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“MICRO-ORGANISMOS E VACINAS DEPENDENTES DE REPLICACAO ATRA-
VES DO USO DE AMINOACIDOS NAO NATURAIS”

CAMPO DA PRESENTE INVENCAO

A invengé&o refere-se a vacinas. Em algumas modalidades, a presente invengao re-
fere-se a composigdes e métodos de produzir vacinas, incluindo vacinas de organismo total
com capacidades de replicagéo limitadas ou ausentes, através do uso de aminoacidos nao
naturais ou nao naturalmente codificados.

FUNDAMENTOS DA PRESENTE INVENCAO

Até agora, houve progresso técnico relativamente lento e, mesmo apés 100 anos
da morte de Louis Pasteur, seu protocolo “lIi” (lsolamento, Inativagao, Inje¢cdao) continua a
ser aplicavel. Com o advento da biologia molecular e tecnologia de proteina recombinante,
entretanto, pesquisadores comegaram a desenvolver vacinas de subunidades e vacinas de
organismos totais geneticamente construidas. Mais recentemente, avangos na imunologia
tornaram varias classes de imunopotenciadores disponiveis, incluindo ligantes do Receptor
do tipo Toll (TLR). Geralmente, geragdes mais novas de vacinas e seus adjuvantes estio se
tornando cada vez mais quimica e geneticamente definidas.

O desenvolvimento de produtos terapéuticos e, em particular, vacinas dirigidas con-
tra patogenos, tais como virus, bactérias, protozoarios e fungos, é continuo. Tal pesquisa
provou ser inestimavel na prevengédo da propagagdo de doengas em animais, incluindo se-
res humanos. De fato, na medicina moderna, a imunoterapia, incluindo a vacinacgéo, erradi-
cou a variola e, na pratica, erradicou doengas, tais como poliomielite, tétano, tuberculose,
catapora e sarampo.

Geralmente, vacinas ideais tém um prazo de validade longo, sdo capazes de induzir
imunidade duradoura contra um patégeno pré-selecionado e todas as variantes fenotipicas,
sao incapazes de causar a doenga contra a qual sdo dirigidas, sdo terapéutica e profilatica-
mente eficazes, sdo facilmente preparadas usando metodologias padrdo econdémicas e po-
dem ser facilmente administradas no campo.

Existem quatro classes principais de vacinas comercialmente disponiveis. Elas in-
cluem vacinas néo vivas de organismo total, vacinas vivas atenuadas, vacinas de vetores e
vacinas de subunidades. A vacinagdo com materiais ndo vivos, tais como proteinas, geral-
mente leva a uma resposta do anticorpo ou resposta de células T auxiliares CD4+, enquanto
que a vacinagao com materiais vivos (por exemplo, virus infecciosos) geralmente leva a uma
resposta de linfécitos T citotéxicos CD8+ (CTL). Uma resposta de CTL é crucial para a pro-
tegao contra patdgenos do tipo virus e bactérias infecciosos. Isto impde um problema pratico
e a unica maneira correta para obter uma resposta de CTL é usar agentes vivos que sdo por
si s6 patogénicos. O problema é geralmente contornado através do uso de cepas virais e
bacterianas atenuadas ou da morte de células totais que podem ser usadas para a vacina-
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¢ao. Estas estratégias foram bem sucedidas, porém o uso de cepas atenuadas sempre a-
carreta o risco de que o agente atenuado possa se recombinar geneticamente no hospedei-
ro e se transformar em uma cepa virulenta. Desse modo, ha uma necessidade quanto a
produtos terapéuticos e métodos que possam produzir uma resposta de CTL CD8+ através
de vacinagado com materiais ndo vivos, tais como proteinas, em uma maneira especifica.

Vacinas de subunidades proporcionaram meios para lidar com alguns destes pro-
blemas. Tais vacinas geralmente compreendem um componente subcelular derivado de um
patégeno de interesse. Um componente de subunidade pode ser produzido a partir de uma
fragdo subcelular definida do patégeno ou ser uma proteina, acido nucleico ou polissacari-
deo purificado. Todos estes elementos tém um determinante antigénico capaz de estimular
uma resposta imune contra o patégeno de interesse. Geralmente, o componente subcelular
da vacina de subunidade € obtido purificando-se uma preparagdo de patégeno rompido ou
sintetizado usando procedimentos bem conhecidos.

Entretanto, existem vérias limitagdes associadas as vacinas de subunidades. Pri-
meiro, uma exigéncia quanto a produgdo de tal vacina é que o(s) determinante(s) antigéni-
co(s) deve(m) ser caracterizado(s) e identificado(s). Isto impde limitagbes em seu uso, parti-
cularmente contra determinantes antigénicos altamente varidveis. Segundo, vacinas de su-
bunidades sado geralmente ineficazes em estimular respostas de células T citotoxicas. Ter-
ceiro, a imunidade conferida por vacinas de subunidades frequentemente apresenta vida
curta e, portanto, exige inje¢oes de reforgo continuas. Poucas vacinas de subunidades re-
combinantes expressadas foram mostradas induzir imunidade forte e duradoura em animais
vacinados (incluindo seres humanos). Uma excegao notavel é a vacina contra a Hepatite B
de antigeno de superficie recombinante usada em seres humanos. Um dos problemas as-
sociados ao uso de tais vacinas parece estar em apresentar corretamente os antigenos ao
sistema imune, tal que a imunidade humoral forte e a imunidade mediada por células forte
sejam induzidas. Em particular, vacinas recombinantes existentes (subunidades) ndo pare-
cem resultar em respostas de “meméaria” fortes, tal que os animais vacinados reagem muito
rapidamente quando sdo expostos a infecgdes naturais causadas por um patégeno.

Por via de exemplo apenas, deficiéncias nas vacinas de subunidades correntes
preparadas a partir do virus da diarreia viral bovina do tipo pestivirus (BVDV) foram extensi-
vamente relatadas. Estes estudos mostraram que, ainda que grandes quantidades de prote-
ina recombinante tenham sido usadas nas vacinas, taxas de protecdo deficientes observa-
das foram apresentadas, mostrando que as vacinas falhariam na protegao a partir do desa-
fio com isolados de BVDV vivos (tanto protegao homoéloga quanto heterdloga).

Existem muitas doengas infecciosas para as quais uma vacina eficaz ainda nao foi
desenvolvida e muitas das vacinas correntemente disponiveis fornecem apenas protegao
parcial contra a doenga. Além disso, existem lacunas no campo das vacinas. Vacinas vivas
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produzem imunidade mais forte, mais ampla e mais duradoura em relagao a outros tipos de
vacinas. Ha uma necessidade quanto a um veiculo de vacina viva mais seguro, que sera
incapaz de causar a doenga, mesmo em individuos imunossuprimidos. Também ha uma
necessidade quanto a vacinas que induzem imunidade mediada por célula e ndo apenas
imunidade com base em anticorpos. Além disso, ha uma necessidade quanto a indugao de
respostas imunes protetoras diretamente nas superficies mucosas do corpo, onde ocorre a
entrada da maioria dos patégenos. Desse modo, ha uma necessidade quanto a vacinas a-
perfeicoadas. A presente invengdo visa fornecer uma vacina terapéutica aperfeigoada que
melhora pelo menos algumas das desvantagens sobre a técnica anterior existente.

SUMARIO DA PRESENTE INVENCAO

A presente invengao fornece organismos totais dependentes de replicagdo quimi-
camente modulada. Em algumas modalidades, a presente invengao fornece um organismo
total quimicamente modulado com uma modificagao através da qual sua capacidade de re-
plicar € dependente da presenga de um aminoacido ndo natural. Em algumas modalidades,
a presente invengéo fornece um organismo total com uma ou mais modifica¢gbes através das
quais a capacidade de o organismo replicar depende se ele esta sendo cultivado na presen-
¢a de um aminoacido ndo natural. Em algumas modalidades, a presente invengao fornece
um organismo total com uma ou mais modificagbes através das quais a capacidade de o
organismo replicar depende se ele esta sendo cultivado na presenga de um ou mais amino-
acidos néo naturais. Em algumas modalidades, a presente invengao fornece um organismo
total com duas ou mais modificagées através das quais a capacidade de o organismo repli-
car depende se ele esta sendo cultivado na presenga de um ou mais aminoacidos ndo natu-
rais. Em algumas modalidades da presente inveng¢ao, o organismo total € uma vacina ate-
nuada - uma vacina modulada por um ou mais aminoacidos n&do naturais sitio-
especificamente incorporados, em que a replicagao ou expressao do agente imunizador é
modulada pela presenc¢a ou auséncia de um aminoacido nao natural.

Em algumas modalidades da presente invengao, a replicagao ou expressao de um
organismo total é modulada pela presenga ou auséncia de um aminoacido ndo natural atra-
vés de uma modificagdo genética unica. Em algumas modalidades da presente invengao, a
replicagdo ou expressdo de um organismo total € modulada pela presenga ou auséncia de
um aminoacido nao natural através de uma ou mais modificagdes genéticas. Em algumas
modalidades da presente invengéao, a replicagdo ou expressdo de um organismo total &€ mo-
dulada pela presenga ou auséncia de um aminoacido nao natural através de duas modifica-
¢Oes genéticas. Em algumas modalidades da presente invengao, a replicagao ou expressao
de um organismo total € modulada pela presenga ou auséncia de um aminoacido nao natu-
ral através de trés modificagdes genéticas. Em algumas modalidades da presente invengao,
a replicagao ou expressao de um organismo total € modulada pela presenga ou auséncia de
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um aminoacido ndo natural através de quatro modificagdes genéticas. Em algumas modali-
dades da presente invengéo, a replicagao ou expressao de um organismo total € modulada
pela presenga ou auséncia de um aminoacido nao natural através de cinco modificagdes
genéticas. Em algumas modalidades da presente invengao, a replicagdo ou expressio de
um organismo total é modulada pela presenga ou auséncia de um aminoacido ndo natural
através de quatro ou mais modificagbes genéticas.

A capacidade de induzir seletivamente uma resposta imune contra organismos, an-
tigenos, proteinas ou proteinas préprias ou aumentar a imunogenicidade de epitopos espe-
cificos de antigenos estranhos é significante na produg¢ao de vacinas para varios estados de
doenga (incluindo, mas nao limitados ao cancer e doengas relacionadas a dobra de protei-
na) e doengas infecciosas (por exemplo, infecgdes bacterianas ou virais). A presente inven-
¢ao utiliza a incorporagdo de aminoacidos nao naturais em organismos para produzir imu-
nogenos dependentes de replicagdo e/ou deficientes de replicagao a serem usados em va-
cinagdes de organismo total ou para produzir anticorpos a serem usados na imunizagédo
passiva. A presente invengdao também utiliza a incorporagdo de aminoacidos ndo naturais
em proteinas, antigenos e/ou polipeptideos para produzir imundgenos a serem usados em
vacinagbes ou para produzir anticorpos a serem usados na imunizacdo passiva. Na inven-
¢ao, os imundgenos aos quais 0s aminoacidos nao naturais sao adicionados correspondem
as porgdes alvo (por exemplo, porgdes relacionadas a doenga) no paciente a ser vacina-
do/imunizado ou correspondem as porgdes alvo (por exemplo, porgdes relacionadas a do-
encga) que sao capazes de estar no paciente. Em modalidades onde o imunégeno com o
aminoacido n&o natural é administrado a um paciente, a presenga do aminoacido nao natu-
ral evoca uma resposta imunoldgica contra 0 imunégeno que é reativo de forma cruzada
contra a porgao alvo (por exemplo, relacionada a doencga).

