccion, adecuadamente en
una célula bacteriana o eucariota. Una ventaja de la incorporacién de manera genética mediante dicho método es que
evita la necesidad de suministrar las proteinas que comprenden el aminoacido con norborneno en una célula una vez
formada, ya que en esta realizacion pueden sintetizarse directamente en la célula objetivo. EI método comprende las
siguientes etapas:

i) introducir o reemplazar un codon especifico con un codén ortogonal tal como un codén ambar en el sitio
deseado en la secuencia de nucle6tidos que codifica la proteina;

ii) introducir un sistema de expresion de un par ortogonal de tRNA sintetasa/tRNA en la célula, tal como un par
pirolisil-tRNA sintetasa/RNA;

iii) hacer crecer las células en un medio con el aminoacido que contiene norborneno segun la invencion.

La etapa (i) implica o reemplaza un codon especifico con un codén ortogonal tal como un codén ambar en el sitio
deseado en la secuencia genética de la proteina. Esto se puede lograr simplemente introduciendo un constructo, tal
como un plasmido, con la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina, en donde el sitio donde se desea
introducir/reemplazar el aminoacido que contiene norborneno se modifica para comprender un codén ortogonal tal
como un coddn ambar. Esto esta dentro de la capacidad del experto en la materia y en la presente memoria se dan
ejemplos de ello.

La etapa (ii) requiere un sistema de expresion ortogonal para incorporar especificamente el aminoécido que contiene
norborneno en la localizacién deseada (por ejemplo, el codén ambar). Por lo tanto, se requiere una tRNA sintetasa
ortogonal especifica tal como una pirolisil-tRNA sintetasa ortogonal y un par de tRNA ortogonal correspondiente
especifico que juntos son capaces de cargar dicho tRNA con el aminoacido que contiene norborneno. Ejemplos de
estos se proporcionan en la presente memoria.

Las células huésped que comprenden polinucleétidos segun la invencion pueden usarse para expresar proteinas de
la invencion. Las células huésped pueden cultivarse en condiciones adecuadas que permitan la expresion de las
proteinas de la invencién. La expresion de las proteinas de la invencion puede ser constitutiva de modo que se
produzcan de manera continua, o inducible, requiriendo un estimulo para iniciar la expresion. En el caso de expresion
inducible, la produccién de proteinas puede iniciarse cuando se requiera, por ejemplo, mediante la adicion de una
sustancia inductora al medio de cultivo, por ejemplo, dexametasona o IPTG.

Las proteinas de la invencion se pueden extraer de las células huésped mediante una variedad de técnicas conocidas
en la técnica, que incluyen lisis enzimatica, quimica y/u osmética y alteracion fisica.

Las proteinas de la invencidon se pueden purificar mediante técnicas estandar conocidas en la técnica, tales como
cromatografia preparativa, purificacion por afinidad o cualquier otra técnica adecuada.

Adecuadamente, el grupo norborneno incorporado en el polipéptido de interés se hace reaccionar con un compuesto
de tetrazina o azida. La tetrazina o azida actla para unir convenientemente una molécula de interés al polipéptido a
través del norborneno. Por lo tanto, el compuesto de tetrazina o azida ya puede tener la molécula de interés.

Adecuadamente, dicho grupo tetrazina o azida se puede unir ademas a cualquier molécula de interés adecuada para
unir la misma al polipéptido a través de la reaccion norborneno-tetrazina o norborneno-azida.