Em um primeiro aspecto, a invengao fornece métodos de produzir ou acentuar uma
resposta imunoldgica, por exemplo, uma resposta mediada por células B e/ou uma resposta
mediada por células T, em um paciente, contra uma porg¢ao alvo, por exemplo, um polipepti-
deo, um carboidrato ou uma combinagdo dos mesmos, que esta no paciente ou que é capaz
de estar no paciente. Os métodos incluem fornecer um organismo dependente de aminoaci-
do nao natural geneticamente modificado e administrar 0 organismo ao paciente. Os méto-
dos também incluem fornecer um imundégeno nao natural geneticamente modificado que
compreende um ou mais aminoacidos nao naturais e administrar o imundégeno nao natural
ao paciente. O paciente (por exemplo, ser humano, macaco, camundongo, rato, animal de
criagao, porco, vaca, galinha, passaro de gaiola, passaro de aviario, animal doméstico, céo,
gato, réptil e/ou anfibio) produz um ou mais anticorpos contra o imunégeno nido natural e
tais anticorpos reagem de forma cruzada contra a por¢ao alvo (desse modo, produzindo ou
acentuando a resposta imunogénica contra o alvo).
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Em certas modalidades, o organismo total geneticamente modificado pode ser
qualquer organismo total contra o qual é desejavel imunizar o paciente, por exemplo, bacté-
ria, virus, fungo, Mycoplasma, protozoario, helminto ou prion. Uma vacina de organismo
total pode opcionalmente incluir um ou mais entre: um antigeno bacteriano, antigeno viral,
antigeno fangico, antigeno de micoplasma, antigeno de protozoario, antigeno de helminto,
antigeno de prion, antigeno de HIV, HivVgpi20, HIV gp41, HIV gag, HIV pol, HIV env, HTV
tat, HIV nef, HTV rev, antigeno do capsideo de calicivirus, antigeno do nucleo da hepatite B,
antigeno de superficie da hepatite B, agente delta da hepatite, glicoproteina do virus do her-
pes simples, glicoproteina do virus varicela zoster, hemaglutinina do virus influenza, neura-
minidase do virus influenza, nucleoproteina do virus influenza, proteina do capsideo do
HPV, hemaglutinina/neuraminidase do virus parainfluenza, polipeptideo do capsideo de po-
liovirus, antigeno da Hep A, polipeptideo do virus da vacinia, glicoproteina G do virus da
raiva, OspA de B. burgdorferi, proteina da membrana externa de H. influenzae tipo b, lipoa-
rabinomanana de micobactéria, mAPG de micobactéria, proteina M de S. pyogenes, polis-
sacarideo capsular de S. pneumnoniae, F| de Y. pestis, antigeno V de Y. pestis, circunsporo-
zoito de P. falciparum (PfCSP), proteina 2 da superficie de esporozoito de P. falciparum
(PfSSP2), terminal carboxila de P. falciparum do antigeno 1 no estado vivo (c-term de PfL-
SAl), proteina 1 exportada de P. falciparum (PfExp-1), Pfs 48/45, Pfs 28, Pfs 25 ou Pfs 230.

O organismo dependente de replicagdo de aminoacido nao natural geneticamente
modificado pode ser um ou mais entre: uma bactéria, virus, fungo, Mycoplasma, protozoario,
helminto, prion, Actinomyces, Bacillus, Bacteroides, Bordetella, Bartonella, Borrelia, Brucel-
la, Campylobacter, Capnocytophaga, Chlamydia, Clostridium, Corynebacterium, Coxiella,
Dermatophilus, Enterococcus, Ehrlichia, Escherichia, Francisella, Fusobacterium, Haemo-
bartonella, Haemophilus, Helicobacter, Klebsiella, uma bactéria na forma de L, Leptospira,
Listeria, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Neorickettsia, Nocardia, Pasteurella, Pep-
tococcus, Peptostreptococcus, Pneumococcus, Proteus, Pseudomonas, Rickettsia, Rocha-
limaea, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Treponema, Yersinia, adeno-
virus, alfavirus, calicivirus, coronavirus, CMV, virus da cinomose, virus Ebola, enterovirus,
EBV, flavivirus, virus da Hep C, hepadnavirus, virus da Hep B, agente delta da hepatite,
virus da Hep E ou F, GBV-C, herpesvirus, virus do herpes simples, virus varicela-zoster,
virus da imunodeficiéncia, HIV, virus da peritonite infecciosa, virus influenza, virus influenza
A, virus da leucemia, virus Marburg, ortomixovirus, papilomavirus, HPV, virus parainfluenza,
paramixovirus, RSV, parvovirus, pestivirus, picornavirus, poliovirus, poxvirus, virus da vaci-
nia, virus da raiva, reovirus, retrovirus, rotavirus, Absidia, Acremonium, Alternaria, Aspergil-
lus, Basidiobolus, Bipolaris, Blastomyces, Candida, Coccidioides, Conidiobolus, Cryptococ-
cus, Curvalaria, Epidermophyton, Exophiala, Geotrichum, Histoplasma, Madurella, Malasse-
zia, Microsporum, Moniliella, Mortierella, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Phialemonium,
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Phialophora, Prototheca, Pseudallescheria, Pseudomicrodochium, Pythium, Rhmosporidium,
Rhizopus, Scolecobasidium, Sporothrix, Stemphylium, Trichophyton, Trichosporon, Xylohy-
pha, Babesia, Balantidium, Besnoitia, Cryptosporidium, Eimeria, Encephalitozoon, Entamoe-
ba, Giardia, Hammondia, Hepatozoon, Isospora, Leishmania, Microsporidia, Neospora, No-
sema, Pentatrichomonas, Plasmodium, P. falciparum, Pneumocystis, Sarcocystis, Schisto-
soma, Theileria, Toxoplasma, Trypanosoma, Acanthocheilonema, Aelurostrongylus, Anc-
ylostoma, Angiostrongylus, Ascaris, Brugia, Bunostomum, Capillaria, Chabertia, Cooperia,
Crenosoma, Dictyocaulus, Dioctophyme, Dipetalonema, Diphyllobothrium, Diplydium, Dirofi-
laria, Dracunculus, Enterobius, Filaroides, Haemonchus, Lagochilascaris, Loa polipeptideo,
Mansonella, Muellerius, Nanophyetus, Necator, Nematodirus, Oesophagostomum, Oncho-
cerca, Opisthorchis, Ostertagia, Parafilaria, Paragonimus, Parascaris, Physaloptera, Protos-
trongylus, Setaria, Spirocerca, Spirometra, Stephanofilaria, Strongyloides, Strongylus, The-
lazia, Toxascaris, Toxocara, Trichinella, Trichostrongylus, Trichuris, Uncinaria ou Wuchereri-
a.

Em um outro aspecto, a inven¢ao fornece métodos de tratar profilatica ou terapeuti-
camente um estado de doenga em um paciente, por exemplo, através da produgdao de uma
resposta mediada por células B e/ou uma resposta mediada por células T no paciente. Em
varias modalidades, o estado de doenga pode ser, mas ndo € limitado a um ou mais entre:
uma infeccédo bacteriana, infecgéo viral, infecgdo fungica, infecgdo por Mycoplasma, infec-
¢ao por prion, infecgao por protozoario ou infecgao por helminto. Um conjunto de métodos
do aspecto inclui administrar a um paciente, por exemplo, ser humano, macaco, camundon-
go, rato, porco, vaca, galinha, passaro de gaiola, passaro de aviario, réptil ou anfibio, um
organismo total geneticamente modificado. O organismo total geneticamente modificado
estimula a produgao de anticorpos no paciente. Em um segundo conjunto de métodos, deste
aspecto, a invengao compreende tratar profilatica ou terapeuticamente um estado de doenca
em um paciente através da produgdo de um anticorpo contra uma ou mais doengas, condi-
¢Oes ou organismos que envolve produzir uma resposta do anticorpo e isolar o anticorpo ou
anticorpos que depois sdo administrados a um paciente.

Com a dltima ferramenta de engenharia de proteinas, a tecnologia da Ambrx, a in-
corporagao sitio-especifica de aminoacidos ndo naturais apresenta uma grande oportunida-
de no desenvolvimento de vacinas. Esta pode criar nanoestruturas quimicamente bem defi-
nidas através da combinagéo de antigenos com imunopotenciadores. Estas nanoestruturas,
que podem ser usadas para o desenvolvimento de vacinas de subunidades, possuem infor-
magéo do antigeno e funcionalidade de imunopotenciagao.

Além disso, a tecnologia da Ambrx também pode ser usada para criar novas vaci-
nas de organismo total atenuadas, em que os aminodacidos nao naturais servirao como mo-
dificagOes para a expressdo de genes essenciais em organismos patogénicos, ao invés de
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veiculos para introduzir grupos funcionais nao naturais na proteina. Os organismos resultan-
tes emulardo o organismo do tipo selvagem, mas serdo apenas capazes de replicagdo na
presenga de aminoacidos nao naturais da Ambrx, que nao existem na natureza.

Vacina de subunidade:

Devido a baixa eficacia de vacinas de subunidades, adjuvantes sdo exigidos para
estimular uma resposta imune. Tradicionalmente, os adjuvantes sdo formulados como mistu-
ras com antigenos. Sob administragao, os antigenos serdo absorvidos pela célula dendritica
(DC) e apresentados as células T. Os adjuvantes estimulardo as células dendriticas para
liberaga@o de citocina, apresentagédo de antigeno acentuada e maturag¢ao de células dendriti-
cas. Uma resposta imune especifica do antigeno eficaz sera obtida quando estes dois pro-
cessos independentes, apresentagdo de antigeno e imunoativagao, convergem na mesma
DC. Uma dosagem relativamente alta é exigida. Entretanto, a dosagem alta de adjuvante
evocara a ativagao imune independente de antigeno, um efeito colateral indesejado. Portan-
to, intrinsecamente, este método nao ¢ ideal e confere uma baixa eficacia e alta toxicidade a
vacina.

Ao contrério de adjuvantes tradicionais, tais como alume, diversos adjuvantes re-
cém descobertos sdo molecularmente bem definidos. Com sua incorporagdo de aminoAaci-
dos nao naturais sitio-especifica unica e suas capacidades de conjugacgéo sitio-especificas,
a tecnologia da Ambrx nos fornece as ferramentas necessarias para criar a préxima geragao
de vacinas com alta poténcia e baixa toxicidade. A caracteristica essencial das vacinas de
subunidades da Ambrx sera a combinag¢ao de antigeno e imunopotenciador em uma nano-
estrutura quimicamente definida. Quando é absorvida por uma DC, os dois processos, apre-
sentagdo de antigeno e ativagao imune, convergem na mesma DC.

A incorporagéo sitio-especifica de aminoacidos nao naturais é uma tecnologia que
nos permite incorporar aminoacidos ndo naturais com por¢des altamente imunogénicas, tais
como mononitrofenila e dinitrofenila, diretamente nos antigenos de proteina. Recentemente,
imunopotenciadores de molécula pequena, tais como ligante imidazoquinolina do Receptor
do tipo Toll 7 (TLR7), tornaram-se disponiveis. E possivel projetar aminoacidos n&o naturais
com estes imunopotenciadores de molécula pequena como suas cadeias laterais e incorpo-
ra-los em um antigeno de proteina.

A tecnologia de conjugacgéo sitio-especifica da Ambrx fornece ainda mais flexibili-
dade. Ela nos permite conjugar ndo apenas as moléculas pequenas anteriormente mencio-
nadas a superficie de antigenos de proteina, mas também a uma variedade de outros imu-
nopotenciadores (por exemplo, lipideos, lipopeptideos, polissacarideos, DNA, RNA e nano-
particulas).

A conjugacao sitio-especifica do DNA de fita Gnica em superficies de proteinas cria
uma outra dimensao de facilidade para o projeto de uma vacina. DNAs com CpG nao meti-
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lado s&o ligantes de TLR-9, que, de forma interessante, ndo estdo presentes na superficie
celular, mas dentro das células. O DNA conjugado ao antigeno pode servir ndo apenas co-
mo imunopotenciador, mas também como um bloco de construgdo para criar uma a trés
dimensdes e nanoestruturas valentes de multiantigeno através dos processos de hibridiza-
¢ao especificos da sequéncia. Este esquema geral também pode ser usado para combinar
antigenos com outro elementos, tais como reagentes alvejantes de APC e outros ligantes de
TLR. Foi mostrado que alvejantes de APC (anticorpo ou peptideo) podem acentuar a efica-
cia da vacina e promovem apresentagédo cruzada. A combinagao de dois ligantes de TLR
diferentes tera maior efeito sinérgico.

A conjugacao sitio-especifica da Ambrx possibilita o projeto preciso e otimizagao de
vacinas. Sem a tecnologia da Ambrx, um processo de conjugagéao ndo especifica apresenta
controle limitado ou nenhum controle sobre os sitios de modificagdo no antigeno de protei-
na. A conjugac¢éao néo especifica pode alterar os epitopos T e B. Ela também pode modificar
a conformagéo 3D do antigeno que ¢ critica para o reconhecimento do anticorpo. Além dis-
so, algumas modificagdes podem impedir 0 processamento do antigeno. Todos estes fato-
res tornam a vacina nao especificamente conjugada menos eficaz.

Vacina de organismo total:

A vacinologia teve inicio com vacinas de organismo total e, ainda hoje, estas sdo as
vacinas mais bem sucedidas, classificadas como vivas atenuadas ou mortas. A esséncia
das vacinas de organismo total € que a vacina deve ser o mais parecida possivel ao orga-
nismo patogénico por si s6, de modo a provocar uma resposta imune protetora, porém, com
capacidades de replicagdo muito limitadas ou ausentes no hospedeiro.

Portanto, se a replicag&o limitada ou ausente é desejavel, é possivel usar molécu-
las pequenas para controlar o ciclo de vida de micro-organismos para criar vacinas melhores
e mais seguras? A resposta, usando a tecnologia da Ambrx, é que agora é possivel. Se o
aminoacido n&ao natural é incorporado em um gene em uma bactéria, virus ou ainda um pa-
rasita que é essencial a replicagdo dos micro-organismo, a vida destes organismos sera
dependente da presenga do aminoacido ndo natural. Pelo fato de o aminoacido ndo natural
incorporado néo existir na natureza, o resultado sera organismos, tais como virus e bacté-
rias, tendo componentes e estruturas virais e celulares quase exatos, sem a capacidade de
replicar no hospedeiro. Além disso, o0 virus ou bactéria modificado pela tecnologia da Ambrx
pode servir ndo apenas como a vacina por si s6, mas também como vetores para o gene e
liberagdo de antigeno.

A plataforma da vacina de subunidade da Ambrx tem uma ampla variedade de apli-
cagdes em doencgas infecciosas e areas de vacina terapéutica contra o cancer. Vacinas cor-
rentes contra o cancer sdo geralmente ineficazes. Abordagens da ativagdo sistémica de cé-

lulas T e inibicdo da via regulatéria negativa foram propostas e algumas delas estdao em ex-
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perimentos clinicos. O desacoplamento da ativagao de células T e reconhecimento do anti-
geno pode causar sérios efeitos colaterais. A ineficicia de vacinas contra o cadncer é devido
a auséncia de tecnologia para induzir respostas imunes fortes especificas do tumor sem
causar efeitos colaterais sérios. A Ambrx fornece a tecnologia para criar nanoestruturas que
podem invocar respostas imunes fortes especificas do cancer, incluindo respostas de célu-
las T e células B, desse modo, proporcionando possibilidades vantajosas, tanto terapéuticas
quanto preventivas.

A plataforma da vacina de organismo total pode encontrar incontaveis aplicagdes
na area de doengas infecciosas. Virus, bactérias ou outros parasitas que podem ser cultiva-
dos e tém um genoma capaz de mutagéo sdo bons candidatos. Vacinas da presente inven-
¢ao aperfeigoaréo a administragdo de risco no desenvolvimento da vacina e as vacinas se-
rao mais definidas, tanto quimica quanto geneticamente, e fornecerao eficacias inéditas.

Para expandir o cddigo genético, a invengao fornece composi¢cdes e métodos para
produzir tRNAs ortogonais. Aminoacil-tRNA sintetases aminoacilam tRNAs da presente in-
vengdo com um aminoacido nao naturalmente codificado. Estes componentes de tradugéo
podem ser usados para incorporar um aminodcido selecionado em uma posi¢do especifica
em uma cadeia polipeptidica crescente (durante a tradugao de acido nucleico) em resposta
a um codon seletor que é reconhecido pelo tRNA.

Métodos de produzir uma proteina em uma célula com um aminoacido selecionado
em uma posi¢ao especifica também sdo uma caracteristica da presente invengao. Por e-
xemplo, um metodo inclui cultivar, em um meio apropriado, uma célula, em que a célula
compreende um acido nucleico que compreende pelo menos um cédon seletor e codifica
uma proteina, e fornecer o aminoacido selecionado. A célula compreende ainda: um tRNA
ortogonal (O-tRNA) que funciona na célula e reconhece o cédon seletor € uma aminoacil-
tRNA sintetase ortogonal (O-RS) que preferencialmente aminoacila o O-tRNA com o amino-
acido selecionado. Tipicamente, o O-tRNA compreende atividade de supresséo na presenca
de uma sintetase cognata. Uma proteina produzida por este método também é uma caracte-
ristica da presente invengao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 - A estrutura de folha de trevo de J17 tRNA com sitios de mutagido em
tronco TWC é mostrada.

Figura 2 - A supressédo de uma mutagdo ambar no hormdnio de crescimento huma-
no & mostrada usando J17 ou mutantes de J17 (F12, F13, F14). O lisato celular total para
cada amostra foi analisado por SDS PAGE.

Figura 3 - A supressao de uma mutagdo dmbar no hormdnio de crescimento huma-
no é mostrada em linhagens celulares diferentes usando F13.

Figura 4 - Mostra um diagrama do vetor pVK10-camR contendo o Sistema de Su-
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pressao da Ambrx.

Figura 5 - Mostra um diagrama do vetor pKD46 contendo componentes Lambda
Red (bet, gam, exonuclease).

Figura 6 - Mostra um esquema de primers sobrepostos e os métodos usados no
Exemplo 5. Os primers sao indicados por setas e identificador numérico, e, por exemplo,
primers 1 para os clones Y31 e N51 seriam a SEQ ID NO: 18 e 26, respectivamente; primers
2 para os clones Y31 e N51 seriam a SEQ ID NO: 19 e 27, respectivamente; primers 3 para
os clones Y31 e N51 seriam a SEQ ID NO: 20 e 28, respectivamente; primers 4 para os clo-
nes Y31 e N51 seriam a SEQ ID NO: 21 e 29, respectivamente; primers 5 para os clones
Y31 e N51 seriam a SEQ ID NO: 22 e 30, respectivamente; primers 6 para os clones Y31 e
N51 seriam a SEQ ID NO: 23 e 31, respectivamente; primers 7 para os clones Y31 e N51
seriam a SEQ ID NO: 24 e 32, respectivamente; primers 8 para os clones Y31 e N51 seriam
a SEQ ID NO: 25 e 33, respectivamente. Os produtos da PCR sao identificados por uma
letra. O sitio &mbar contendo metiona amino peptidase foi gerado sobrepondo-se PCR sobre
a mutagdo ambar (A e B), tornando-a condicionalmente letal a E. coli, como um organismo
total. O mutante metiona amino peptidase depois foi fundido em um gene completo (C) e
combinado com um marcador selecionavel (D) e uma parte parcial do mutante metiona ami-
no peptidase (E) para a sele¢ao a jusante.

Figura 7 - Mostra um esquema de triagem para dependéncia de aminodacido artifici-
al. As trés etapas mostradas sao 1) escolha dos transformantes, tais como transformantes
positivos KanR, AmpR, tratando-se as placas; 2) cultivo dos sobreviventes em KanR, AmpR,
aminoacido nao natural +; € 3) crescimento de coldnias individuais em placas com e sem 0
aminoacido nao natural e selegdo das coldnias que crescem na presenga do aminoacido
n&o natural e morrem quando cultivadas sem o aminoacido nao natural.

Figura 8 - Mostra duas placas de cultura celular de E. coli que estao sendo triadas
para uma mutagdo ambar no gene metiona amino peptidase em Y31, cada uma revestida
com LB agar e com meio contendo Ampicilina 50 pg/mL e Canamicina 50 ug/mL, a placa da
esquerda adicionalmente contendo para-acetilfenilalanina 2 mM. A12, C5 e E3 sdo exem-
plos de E. coli dependente de replicagdo quimicamente modulada.

Figura 9 - Mostra duas placas de cultura celular de E. coli que estdao sendo triadas
para uma mutagao ambar no gene metiona amino peptidase em N51, cada uma revestida
com LB agar e com meio contendo Ampicilina 50 ug/mL e Canamicina 50 yg/mL, a placa da
esquerda adicionalmente contendo para-acetilfenilalanina 2 mM. A12, C5 e E3 sdo exem-
plos de E. coli dependente de replicacao quimicamente modulada.