Las tetrazinas se disefian y sintetizan de manera que tengan un grupo amino primario de facil acceso. Este grupo
amino se puede hacer reaccionar con una variedad de compuestos utilizando reacciones de acoplamiento de amina
estandar. Como las tetrazinas son estables en una amplia variedad de condiciones de reaccion, casi cualquier
compuesto puede acoplarse a la tetrazina de interés. Los compuestos ejemplares unidos a tetrazinas (para la unién
al polipéptido a través del norborneno) incluyen varios fluoréforos como se menciona en la presente memoria. Las
tetrazinas también pueden acoplarse a fluoréforos mas sofisticados, por ejemplo, aquellos adecuados para
Microscopia de Super Resolucion, como STORM, PALM o STED, (por ejemplo colorantes Alexa o colorantes
especiales de Abberior, desarrollados para microscopia STED). Los lipidos pueden acoplarse a tetrazinas mediante
técnicas estandar. Los PEGs pueden acoplarse a tetrazinas (véanse los ejemplos), que son beneficiosas para la
PEGilacion de polipéptidos a través del norborneno segun la invencién. En todos los casos, los beneficios clave de
nuestro enfoque incluyen el hecho de que la incorporacién de norborneno segun la invencién es especifica del sitio y,
lo que es mas importante, puede realizarse in vivo (y/o in vitro en un organismo tal como E. coli). Por el contrario, en
los enfoques de la técnica anterior, el anticuerpo o la proteina purificados solo pueden reaccionar in vitro con
norborneno de una manera no selectiva y no especifica del sitio que tiene numerosos problemas como se ha expuesto
anteriormente. Por lo tanto, la invencion proporciona beneficios significativos en comparacién con los métodos de la
técnica anterior, como se demuestra en la presente memoria.
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El polipéptido que contiene norborneno de la invencién se puede conjugar convenientemente con otras etiquetas
biofisicas ademas de los fluor6foros, por ejemplo, sondas de NMR, sondas de etiqueta de espin, etiquetas de IR,
sondas de EM, asi como moléculas pequefias, oligonucleétidos, lipidos, nanoparticulas, puntos cuanticos, sondas
biofisicas (etiquetas de EPR, etiquetas de NMR, etiquetas de IR), moléculas pequefas (biotina, farmacos, lipidos),
oligonuclettidos (DNA, RNA, LNA, PNA), particulas (nanoparticulas, virus), polimeros (PEG, PVC), proteinas,
péptidos, superficies y similares.

Los nuevos aminoacidos que contienen norborneno son especificamente Utiles para su incorporacién en polipéptidos
o proteinas. Por tanto, se contempla la conjugacion del polipéptido o la proteina a restos que llevan un resto de
tetrazina o azida. Los polipéptidos o proteinas modificados pueden usarse como ingredientes farmacéuticos activos.
Los nuevos compuestos de amino&cidos que tienen el resto norborneno pueden ser increiblemente Utiles como
bloques de construccion en la quimica de péptidos y como nuevos sintones para ingredientes farmacéuticos.

Los compuestos son especificamente Utiles como bloque de construccion para la sintesis quimica o enzimatica de
polipéptidos, proteinas o analogos o precursores de los mismos. Se entiende que el término "bloque de construccion”
se refiere a unidades estructurales que se utilizan en operaciones quimicas o enzimaticas.

En el contexto de la presente invencion, el término “’sintén” se refiere a un compuesto que es, o puede usarse como,
un equivalente sintético para un compuesto particular de interés en una reaccion quimica, por ejemplo, en la sintesis
de un ingrediente farmacéutico activo.

Ejemplos

Los Ejemplos que siguen se exponen para ayudar en la comprensién de la invencion, pero no tienen la intencién de limitar
el alcance de la invencién de ninguna manera, y no deben interpretarse como tal. Los Ejemplos no incluyen descripciones
detalladas de métodos convencionales. Dichos métodos son bien conocidos por los expertos en la materia.

Métodos:

Las células de E. coli que albergan el gen de fenilserina/treonina aldolasa se cultivan y expresan fenilserina/treonina
aldolasa. Después de la recoleccién, las células se rompen usando procedimientos de ruptura celular estandar. Los
restos celulares se eliminan por centrifugacion para dar un lisado celular claro. El lisado se tampona usando tamp6n
de fosfato 50 mM a un pH en el intervalo de 6-9. El aminoacido y el aldehido (disueltos en un 20 % del volumen total
de un co-disolvente organico (DMSO)) se afaden después al lisado y se hacen reaccionar a 30°C durante 24 h. El
producto precipita durante el transcurso de la reaccién y se recupera mediante ajuste de pH y centrifugacion.