Figura 10A e 10B - Mostra o crescimento em meio permissivo € nao permissivo.
Durante a noite, as culturas foram inoculadas em meio de glicose (losangos) ou arabinose

(circulos) nas razdes de diluigao ideais mostradas no canto direito superior de cada painel. A
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ODG600 foi monitorada em uma placa de 96 pogos em um leitor de placa Spectramax com
agitagao a 37 °C com remogéo periodica de amostras para microscopia e laminagdo em

. placas de arabinose. A mudanga na viabilidade, fornecida no eixo direito (triangulos), foi cal-

culada usando-se a concentragdo de CFU normalizada dividindo-se pela OD600. Para cada
ponto no tempo, este valor foi dividido pelo valor em T = 0 e o log desse valor é apresentado
neste relatorio. Os numeros de CFU por mililitro por unidade de OD em T = 0 medidos a
partir do in6culo saturado e corrigidos para diluigdo foram os seguintes: WT, 4,6 x 10°% mu-
tante frr, 3,2 x 10% mutante gcpE, 3,4 x 10°%; mutante /pxC, 2,2 x 10°%; mutante map, 2,9 x 10%
mutante murA, 8,7 x 10%, mutante ppa, 1,5 x 10°%; mutante rpsA, 1,2 x 10°. A OD é mostrada
em uma escala linear ao invés de uma escala logaritmica para mostrar, da melhor forma, a
dindmica das culturas hesitantes, e a escala do eixo direito difere para IpxC e map para evi-
tar a sobreposi¢éo das linhas de tendéncia. Para os ultimos dois pontos no tempo da medi-
¢do de murA, ndo houve crescimento de coldnias. Do Herring e Blattner JOURNAL OF
BACTERIOLOGY, 2004, paginas 2673-2681, incorporado como referéncia por meio deste
relatério.

Figura 11 - Mostra um esquema da caracterizagao de taxas de reversdao em que cé-
lulas dependentes de replicagdo através de aminoacido ndo natural geneticamente modifi-
cadas séao cultivadas na densidade 6ptica de 1,0 em meio de aminodcido nido natural +, de-
pois essas células s&o plaqueadas em diluigdes em série em meio com aminoacido ndo na-
tural adicionado para calcular unidades formadoras de colbnia e as células remanescentes
séo cultivadas sem a presenga do aminoéacido nao natural para detectar revertentes.

Figura 12 - Mostra um esquema de uma estratégia de mutagénese. Um fragmento
de DNA linear é produzido a partir DNA genémico de molde WT por sobreposi¢ao da exten-
sao da PCR. As posi¢des dos primers sao indicadas por setas unilaterais. O produto de fu-
sdo da PCR é eletroporado em células e as integragbes resultantes de um evento de re-
combinagao dupla sédo selecionadas. Depois da identificagao de um clone portando o cédon
de parada ambar tagalong, o gene I-Scel é induzido, resultando na remogao do gene que
codifica Camr. A recombinag¢do dentro de uma regido duplicada curta leva & geragao de um
mutante &mbar que é, de outro modo, sem marcas.

Figura 13 - Mostra plasmideos usados na mutagénese tagalong.

Figura 14 - Mostra um esquema das etapas de criagdo de um mutante letal condi-
cional em E. coli, partindo do principio, 1) criar um molde de mutante condicional; 2) trans-
formar em cepa competente de supressao dambar lambda RED recombinante; e 3) induzir a
recombinagao lambda RED.

Figura 15 - Mostra um esquema das etapas na caracterizagdo de um mutante letal
condicional em E. coli, partindo do principio, 1) caracterizar o crescimento na presenga e
auséncia do aminoacido ndo natural sob o qual um organismo transformado com éxito seria



10

15

20

25

30

35

12

dependente; 2) caracterizar a mutagdo como bactericida ou bacteriostatica, e 3) caracterizar
a frequéncia do revertente.

Figura 16 - Mostra uma vista estrutural das sele¢des de residuo de MAP.

Figura 17 - Mostra uma vista estrutural das selegbes de residuo de MAP.

DEFINICOES

Antes de descrever a inven¢gao em detalhes, deve ser entendido que esta invengao
ndo é limitada a sistemas biolégicos particulares, que podem, certamente, variar. Também
deve ser entendido que a terminologia usada neste relatério é para o propdsito de descrever
apenas modalidades particulares, e ndo ¢ intencionada a limitar o escopo da presente in-
vengao, que sera limitado apenas pelas reivindica¢gdes anexas. Conforme usado neste rela-
tério e nas reivindicagdes anexas, as formas no singular “um”, “uma” e “0”, “a” incluem as
referéncias no plural, a menos que o conteudo claramente indique de outro modo. Desta
forma, por exemplo, referéncia a “uma célula” inclui uma combinagdo de duas ou mais célu-
las e inclui equivalentes da mesma conhecidos aqueles de habilidade comum na técnica, e
assim por diante. Referéncia a “bactérias” inclui misturas de bactérias e semelhantes.

A menos que definido neste relatério e abaixo no restante do relatério descritivo, to-
dos os termos técnicos e cientificos usados neste relatério tém o mesmo significado, con-
forme comumente entendido por uma pessoa de habilidade comum na técnica a qual a in-
vencgao pertence.

Todas as publica¢des e patentes mencionadas neste relatério sao incorporadas no
mesmo como referéncia para o proposito de descrever e divulgar, por exemplo, os construc-
tos e metodologias que sao descritos nas publicagdes, que podem ser usados em relagao a
invengao presentemente descrita. As publicagdes debatidas neste relatério sdo fornecidas
somente para sua divulgagao antes da data de depdsito do presente pedido. Nada neste
relatério deve ser interpretado como uma admissao de que os inventores estejam habilita-
dos a prever tal divulgagao em virtude da invengao anterior ou por qualquer outra razao.

Proteinas e/ou sequéncias de proteinas sdao “homodlogas” quando elas sao deriva-
das, natural ou artificialmente, de uma proteina ou sequéncia de proteina ancestral comum.
Similarmente, &cidos nucleicos e/ou sequéncias de acidos nucleicos sdo homdlogos quando
eles sao derivados, natural ou artificialmente, de um &acido nucleico ou sequéncia de acido
nucleico ancestral comum. Por exemplo, qualquer acido nucleico que ocorre naturalmente
pode ser modificado por qualquer método de mutagénese disponivel para incluir um ou mais
cbédons seletores. Quando expressado, este acido nucleico mutagenizado codifica um poli-
peptideo compreendendo um ou mais aminoacidos selecionados, por exemplo, aminoacidos
nédo naturais. O processo de mutagéo pode, adicionalmente, alterar um ou mais cédons pa-
drdo, desse modo, modificando um ou mais aminoacidos padrao na proteina mutante resul-

tante. Um ou mais aminoacidos padrao podem ser modificados para um aminoacido nao
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natural ou um aminoacido natural. A homologia € geralmente inferida a partir da similaridade
de sequéncia entre dois ou mais acidos nucleicos ou proteinas (ou sequéncias dos mes-
mos). A porcentagem precisa de similaridade entre sequéncias que é (til no estabelecimen-
to da homologia varia de acordo com o &cido nucleico e proteina em questao, porém, 25 %
de similaridade de sequéncia sao rotineiramente usados para estabelecer a homologia. Ni-
veis mais altos de similaridade de sequéncia, por exemplo, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 % ou mais, também podem ser usados para estabelecer a homologia. Métodos
para determinar as porcentagens de similaridade de sequéncia (por exemplo, BLASTP e
BLASTN usando parametros pré-determinados) sdo descritos neste relatério e séo geral-
mente disponiveis.

Conforme usado neste relatério, o termo “ortogonal” refere-se a uma molécula (por
exemplo, um tRNA ortogonal (O-tRNA) e/ou uma aminoacil tRNA sintetase ortogonal (O-
RS)) que € usada com eficacia reduzida por um sistema de interesse (por exemplo, um sis-
tema de tradugéo, por exemplo, uma célula). Ortogonal refere-se a incapacidade ou eficacia
reduzida, por exemplo, menos do que 20 % eficaz, menos do que 10 % eficaz, menos do
que 5 % eficaz ou, por exemplo, menos do que 1 % eficaz, de um tRNA ortogonal e/ou RS
ortogonal funcionar no sistema de tradugao de interesse. Por exemplo, um tRNA ortogonal
em um sistema de tradugéo de interesse é aminoacilado por qualquer RS endégena de um
sistema de tradug¢ao de interesse com eficacia reduzida ou nula em comparacgio a aminoaci-
lagao de um tRNA enddégeno por uma RS endégena. Em um outro exemplo, uma RS orto-
gonal aminoacila qualquer tRNA enddgeno no sistema de traducao de interesse com efica-
cia reduzida ou nula em comparagao a aminoacilagdo do tRNA enddgeno por uma RS en-
dogena. Uma segunda molécula ortogonal pode ser introduzida na célula, a qual funciona
com a primeira molécula ortogonal. Por exemplo, um par de tRNA/RS ortogonal inclui com-
ponentes complementares introduzidos que funcionam juntos na célula com uma eficacia,
por exemplo, cerca de 50 % de eficacia, cerca de 60 % de eficacia, cerca de 70 % de efica-
cia, cerca de 75 % de eficacia, cerca de 80 % de eficacia, cerca de 85 % de eficacia, cerca
de 90 % de eficéacia, cerca de 95 % de eficacia, cerca de 99 % ou mais de eficacia, em rela-
¢ao aquela de um par de tRNA/RS endégeno correspondente. O “aperfeigoamento na orto-
gonalidade” refere-se a ortogonalidade acentuada comparada a um material de partida ou
um tRNA ou RS que ocorre naturalmente.

O termo “cognato” refere-se aos componentes que funcionam juntos, por exemplo,
um tRNA e uma aminoacil-tRNA sintetase. Os componentes também podem ser referidos
como complementares.

O termo “preferencialmente aminoacila” refere-se a uma eficacia, por exemplo, cer-
ca de 70 % eficaz, cerca de 75 % eficaz, cerca de 80 % eficaz, cerca de 85 % eficaz, cerca
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de 90 % eficaz, cerca de 95 % eficaz, cerca de 99 % ou mais eficaz, em que uma ORS ami-
noacila um O-tRNA com um aminoacido selecionado, por exemplo, um aminocacido ndo na-
tural, em comparagao a O-RS que aminoacila um tRNA que ocorre naturalmente ou um ma-
terial de partida usado para gerar o O-tRNA. O aminoacido nao natural depois é incorporado
em uma cadeia polipeptidica crescente com alta fidelidade, por exemplo, mais do que cerca
de 70 % de eficacia para um cédon seletor fornecido, mais do que cerca de 75 % de eficacia
para um codon seletor fornecido, mais do que cerca de 80 % de eficacia para um cddon se-
letor fornecido, mais do que cerca de 85 % de eficacia para um cddon seletor fornecido,
mais do que cerca de 90 % de eficacia para um cddon seletor fornecido, mais do que cerca
de 95 % de eficacia para um cédon seletor fornecido ou mais do que cerca de 99 % de efi-
cacia para um codon seletor fornecido.

Um “tratamento profilatico” é um tratamento administrado a um paciente que nao
apresenta sinais ou sintomas de uma doenga, patologia ou distirbio médico ou apresenta
apenas sinais ou sintomas precoces de uma doenga, patologia ou disturbio, tal que o trata-
mento € administrado para o propdsito de diminuir ou prevenir o risco de desenvolvimento
da doenga, patologia ou disturbio médico. Um tratamento profilatico funciona como um tra-
tamento preventivo contra uma doenga ou disturbio. Uma “atividade profilatica” é uma ativi-
dade de um agente, tal como um imunégeno e/ou anticorpo nao natural, ou composicédo dos
mesmos, que, quando administrados a um paciente que nao apresenta sinais ou sintomas
de uma patologia, doenga ou disturbio (ou que apresenta apenas sinais ou sintomas preco-
ces de tal patologia, doen¢a ou disturbio) diminui ou previne o risco de o paciente desenvol-
ver a patologia, doenga ou disturbio. Um agente ou composto “profilaticamente Util” (por e-
xemplo, um imundégeno e/ou anticorpo nao natural da invengéo) refere-se a um agente ou
composto que é util para diminuir, prevenir ou tratar o desenvolvimento de uma patologia,
doenga ou disturbio.

Tratamentos, vacinas e/ou tratamentos profilaticos podem ser administrados a um
paciente em necessidade dos mesmos. Tratamentos, vacinas e/ou tratamentos profilaticos
também podem ser administrados a uma variedade de animais, incluindo, mas nao limitados
a animais de criagdo, tais como vacas, porcos, cabras, ovelhas, galinhas e/ou outros ani-
mais de criagdo comuns e animais domésticos comuns, por exemplo, gatos, caes, papagai-
0s, periquitos, etc.

O termo “codon seletor” refere-se a cédons reconhecidos pelo OtRNA no processo
de tradugdo e nao reconhecidos por um tRNA enddgeno. A aiga anticédon de O-tRNA reco-
nhece o cédon seletor no mRNA e incorpora seu aminoacido, por exemplo, um aminoacido
selecionado, tal como um aminoacido nao natural, neste sitio no polipeptideo. Cédons sele-
tores podem incluir, mas ndo sao limitados, por exemplo, a cédons sem sentido, tais como,
codons de parada, incluindo, mas nao limitados a cédons ambar, ocre e opala; cédons de



10

15

20

25

30

35

15

quatro ou mais bases; cddons raros; cédons derivados de pares de base naturais ou nao
naturais e/ou semelhantes. Para um sistema fornecido, um cédon seletor também pode in-
cluir um dos codons de trés bases naturais, em que o sistema endégeno nao usa (ou rara-
mente usa) o dito cédon de trés bases natural. Por exemplo, isto inclui um sistema que é
desprovido de um tRNA que reconhece o cddon de trés bases natural e/ou um sistema em
que o cédon de trés bases natural é um cédon raro.

Um tRNA supressor € um tRNA que altera a leitura de um RNA mensageiro (mR-
NA) em um sistema de traducgio fornecido, por exemplo, fornecendo-se um mecanismo para
incorporar um amino&cido em uma cadeia polipeptidica em resposta a um cédon seletor.
Por exemplo, um tRNA supressor pode ler através de um cédon, incluindo, mas nao limitado
a um cédon de parada, um cdédon de quatro bases ou um cédon raro.

O termo “atividade de supressao” refere-se a capacidade de um tRNA, por exem-
plo, um tRNA supressor, ler através de um cdédon seletor. A atividade pode ser expressada
como uma porcentagem de atividade observada em comparagao a um controle (por exem-
plo, falta de uma sintetase cognata).

O termo “sistema de tradugao” refere-se aos componentes necessarios para incor-
porar um aminoacido que ocorre naturalmente em uma cadeia polipeptidica crescente (pro-
teina). Os componentes de um sistema de tradugdo podem incluir, por exemplo, ribosso-
mos, tRNAs, sintetases, mMRNA e semelhantes. Os componentes da presente invengao po-
dem ser adicionados a um sistema de tradugéo in vitro ou in vivo. Exemplos dos sistemas de
tradugao incluem, mas nao sao limitados a uma célula nao eucariética, por exemplo, uma
bactéria (tal como E. coli), uma célula eucaridtica, por exemplo, uma célula de levedura, cé-
lula de mamifero, célula de planta, célula de alga, célula de fungo, célula de inseto, um sis-
tema de tradugéo livre de célula, por exemplo, um lisato celular e/ou semelhantes.

Sistemas de tradugéo podem ser celulares ou livres de célula e podem ser procario-
ticos ou eucaridtico. Sistemas de tradugao celulares incluem, mas nao séo limitados a pre-
paracoes de células totais, tais como células ou culturas celulares permeabilizadas em que
uma sequéncia de acido nucleico desejada pode ser transcrita em mRNA e o mRNA tradu-
zido. Sistemas de tradugao livres de célula sdo comercialmente disponiveis e tipos e siste-
mas diferentes sdo bem conhecidos. Exemplos de sistemas livres de célula incluem, mas
ndo sao limitados a lisatos procaridticos, tais como lisatos de Escherichia coli, e lisatos eu-
caridticos, tais como extratos de germe de trigo, lisatos de células de inseto, lisatos de reti-
culécitos de coelho, lisatos de odcitos de coelho e lisatos de células humanas. Extratos ou
lisatos eucaridticos podem ser preferidos quando a proteina resultante é glicosilada, fosfori-
lada ou, de outro modo, modificada, pois tais modificagbes sdo apenas possiveis em siste-
mas eucaridticos. Alguns destes extratos e lisatos sdo comercialmente disponiveis (Prome-
ga; Madison, Wis.; Stratagene; La Jolla, Calif.; Amersham; Arlington Heights, IIl.;
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GIBCO/BRL; Grand Island, N.Y.). Extratos membranosos, tais como os extratos pancreati-
cos caninos contendo membranas microssdmicas, também sao disponiveis, os quais sdo
uteis para traduzir proteinas secretérias.

Sistemas de tradugao reconstituidos também podem ser usados. Misturas de fato-
res de tradugéo purificados também foram usadas com éxito para traduzir mRNA em protei-
na, assim como combinagdes de lisatos ou lisatos suplementados com fatores de tradugao
purificados, tais como fator 1 de iniciagéo (IF-1), IF-2, IF-3 (a ou B), fator de elongagao T
(EF-Tu) ou fatores de terminagéo. Sistemas livres de célula também podem ser sistemas de
transcrigao/tradugdo acoplados em que o DNA ¢ introduzido ao sistema, transcrito em mR-
NA e o mRNA traduzido, conforme descrito em Current Protocols in Molecular Biology (F. M.
Ausubel et al. editores, Wiley Interscience, 1993), que é especificamente incorporado como
referéncia por meio deste relatério. O RNA transcrito no sistema de transcrigdo eucariético
pode estar na forma de RNA heteronuclear (hnRNA) ou caps de extremidade 5 (7-metil
guanosina) e mRNA maduro com cauda poli A de extremidade 3’, que pode ser uma vanta-
gem em certos sistemas de tradugd@o. Por exemplo, mRNAs capeados sdo traduzidos com
alta eficacia no sistema de lisato de reticulécitos.

O termo “aminoacido selecionado” refere-se a qualquer aminoacido que ocorre na-
turalmente ou aminoacido nao natural desejado. Conforme usado neste relatério, o termo
“aminoacido nao natural” ou “aminoacido nao naturalmente codificado” refere-se a qualquer
aminoacido, aminoacido modificado e/ou analogo de aminoacido que nao é um dos 20 ami-
noacidos que ocorrem naturalmente comuns ou selenocisteina ou pirrolisina. Outros termos
que podem ser sinonimicamente usados com o termo “aminoacido ndo naturalmente codifi-
cado” e “aminodcido n&o natural” sao “aminoacido nao natural,” “aminoacido que nao ocorre
naturalmente,” e versdes variadamente hifenizadas e nao hifenizadas dos mesmos. O termo
“aminoacido ndo naturalmente codificado” também inclui, mas ndo é limitado aos aminoaci-
dos que ocorrem por modificagao (por exemplo, modificagdes pds-tradugdo) de um aminoa-
cido naturalmente codificado (incluindo, mas nao limitado aos 20 aminoacidos comuns ou
pirrolisina e selenocisteina), porém nao sdo por si s6 naturalmente incorporados em uma
cadeia polipeptidica crescente pelo complexo de tradugdo. Exemplos de tais aminoacidos
que ndo ocorrem naturalmente incluem, mas nao sao limitados a N-acetilglucosaminil-L-
serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina e O-fosfotirosina.

Aminoacido ndo natural: Conforme usado neste relatério, um aminoacido nao natu-

ral refere-se a qualquer aminoacido, aminoacido modificado ou analogo de aminoacido, ex-
ceto selenocisteina e/ou pirrolisina, e os vinte alfa-aminoacidos geneticamente codificados
candnicos seguintes: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, aci-
do glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptofano, tirosina, valina. Em varias modalidades da invengao, um ou mais
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aminoacidos n&o naturais que sao incorporados no imundgeno nao natural podem ser qual-
quer aminoacido nao natural. Desse modo, sera avaliado que a citagdo de aminoacidos nao
naturais especificos neste relatério ndo deve ser necessariamente limitante na invengao.
Uma ampla variedade de aminoacidos nao naturais foi incorporada em proteinas codifican-
do-se os mesmos in vivo, por exemplo, usando sistemas de tradugdo que compreendem
elementos ortogonais. Veja, por exemplo, Liu, et al. (2007) “Genetic incorporation of unnatu-
ral amino acids into proteins in mammalian cells” Nat Methods 4:239-244; Wang, et al.
(2006) “Expanding the genetic code” Annu Rev Biophys Biomol Struct 35:225-249; Xie &
Schultz (2006) “A chemical toolkit for proteins-an expanded genetic code” Nat Rev Mol Cell
Biol 7:775-782; Wang e Schultz “Expanding the Genetic Code,” Angewandte Chemie Int. Ed,
44(1):34-66 (2005) e Chin, et al. (2003) “An expanded eukariotic genetic code” Science
301:964-967 para uma revisao.

Em algumas modalidades da presente invengédo, é desejavel usar aminoacidos nao
naturais que nao sao um dos 20 aminoacidos que ocorrem naturalmente comuns ou os ami-
noacidos raros que ocorrem naturalmente, por exemplo, selenocisteina ou pirrolisina. Por
exemplo, 0s aminoacidos ndo naturais, p-nitrofenilalanina, p-sulfotirosina e p-
carboxifenilalanina encontram uso em varias modalidades neste relatério. Em algumas mo-
dalidades, o aminoacido ndo natural pode incluir, mas nao é limitado a: p-nitrofenilalanina; o-
nitrofenilalanina; m-nitrofenilalanina;  p-boronilfenilalanina;  o-boronilfenilalanina; m-
boronilfenilalanina; p-aminofenilalanina; o-aminofenilalanina; m-aminofenilalanina; p-
acilfenilalanina; o-acilfenilalanina; m-acilfenilalanina; p-OMe fenilalanina; o-OMe fenilalanina;
m-OMe fenilalanina; p-sulfofenilalanina; o-sulfofenilalanina; m-sulfofenilalanina; 5-nitro His;
3-nitro Tyr; 2-nitro Tyr; Leu nitro substituida; His nitro substituida; De nitro substituida; Trp
nitro substituida; 2-nitro Trp; 4-nitro Trp; 5-nitro Trp; 6-nitro Trp; 7-nitro Trp; 3-amino tirosina,
2-aminotirosina, O-sulfotirosina, 2-sulfo-oxifenilalanina, 3-sulfo-oxioxifenilalanina ou p-
carboxifenilalanina, o-carboxifenilalanina e m-carboxifenilalanina. Novamente, sera avaliado
que a invengao ndo é limitada a aminoacidos nao naturais particulares.