Incorporacion de proteinas:

Una pirrolisil-tRNA sintetasa mutante, obtenida a partir de una pirrolisil-tRNA sintetasa de tipo nativo, que es pirrolisil-
tRNA sintetasa derivada de metanosarcina, y/o la pirrolisil-tRNA sintetasa mutante aminoacila una tRNA de pirrolisina,
incorpora aminodcidos como se describe en la presente memoria.

Creacion de plasmidos:

El gen de la fenilserina/treonina aldolasa se amplificé utilizando DNA genédmico de Pseudomonas putida kt2440 (DSM-
6125) como plantilla. La plantilla se prepar6 mediante lisis celular simple con precipitacion de DNA concomitante
usando etanol. Los cebadores utilizados se muestran a continuacion:

LTA directo: GCTAATTCATATGACAGACAAGAGCCAACAATTCGCCAGC
LTA inverso: TACGATTAAGCTTTTATTAGCCACCAATGATCGTGCGGATATC

La enzima se clond en un vector de bajo nimero de copias usando enzimas de restriccion (Ndel, Hindlll) para estar
bajo el control de un sistema de expresion inducible por L-arabinosa.

Expresidn enzimatica:

El plasmido que contenia L-TA1 se transformé en E. coliBL21 (DE3) y los clones positivos se seleccionaron
sembrando en una placa LB que contenia 50 pg/mL de kanamicina. Se recogié una unica colonia y se inocul6 en 15
mL de medio LB estéril que contenia kanamicina. El cultivo se incubé a 37°C con agitacién durante la noche. Al dia
siguiente, se inocul6 1 L de medio Terrific Broth que contenia glucosa 50 mM y kanamicina 50 ug/mL con 15 mL de
cultivo de la noche. El cultivo se hizo crecer con agitacién a 37°C durante 4 h cuando se indujo la expresion de la
enzima afadiendo L-arabinosa al 0,2%. Después de la induccion, el cultivo se transfirié con agitacion a 30°C y se
incubé durante la noche. Al dia siguiente, el cultivo se recogié por centrifugacion a 5000 g durante 30 min a 4°C. El
sedimento celular se lavo con NaCl estéril al 0,9 % y se sedimenté de nuevo en las mismas condiciones. Los
sedimentos celulares se congelaron a -20°C hasta su uso posterior.
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Sintesis de aminoacidos:

Los sedimentos celulares de 500 mL de cultivo se descongelaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en 30
mL de tampdn de Na2HPO4 50 mM pH 8. La suspensién celular se lisé usando sonicacion. Los desechos celulares
se sedimentaron a 15000 g durante 30 min a 4°C. Para la sintesis de aminoéacidos, el lisado se mezclé 1:7 con tampén
de NazHPO4 100 mM pH 7 que contiene 1 M del aminoacido respectivo, 20 % de DMSO y 300 mM de norborneno
carboxaldehido. La mezcla de reaccion se incuba durante 16 horas a 30°C. El precipitado blanco resultante se recoge
por centrifugacion a 8000 g durante 30 min y se seca por liofilizacion para obtener el aminoéacido.

El aminoéacido que lleva el norborneno se incorpora, por ejemplo, en la hormona del crecimiento humana, la hormona
paratiroidea o las proteinas fluorescentes.

Seleccion de co-disolventes:

El lisado celular se prepar6 como se describe anteriormente. La seleccién de co-disolventes se realizd en tubos
Eppendorf de 1,5 ml. Los componentes se afadieron en el siguiente orden: tampén de NazHPO4 50 mM (pH 8,0), co-
disolvente, aldehido y lisado. La composicidon de la mezcla de reaccion se resume en la Tabla 1. Se probaron 10 % y
20 % (v/v) de los siguientes co-disolventes: acetona, acetonitrilo, butan-1-ol, terc-butanol, 1,4-dioxano, DMSO, etanol,
acetato de etilo, etilenglicol, glicerol, THF y tolueno.