Além disso, em véarias modalidades da presente invengdo, aminodacidos nido natu-
rais podem ser incorporados em imundgenos in vitro, por exemplo, usando métodos biossin-
téticos em que um tRNA supressor é quimicamente acilado com um aminoacido n&o natural
desejado e é adicionado a um extrato in vitro capaz de suportar a biossintese do imundége-
no. Para uma descrigéao de tais métodos sintéticos in vitro, veja, por exemplo, V. W. Cornish,
D. Mendel e P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34:621 (1995); CJ. Noren, SJ.
Anthony-Cabhill, M.C. Griffith, P. G. Schultz, “A general method for site-specific incorporation
of unnatural amino acids into proteins”, Science 244 182-188 (1989); e, J.D. Bain, CG.
Glabe, T.A. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, “Biosynthetic site-specific incorporation of a
unnatural amino acid into a polypeptide,” J. Am. Chem. Soc. Il 8013-8014 (1989). Os ami-
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noacidos nd@o naturais também podem ser adicionados a proteinas natural ou sinteticamente
produzidas através de quimicas de peptideo sintético disponiveis (ou aminoacidos naturais
podem ser convertidos em aminoacidos nao naturais através de tais métodos), ou através
de processamento pds-tradugao. Novamente, entretanto, sera avaliado que tais modifica-
¢Oes pods-tradugédo e quimicas sédo tipicamente feitas em combinagao com, ou além da in-
corporagdao de um ou mais aminoacidos ndo naturais durante a sintese de uma molécula
(por exemplo, incorporagéao direta, tal como tradugao ortogonal, sintese em fase sdlida, etc.).
Desse modo, modificagdes por adi¢ao pés-tradugdo ou quimica de aminoacidos sao tipica-
mente feitas apenas em moléculas ja tendo aminoacidos ndo naturais que foram adiciona-
dos durante a sintese da molécula. Informagao adicional sobre a incorporagio nao ortogonal
de aminoacidos nao naturais em imunégenos é fornecida abaixo.

Conforme usado neste relatério, o termo “derivado de” refere-se a um componente
que é isolado ou fabricado usando informagao a partir de uma molécula ou organismo espe-
cifico.

Uma “célula hospedeira recombinante” ou “célula hospedeira” refere-se a uma célu-
la que inclui um polinucleotideo exégeno, independentemente do método usado para inser-
¢ao, por exemplo, absorcao direta, transdugdo, f-mating ou outros métodos conhecidos na
técnica para criar células hospedeiras recombinantes. O polinucleotideo exdégeno pode ser
mantido como um vetor ndo integrado, por exemplo, um plasmideo, ou, alternativamente,
pode ser integrado no genoma hospedeiro.

Conforme usado neste relatério, o termo “meio” ou “meios” inclui qualquer meio de
cultura, solugdo, suporte solido, semissélido ou rigido que pode suportar ou conter qualquer
célula hospedeira, incluindo células hospedeiras bacterianas, células hospedeiras de leve-
dura, células hospedeiras de inseto, células hospedeiras de planta, células hospedeiras eu-
caridticas, células hospedeiras de mamifero, células de CHO, células hospedeiras procario-
ticas, células hospedeiras de E. coli ou Pseudomonas e teores celulares. Desse modo, o
termo pode abranger o meio em que a célula hospedeira foi cultivada, por exemplo, 0 meio
em que uma cultura, organismo total ou célula esta crescendo, e 0 meio pode ter um amino-
acido nao natural incluido para suportar o crescimento de organismos ou células deficientes
de replicagao, incluindo o meio antes ou depois de uma etapa de proliferagdo. O termo tam-
bém pode abranger tampdes ou reagentes que contém lisatos de células hospedeiras, tais
como no caso onde os antigenos sao intracelularmente produzidos e as células hospedeiras
s&o lisadas ou rompidas para liberar os antigenos ou antigenos recombinantes.

“Agente redutor,” conforme usado neste relatério com respeito a redobra de protei-
na, é definido como qualquer composto ou material que mantém grupos sulfidrila no estado
reduzido e reduz ligagdes dissulfeto intra ou intermoleculares. Agentes redutores adequados
incluem, mas ndo sao limitados a ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol, ditioeritritol, cisteina,
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cisteamina (2-aminoetanotiol) e glutationa reduzida. E evidente aqueles de habilidade co-
mum na técnica que uma ampla variedade de agentes redutores é adequada para o0 Uso nos
métodos e composi¢des da presente invengao.

“Agente oxidante,” conforme usado neste relatério com respeito a redobra de prote-
ina, é definido como qualquer composto ou material que é capaz de remover um elétron a
partir de um composto sendo oxidado. Agentes oxidantes adequados incluem, mas nao sio
limitados a glutationa oxidada, cistina, cistamina, ditiotreitol oxidado, eritreitol oxidado e oxi-
génio. E evidente aqueles de habilidade comum na técnica que uma ampla variedade de
agentes oxidantes € adequada para o uso nos métodos da presente invencéo.

“Redobra,” conforme usado neste relatério, descreve qualquer processo, reagao ou
método que transforma polipeptideos contendo ligagao dissuifeto a partir de um estado im-
propriamente dobrado ou ndo dobrado em uma conformagao nativa ou propriamente dobra-
da com respeito as ligagoes dissulfeto.

“Codobra,” conforme usado neste relatério, refere-se especificamente aos proces-
sos, reagdes ou métodos de redobra que utilizam pelo menos dois polipeptideos que intera-
gem entre si e resultam na transformagao de polipeptideos ndo dobrados ou impropriamente
dobrados em polipeptideos nativos e propriamente dobrados.

Um “grupo de modificagdo no terminal amino” refere-se a qualquer molécula que
pode ser ligada ao terminal amino de um polipeptideo. Similarmente, um “grupo de modifi-
cacao no terminal carbdxi” refere-se a qualquer molécula que pode ser ligada ao terminal
carboxi de um polipeptideo. Grupos de modificagdo no terminal incluem, mas nao séo limi-
tados a varios polimeros soluveis em agua, peptideos ou proteinas, tais como albumina sé-
rica, ou outras por¢gdes que aumentam a meia-vida no soro de peptideos.

Os termos “grupo funcional”, “porgao ativa”, “grupo de ativagao”, “grupo de partida”,
“sitio reativo”, “grupo quimicamente reativo” e “porgao quimicamente reativa” sdo usados na
técnica e neste relatério e referem-se a porgdes ou unidades distintas e definiveis de uma
molécula. O termos sdo, de certa forma, sinénimos nas técnica da quimica e sdo usados
neste relatorio para indicar as porgdes de moléculas que realizam alguma fungdo ou ativida-
de e s&o reativas com outras moléculas.

O termo “ligagao” ou “ligador” é usado neste relatério para se referir a grupos ou li-
gagoes que normalmente sdo formados como o resuitado de uma reagao quimica e tipica-
mente sdo ligagbes covalentes. Ligagdes hidroliticamente estaveis significam que as liga-
¢Oes sdo substancialmente estaveis em agua e nao reagem com agua em valores de pH
uteis sob condigbes fisiolégicas durante um periodo de tempo prolongado, talvez até por
tempo indeterminado. Ligagbes hidroliticamente instaveis ou degraddveis significam que as
ligacbes sédo degradaveis em agua ou em solugdes aquosas, incluindo, por exemplo, san-
gue. Ligagdes enzimaticamente instaveis ou degradaveis significam que a ligagdo pode ser
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degradada por uma ou mais enzimas. Conforme entendido na técnica, PEG e polimeros
relacionados podem incluir ligagdes degradaveis na cadeia principal do polimero ou no gru-
po ligador entre a cadeia principal do polimero e um ou mais entre os grupos funcionais ter-
minais da molécula de polimero. Por exemplo, ligagdes éster formadas pela reagdo de 4ci-
dos carboxilicos de PEG ou acidos carboxilicos de PEG ativados com grupos alcool em um
agente biologicamente ativo geralmente hidrolisam sob condigdes fisioldgicas para liberar o
agente. Outras ligagdes hidroliticamente degradaveis incluem, mas ndo sio limitadas as
ligagdes carbonato; liga¢gdes imina resultantes da rea¢do de uma amina e um aldeido; liga-
¢Oes fosfato éster formadas através da reagdo de um alcool com um grupo fosfato; ligagdes
hidrazona que sa@o produto de reagdo de uma hidrazida e um aldeido; ligagdes acetal que
sao o produto de reagao de um aldeido e um alcool; ligagdes ortoéster que sdo o produto de
reagcao de um formiato e um alcool; ligagbes peptidicas formadas por um grupo amina em
uma terminagdo de um polimero, tal como PEG, e um grupo carboxila de um peptideo; e
ligagbes oligonucleotidicas formadas por um grupo fosforamidita na terminagdo de um poli-
mero e um grupo 5’ hidroxila de um oligonucleotideo.

O termo “molécula biologicamente ativa”, “por¢do biologicamente ativa” ou “agente
biologicamente ativo”, quando usado neste relatério, significa qualquer substéncia que pode
afetar quaisquer propriedades fisicas ou bioquimicas de um sistema bioldgico, via, molécula
ou interagao referindo-se a um organismo, incluindo, mas nao limitado a virus, bactérias,
bacteriéfago, transposon, prion, insetos, fungos, plantas, animais e seres humanos. Em par-
ticular, conforme usado neste relatério, moléculas biologicamente ativas incluem, mas nao
séo limitadas a qualquer substancia intencionada para diagnose, cura, mitigagao, tratamento
ou prevengao de doenga em seres humanos ou outros animais, ou para, de outro modo,
acentuar o bem-estar fisico ou mental de seres humanos ou animais. Exemplos de molécu-
las biologicamente ativas incluem, mas néao sao limitados a peptideos, proteinas, enzimas,
farmacos de molécula pequena, vacinas, imunégenos, farmacos duros, farmacos moles,
carboidratos, &tomos ou moléculas inorganicos, pigmentos, lipideos, nucleosideos, radionu-
clideos, oligonucleotideos, toxoides, toxinas, células procariéticas e eucaridticas, virus, po-
lissacarideos, acidos nucleicos e por¢gdes dos mesmos obtidas ou derivadas de virus, bacté-
rias, insetos, animais ou qualquer outra célula ou tipo celular, lipossomas, microparticulas e
micelas. Classes de agentes biologicamente ativos que sdao adequadas para o uso com a
invengao incluem, mas néo sao limitadas a farmacos, pré-farmacos, radionuclideos, agentes
de imagem, polimeros, antibidticos, fungicidas, agentes antivirais, agentes anti-inflamatérios,
agentes antitumaor, agentes cardiovasculares, agentes antiansiedade, hormoénios, fatores de
crescimento, agentes esteroidais, toxinas derivadas de micro-organismos e semeihantes.

O termo “arila” significa, a menos que de outro modo estabelecido, um substituinte
de hidrocarboneto poli-insaturado e aromatico, que pode ser um anel Unico ou anéis multi-
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plos (de 1 a 3 anéis) que sao fundidos ou covalentemente ligados. O termo “heteroarila” re-
fere-se a grupos arila (ou anéis) que contém de um a quatro heteroatomos selecionados de
N, O e S, em que os atomos de nitrogénio e enxofre sdo opcionalmente oxidados e os &ato-
mos de nitrogénio sdo opcionalmente quaternizados. Um grupo heteroarila pode ser ligado
ao restante da molécula através de um heteroatomo. Exemplos ndo limitantes de grupos
arila e heteroarila incluem fenila, 1-naftila, 2-naftila, 4-bifenila, 1-pirrolila, 2-pirrolila, 3-
pirrolila, 3-pirazolila, 2-imidazolila, 4-imidazolila, pirazinila, 2-oxazolila, 4-oxazolila, 2-fenil-4-
oxazolila, 5-oxazolila, 3-isoxazolila, 4-isoxazolila, 5-isoxazolila, 2-tiazolila, 4-tiazolila, 5-
tiazolila, 2-furila, 3-furila, 2-tienila, 3-tienila, 2-piridila, 3-piridila, 4-piridila, 2-pirimidila, 4-
pirimidila, 5-benzotiazolila, purinila, 2-benzimidazolila, 5-indolila, 1-isoquinolila, 5-isoquinolila,
2-quinoxalinila, 5-quinoxalinila, 3-quinolila e 6-quinolila. Substituintes para os sistemas de
anel arila e heteroarila observados acima sao selecionados do grupo de substituintes aceita-
veis descritos abaixo.

Para brevidade, o termo “arila”, quando usado em combinagdo com outros termos
(incluindo, mas ndo limitados a arildxi, ariltiéxi, arilalquila), inclui anéis arila e heteroarila,
conforme definido acima. Desse modo, o termo “arilalquila” inclui aqueles radicais em que
um grupo arila é ligado a um grupo alquila (incluindo, mas néo limitado a benzila, fenetila,
piridiimetila e semelhantes), incluindo aqueles grupos alquila em que um atomo de carbono
(incluindo, mas n&o limitado a um grupo metileno) foi substituido, por exemplo, por um ato-
mo de oxigénio (incluindo, mas ndo limitado a fenoximetila, 2-piridiioximetila, 3-(1-
naftildxi)propila e semelhantes).

Cada um dos termos acima (incluindo, mas nao limitados a “alquila,” “heteroalquila,”
“arila” e “heteroarila”) inclui formas substituidas e nao substituidas do radical indicado. Subs-
tituintes exemplares para cada tipo de radical sédo fornecidos abaixo.

Substituintes para os radicais alquila e heteroalquila (incluindo aqueles grupos fre-
quentemente referidos como alquileno, alquenila, heteroalquileno, heteroalquenila, alquinila,
cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquenila e heterocicloalquenila) podem ser um ou mais
entre uma variedade de grupos selecionados de, mas nao limitados a: -OR’, =0, =NR’, =N-
OR’, -NR'R”, -SR’, -halogénio, -SiR'R”"R™, OC(O)R’, -C(O)R’, -CO2R’, -CONR'R”,
OC(O)NR'R”, -NR”C(O)R’, NR'C(O)NR”R™”, -NR"C(O)2R’, -NR-C(NR'R”R”)=NR””, NR
C(NR’'R”)=NR’”’, -S(O)R’, - S(O)2R’, -S(0)2NR’'R”, NRSO2R’, -CN e -NO2 em um numero
variando de zero a (2m’ + 1), onde m’ € o niumero total de &tomos de carbono em tal radical.
R, R”, R” e R”” independentemente referem-se a hidrogénio, heteroalquila substituido ou
n&o substituido, arila substituido ou nao substituido, incluindo mas nao limitado a arila subs-
tituido com 1 a 3 halogénios, alquila substituido ou ndo substituido, grupos alcéxi ou tioalcé-
Xi ou grupos arilalquila. Quando um composto da invengao inclui mais do que um grupo R,
por exemplo, cada um dos grupos R é independentemente selecionado como sédo grupos R’,
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R”, R e R”” quando mais do que um destes grupos esta presente. Quando R’ e R” séo
ligados ao mesmo atomo de nitrogénio, eles podem ser combinados com o &omo de nitro-
génio para formar um anel de 5, 6 ou 7 membros. Por exemplo, -NR’R” inclui, mas ndo é
limitado a 1-pirrolidinila e 4-morfolinila. A partir do debate acima de substituintes, uma pes-
soa habilitada na técnica entendera que o termo “alquila” inclui grupos, incluindo atomos de
carbono ligados a grupos, exceto grupos hidrogénio, tais como haloalquila (incluindo, mas
n&o limitado a -CF3 e -CH2CF3) e acila (incluindo, mas nao limitado a -C(O)CHS3, -C(O)CF3,
-C(O)CH20CHS3 e semelhantes).

Similar aos substituintes descritos para o radical alquila, substituintes para os gru-
pos arila e heteroarila sdo variados e sao selecionados de, mas nao sao limitados a: halo-
génio, OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -NR'R”, -SR’, -halogénio, -SiR’R”"R"”’, OC(O)R’, -C(O)R’,
CO2R’, -CONR'R”, -OC(O)NR'R”, -NR'C(O)R’, NR’ C(O)R”"R’”, -NR’C(O)2R’, NR-
C(NR’'R"R”)=NR””, NR C(NR'R”)=NR", -S(O)R’, -S(0)2R’, -S(0)2NR’'R”, NRSO2R’, -CN e
-NO2, -R’, -N3, -CH(Ph)2, fluoro(C1-C4)alcédxi, e fluoro(C1-C4)alquila, em um ndmero vari-
ando de zero ao numero total de valéncias abertas no sistema de anel aromatico; e onde R’,
R”, R” e R” séo independentemente selecionados de hidrogénio, alquila, heteroalquila,
arila e heteroarila. Quando um composto da invengao inclui mais do que um grupo R, por
exemplo, cada um dos grupos R é independentemente selecionado como séo os grupos R’,
R”, R e R”” quando mais do que um destes grupos esta presente.

O termo “acido nucleico” refere-se a desoxirribonucleotideos, desoxirribonucleosi-
deos, ribonucleosideos ou ribonucleotideos e polimeros dos mesmos na forma de fita Gnica
ou dupla. A menos que especificamente limitado, o termo abrange acidos nucleicos conten-
do analogos conhecidos de nucleotideos naturais que tém propriedades de ligagéao similares
em relagado ao acido nucleico de referéncia e sao metabolizados em uma maneira similar
aos nucleotideos que ocorrem naturalmente. A menos que especificamente limitado de outro
modo, o termo também refere-se a analogos de oligonucleotideos, incluindo PNA (acido
peptidonucleico), analogos de DNA usados na tecnologia antissentido (fosforotioatos, fosfo-
roamidatos e semelhantes). A menos que de outro modo indicado, uma sequéncia de acido
nucleico particular também abrange implicitamente variantes conservativamente modificadas
da mesma (incluindo, mas néo limitada a substituigées de codon degenerado) e sequéncias
complementares, assim como a sequéncia explicitamente indicada. Especificamente, substi-
tuicdes de cddon degenerado podem ser obtidas gerando-se sequéncias em que a terceira
posigao de um ou mais codons selecionados (ou todos) é substituida com base mista e/ou
residuos de desoxi-inosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al.,
J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Onde grupos substituintes sdo especificados por suas férmulas quimicas conven-
cionais, escritas da esquerda para a direita, eles abrangem igualmente os substituintes qui-
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micamente idénticos que resultariam da escrita da estrutura da direita para a esquerda, por
exemplo, a estrutura CH20 ¢é equivalente a estrutura -OCH2.

O termo “substituintes” inclui, mas nao é limitado a “substituintes n&o interferentes”.
“Substituintes ndo interferentes” sdo aqueles grupos que produzem compostos estaveis.
Substituintes nao interferentes ou radicais adequados incluem, mas ndo sao limitados a ha-
lo, alquila C1-C10, alquenila C2-C10, alquinila C2-C10, alcéxi C1-C10, aralquila C1-C12,
alcarila C1-C12, cicloalquila C3-C12, cicloalquenila C3-C12, fenila, fenila substituido, toluoi-
la, xilenila, bifenila, alcoxialquila C2-C12, alcoxiarila C2-C12, ariloxialquila C7-C12, oxiarila
C7-C12, alquilsulfinila C1-C6, alquilsulfonila C1-C10, -(CH2)m -O-(alquila C1-C10), em que
m é de 1 a 8, arila, arila substituido, alcéxi substituido, fluoroalquila, radical heterociclico,
radical heterociclico substituido, nitroalquila, -NO2, -CN, -NRC(O)-(alquila C1-C10), -C(O)- ~(
alquila C1-C10), alquiltioalquila C2-C10, -C(O)O-(alquila C1-C10), -OH, -SO2, =S, -COOH, -
NR2, carbonila, -C(O)-(alquila C1-C10)-CF3, -C(0)-CF3, -C(O)NR2, -(arila C1-C10)-S-(arila
C6-C10), -C(O)-(arila C1-C10), -(CH2)m -O-(-(CH2)m-O-(alquila C1-C10), em que cada m é
de 1 a 8, -C(O)NR2, -C(S)NR2, -SO2NR2, -NRC(0O) NR2, -NRC(S) NR2, sais dos mesmos e
semelhantes. Cada R, conforme usado neste relatério, é H, alquila ou alquila substituido,
arila ou arila substituido, aralquila ou alcarila.

O termo “halogénio” inclui fltor, cloro, iodo e bromo.

O termo “alquila” por si sé ou como parte de um outro substituinte, significa, a me-
nos que de outro modo estabelecido, uma cadeia reta ou ramificada, ou radical hidrocarbo-
neto ciclico, ou combinagdo dos mesmos, que pode ser completamente saturado, mono ou
poli-insaturado e pode incluir radicais di e multivalentes, tendo o nimero de atomos de car-
bono designado (isto é C1-C10 significa um a dez carbonos). Exemplos de radicais hidro-
carboneto saturados incluem, mas nao sao limitados a grupos, tais como metila, etila, n-
propila, isopropila, n-butila, t-butila, isobutila, sec-butila, ciclo-hexila, (ciclo-hexil)metila, ciclo-
propilmetila, homdlogos e isdbmeros de, por exemplo, n-pentila, n-hexila, n-heptila, n-octila e
semelhantes. Um grupo alquila insaturado é aquele tendo uma ou mais ligagdes duplas ou
ligagdes triplas. Exemplos de grupos alquila insaturados incluem, mas nao sdo limitados a
vinila, 2-propenila, crotila, 2-isopentenila, 2-(butadienila), 2,4-pentadienila, 3-(1,4-
pentadienila), etinila, 1- e 3-propinila, 3-butinila e os homdlogos e isdmeros superiores. O
termo “alquila,” a menos que de outro modo observado, também inclui aqueles derivados de
alquila definidos em mais detalhes abaixo, tais como “heteroalquila,” Grupos alquila que sdo
limitados a grupos hidrocarboneto sdo denominados “homoalquila”.

O termo “alquileno” por si s ou como parte de um outro substituinte significa um
radical divalente derivado de um alcano, conforme exemplificado, mas nio limitado pelas
estruturas -CH2CH2- e -CH2CH2CH2CH2-, e ainda inclui aqueles grupos descritos abaixo
como “heteroalquileno.” Tipicamente, um grupo alquila (ou alquileno) tera de 1 a 24 atomos
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de carbono, com esses grupos tendo 10 ou menos atomos de carbono sendo uma modali-
dade particular dos métodos e composigdes descritos neste relatério. Um “alquila inferior” ou
“alquileno inferior” € um grupo alquila ou alquileno de cadeia mais curta, geralmente tendo
oito ou menos atomos de carbono.