Tabla 2- Composicidn de la mezcla de reaccion para la seleccion de co-disolventes

cantidad [pL]

norborneno carboxaldehido tampén B Co-disolvente lisado
10% de co-disolvente 35 845 80 35
20% de codisolvente 35 765 160 35

El producto precipitado se centrifugé a 13000 rpm durante 10 minutos. Después se decanté el sobrenadante y se
volvié a centrifugar el Eppis a 13000 rpm durante 10 min. Se pipeted el sobrenadante residual. Los granulos se
liofilizaron. Con este fin, el liofilizador se preenfrid6 a -53°C y las muestras se congelaron a -20°C. Después, las
muestras se colocaron al vacio durante 2 horas. Después de esto, la temperatura de la rejilla se aument6 a 40°C y
comenzo el secado durante 20 horas. El rendimiento claramente dependia del codisolvente utilizado (véase Figura 1).

La distribucién estereoquimica de los productos formados se puede controlar mediante la enzima, asi como por el co-
disolvente utilizado. En el caso del terc-butanol, las especies principales obtenidas mediante analisis HPLC-UV/HPLC-
MS (derivatizacién en la precolumna OPA/N-acetil-L-cisteina (NAC)) revelaron una distribucion estereoquimica del 85
% para las especies principales.

Incorporacion del aminoacido con norborneno a la proteina verde fluorescente indicadora

Una pirrolisil-tRNA sintetasa mutante, obtenida a partir de una pirrolisil-tRNA sintetasa de tipo nativo, que es una
pirrolisil-tRNA sintetasa derivada de arqueas (tal como Methanosarcina o Methanocaldococcus u otro), y/o la pirrolisil-
tRNA sintetasa mutante aminoacila un tRNA de pirrolisina, incorpora aminoacidos como se describe en la presente
memoria. La pirrolisil-tRNA sintetasa mutante se generé mediante tecnologias de ingenieria de proteinas de ultima
generacién, tal como la mutagénesis de saturacién del sitio guiada por la estructura o la evolucién dirigida o una
combinacion. También, serian posibles otras tecnologias, tal como la combinacién de genes.

La pirrolisil-tRNA sintetasa mutante y el correspondiente supresor ambar de pirrolisina tRNA se introdujeron en un
vector de expresion que alberga un origen de replicacion p15a, una variante de la proteina indicadora verde
fluorescente que lleva un coddn de terminacion ambar marco en la posicién de aminoacido 39 [Y39X], asi como una
etiqueta de hexahistidina N-terminal y un gen de resistencia a la kanamicina. La pirrolisil-tRNA sintetasa mutante se
expreso a partir de un promotor inducible por arabinosa y el supresor de pirrolisina tRNA a partir de un promotor
constitutivo cominmente utilizado para este propésito.

Se cultivaron células de E. coli que albergaban el vector de expresién descrito anteriormente en matraces de 250 ml,
cada uno de los cuales contenia 50 ml de medio minimo M9 con 50 pg/mL de kanamicina (Roth) y glucosa al 1-2 %
como fuente C. Los cultivos se incubaron a 37°C en un agitador orbital a 160-180 rpm. A D600 de 0,8-1,0, se indujo
la expresion de PyIRS ariadiendo 0,2% (p/v) de arabinosa (Roth). Ademas, Norl 5-10 mM se disolvié en NaOH 1 M.
La expresion se llevd a cabo entre 4 y 24 horas (la temperatura se puede ajustar dependiendo de la enzima objetivo;
37°C para eGFP). Las células se recogieron por centrifugacion (5000 g durante 30 minutos a 4°C). La variante de
eGFP se purific6 mediante cromatografia de afinidad con Ni2+ usando agarosa Ni-NTA siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La variante de eGFP purificada que lleva la Norl se modific6 mediante quimica de conjugacién aplicando un tinte
fluorescente que lleva tetrazina como compariero de reaccion, tal como 6-metil-tetrazina-5-TAMRA. Las reacciones se
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realizaron en tamp6n MES 100 mM pH 6 y se incubaron entre 4 y 24 horas. Las muestras de eGFP marcadas con
TAMRA se separaron en gel SDS prefabricado siguiendo las instrucciones del fabricante. Los geles se expusieron a
la luz ultravioleta para detectar la fluorescencia de TAMRA y posteriormente se tifieron con Coomassie Blue siguiendo
los procedimientos estandar. Se eliminé la banda con el tamafo esperado de eGFP (~ 28 kDa, véase la Figura 2).

La presencia del compuesto con Norl, asi como la modificacion de TAMRA, se confirmé mediante secuenciacién de
péptidos mediante espectrometria de masas en tandem. La modificacién exitosa de TAMRA también se confirmé
mediante la obtencién de una seial de fluorescencia de TAMRA del tamafio de eGFP.

13
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1. Nuevos compuestos de férmula general |,

en donde X es un H o un alquilo de C1-Ce, opcionalmente sustituido con hidroxi, halégeno, amina, tiol o carboxi.

2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del grupo que consiste en D- o L-3-norbornen serina, D-
o L-2-metil alcohol-3-norbornen serina, D- o L-2-metil-3-norbornen serina, D- o L-2-isopropil alcohol-3-norbornen
D- o L-2-butano amina-3-norbornen serina, D- o L-2-isopentan-3-
norbornen serina, D- o L-2-acido butirico-3-norbornen serina, D- o L-2-metilpirrolidin-3-norbornen serina, D- o L-2-
metil(propil )sulfan-3-norbornen serina, D- o L-2-1-butilguanidin-3-norbornen serina, L-2-propionamida-3-norbornen

serina, D- o L-2-metil tiol-3-norbornen serina,

serina, L-2-butiramida-3-norbornen serina.

3.  El compuesto segun la reivindicaciéon 1 o 2, seleccionado del grupo que consiste en

REIVINDICACIONES
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4. Un método para producir compuestos de formula general I, que comprende la etapa de hacer reaccionar el
norbornen-2-carboxaldehido con un aminoécido en presencia de treonina aldolasa.

5. El método segun la reivindicacién 4, en el que el aminoacido se selecciona del grupo que consiste en glicina,
alanina, serina, isoleucina, leucina, treonina, acido glutamico, prolina, metionina, arginina, asparagina, glutamina, lisina
y cisteina.

6. El método segln la reivindicacion 4 o 5, en el que la treonina aldolasa es de origen eucaridtico o procariético,
preferiblemente de origen bacteriano, de levadura o fangico.

7.  Elmétodo segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la treonina aldolasa es de Pseudomonas,
Sphingomonas, Azorhizobium, Methylobacterium, Escherichia, Thermotoga, Silicibacter, Paracoccus, Bordetella,
Colwellia, Saccharomyces.

8. El método segun la reivindicacién 7, en el que la treonina aldolasa es de Pseudomonas putida.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que la treonina aldolasa esta comprendida
como lisado celular.

10. Un polipéptido que comprende al menos un aminoacido de férmula general | como se define en la reivindicacion 1.

11. El polipéptido segun la reivindicacién 10, en el que dicho aminoacido que tiene un grupo norborneno se incorpora
en una posicion correspondiente al resto de aminodacido en el polipéptido de tipo nativo.

12. El polipéptido segln la reivindicacion 10 u 11, en el que dicho grupo norborneno esta unido a un grupo tetrazina.

13. Un método para producir un polipéptido que comprende un grupo norborneno, que comprende proporcionar un
polipéptido segun la reivindicacién 10 u 11, poner en contacto dicho polipéptido con un compuesto de tetrazina o azida
e incubar para permitir la union de la tetrazina o la azida al grupo norborneno mediante una reaccién de cicloadicion.

14.  Un método para producir un polipéptido de la reivindicacion 10, en el que el compuesto de formula general | se
incorpora genéticamente a un polipéptido o a través de la sintesis de péptidos.

15. El uso de un compuesto de formula general | como compuesto de bloque de construccion para sintesis quimica
0 como sintén para ingredientes farmacéuticos.
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Fig. 1
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Fig. 2
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