Os termos “alcoxi,” “alquilamino” e “alquiltio” (ou tioalcdxi) sdo usados em seu sen-
tido convencional e referem-se aqueles grupos alquila ligados ao restante da molécula por
intermédio de um atomo de oxigénio, um grupo amino ou um atomo de enxofre, respectiva-
mente.

O termo “heteroalquila,” por si s6 ou em combinagdo com um outro termo, significa,
a menos que de outro modo estabelecido, uma cadeia reta ou ramificada estavel, ou radical
hidrocarboneto ciclico, ou combinagées dos mesmos, consistindo do nimero estabelecido
de atomos de carbono e pelo menos um heteroatomo selecionado do grupo que consiste de
O, N, Si e S e, em que os atomos de nitrogénio e enxofre podem opcionalmente ser oxida-
dos e o heteroatomo de nitrogénio pode opcionalmente ser quaternizado. Os heteroatomos
O, N e S e Si podem ser colocados em qualquer posi¢ao interna do grupo heteroalquila ou
na posigdo em que o grupo alquila é ligado ao restante da molécula. Exemplos incluem, mas
nao séao limitados a, -CH2-CH2-O-CH3, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CH3)-CH3, -CH2-
S-CH2-CH3, -CH2-CH2, -S(0)-CH3, -CH2-CH2-5(0)2-CH3, -CH=CH-O-CH3, -Si(CH3)3, -
CH2-CH=N-OCHS3 e -CH=CH-N(CH3)-CH3. Até dois heteroatomos podem ser consecutivos,
tais como, por exemplo, -CH2-NH-OCHS3 e -CH2-O-Si(CH3)3. Similarmente, o termo “hete-
roalquileno” por si s6 ou como parte de um outro substituinte significa um radical divalente
derivado de heteroalquila, conforme exemplificado, mas nao limitado por -CH2-CH2-S-CH2
CH2- e -CH2-S-CH2-CH2-NH-CH2-. Para grupos heteroalquileno, os mesmos heteroatomos
ou heteroatomos diferentes também podem ocupar um ou ambos terminais de cadeia (inclu-
indo, mas nao limitados a alquileno-6xi, alquilenodiéxi, alquilenoamino, alquilenodiamino,
amino-oxialquileno e semelhantes). Além disso, para grupos de ligagao alquileno e heteroal-
quileno, nenhuma orientagdo do grupo de ligagao ¢ indicada pela dire¢do em que a férmula
do grupo de ligagao é escrita. Por exemplo, a férmula -C(O)2R’ representa tanto -C(O)2R'
quanto -R’'C(0O)2.

Os termos “cicloalquila” e “heterocicloalquila”, por si s6 ou em combinag¢io com ou-
tros termos, representam, a menos que de outro modo estabelecido, versdes ciclicas de
“alquila” e “heteroalquila”, respectivamente. Desse modo, um cicloalquila ou heterocicloalqui-
la inclui ligagdes de anel saturadas, parcialmente insaturadas e completamente insaturadas.
Adicionalmente, para o heterocicloalquila, um heteroatomo pode ocupar a posigao em que o
heterociclo é ligado ao restante da molécula. Exemplos de cicloalquila incluem, mas ndo sdo
limitados a ciclopentila, ciclo-hexila, 1-ciclo-hexenila, 3-ciclo-hexenila, ciclo-heptila e seme-
Ihantes. Exemplos de heterocicloalquila incluem, mas ndo séo limitados a 1-(1,2,5,6-tetra-
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hidropiridila), 1-piperidinila, 2-piperidinila, 3-piperidinila, 4-morfolinila, 3-morfolinila, tetraidro-
furan-2-ila, tetraidrofuran-3-ila, tetraidrotien-2-ila, tetraidrotien-3-ila, 1-piperazinila, 2-
piperazinila e semelhantes. Adicionalmente, o termo abrange estruturas de anel biciclicas e
triciclicas. Similarmente, o termo “heterocicloalquileno” por si s6 ou como parte de um outro
substituinte significa um radical divalente derivado de heterocicloalquila, e o termo “cicloal-
quileno” por si s6 ou como parte de um outro substituinte significa um radical divalente deri-
vado de cicloalquila.

O termo “aminoacido” refere-se a aminoacidos que ocorrem naturalmente e que
nao ocorrem naturalmente, assim como analogos de aminoacidos e miméticos de aminoaci-
dos que funcionam em uma maneira similar aos aminoacidos que ocorrem naturalmente.
Aminoacidos naturalmente codificados sdo os 20 aminoacidos comuns (alanina, arginina,
asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleuci-
na, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina e vali-
na) e pirrolisina e selenocisteina. Analogos de aminoacidos referem-se a compostos que
tém a mesma estrutura quimica basica em relagdo a um aminoacido que ocorre naturalmen-
te, isto €, um a carbono que é ligado a um hidrogénio, um grupo carboxila, um grupo amino
e um grupo R, tal como homosserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil
sulfénio. Tais analogos tém grupos R modificados (tais como, norleucina) ou cadeias princi-
pais de peptideo modificadas, porém retém a mesma estrutura quimica béasica em relagéo a
um aminoacido que ocorre naturalmente. Referéncia a um aminodcido inclui, por exemplo,
L-aminoécidos proteogénicos que ocorrem naturalmente; D-aminoacidos, aminoacidos qui-
micamente modificados, tais como variantes e derivados de aminoacidos; aminoacidos nao
proteogénicos que ocorrem naturalmente, tais como a-alanina, ornitina, etc.; e compostos
quimicamente sintetizados tendo propriedades conhecidas na técnica como caracteristicas
de aminoacidos. Exemplos de aminoacidos que ndo ocorrem naturalmente incluem, mas
ndo sdo limitados a a-metil aminoacidos (por exemplo, a-metil alanina), D-aminoacidos, a-
minoacidos do tipo histidina (por exemplo, 2-amino-histidina, a-hidréxi-histidina, homo-
histidina, a-fluorometil-histidina e a-metil-histidina), aminoacidos tendo um metileno extra na
cadeia lateral (“homo” aminoécidos), e aminoacidos em que um grupo funcional de acido
carboxilico na cadeia lateral é substituido com um grupo acido sulfénico (por exemplo, acido
cisteico).

Aminoécidos podem ser referidos neste relatério por seus simbolos de trés letras
comumente conhecidos ou pelos simbolos de uma letra recomendados pela IUPAC-IUB
Biochemical Nomenclature Commission. Nucleotideos, do mesmo modo, podem ser referi-
dos por seus cddigos de letra Unica comumente aceitos.

“Variantes conservativamente modificadas” aplicam-se a sequéncias de aminodaci-
dos e acidos nucleicos. Com respeito a sequéncias de acidos nucleicos particulares, “varian-
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tes conservativamente modificadas” referem-se aqueles acidos nucleicos que codificam se-
quéncias de aminoacidos idénticas ou essencialmente idénticas, ou onde o acido nucleico
nao codifica uma sequéncia de aminoacido, em sequéncias essencialmente idénticas. Por
causa da degeneragao do cédigo genético, um grande numero de acidos nucleicos funcio-
nalmente idénticos codifica qualquer proteina fornecida. Por exemplo, os cédons GCA,
GCC, GCG e GCU codificam o aminoacido alanina. Desse modo, em cada posi¢ao onde
uma alanina é especificada por um cédon, o cédon pode ser alterado para qualquer um dos
cbdons correspondentes descritos sem alterar o polipeptideo codificado. Tais variagdes de
acido nucleico sao “variagdes silenciosas,” que sdo uma espécie de variagdo conservativa-
mente modificada. Cada sequéncia de acido nucleico neste relatério que codifica um poli-
peptideo também descreve cada variagao silenciosa possivel do &cido nucleico. Uma pes-
soa de habilidade comum na técnica reconhecera que cada cdédon em um &cido nucleico
(exceto AUG, que é comumente o unico cédon para metionina, e TGG, que é comumente o
unico codon para triptofano) pode ser modificado para produzir uma molécula funcionalmen-
te idéntica. Consequentemente, cada variagao silenciosa de um acido nucleico que codifica
um polipeptideo esta implicita em cada sequéncia descrita.

Quanto as sequéncias de aminoacidos, uma pessoa de habilidade comum na técni-
ca reconhecera que substituicbes, dele¢gbes ou adigdes individuais a uma sequéncia de Aaci-
do nucleico, peptideo, polipeptideo ou proteina que altera, adiciona ou deleta um aminoaci-
do unico ou uma pequena porcentagem de aminoacidos na sequéncia codificada é uma “va-
riante conservativamente modificada” onde a alteragao resulta na delegao de um aminodci-
do, adigdo de um aminoacido ou substituicdo de um aminoacido com um aminoacido quimi-
camente similar. Tabelas de substituicdo conservativa fornecendo aminoacidos funcional-
mente similares sdo conhecidas aqueles de habilidade comum na técnica. Tais variantes
conservativamente modificadas sao além de e ndao excluem variantes polimérficas, homdélo-
gos interespécies e alelos da invengao.

Tabelas de substituigdo conservativa fornecendo aminoacidos funcionalmente simi-
lares sao conhecidas aqueles de habilidade comum na técnica. Os oito grupos seguintes
contém aminoacidos que sdo substituicdes conservativas entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e

8) Cisteina (C), Metionina (M)
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(veja, por exemplo, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H
Freeman & Co.; 22 edigao (Dezembro 1993)

Os termos “idéntica” ou “identidade de porcentagem”, no contexto de duas ou mais
sequéncias de acidos nucleicos ou polipeptideos, referem-se a duas ou mais sequéncias ou
subsequéncias que sao as mesmas. Sequéncias sao “substancialmente idénticas” se elas
tém uma porcentagem de residuos de aminoéacidos ou nucleotideos que é a mesma (isto &,
cerca de 60 % de identidade, cerca de 65 %, cerca de 70 %, cerca de 75 %, cerca de 80 %,
cerca de 85 %, cerca de 90 % ou cerca de 95 % de identidade sobre uma regido especifica),
quando comparada e alinhada para maxima correspondéncia sobre uma janela de compa-
ragao, ou regido designada, conforme medido, usando um dos algoritmos de comparagao
de sequéncia seguintes (ou outros algoritmos disponiveis a pessoas de habilidade comum
na técnica) ou por alinhamento manual e inspegao visual. Esta definicado também refere-se
ao complemento de uma sequéncia de teste. A identidade pode existir sobre uma regiao que
apresenta pelo menos cerca de 50 aminoacidos ou nucleotideos no comprimento, ou sobre
uma regiao que apresenta 75 a 100 aminodacidos ou nucleotideos no comprimento, ou, onde
ndo especificado, através da sequéncia total de um polinucleotideo ou polipeptideo. Um po-
linucleotideo que codifica um polipeptideo da presente invengao, incluindo homdlogos da
espécie, exceto humana, pode ser obtido por um processo compreendendo as etapas de
triar um biblioteca sob condi¢des de hibridizagdo severas com uma sonda marcada tendo
uma sequéncia de polinucleotideos da invengao ou um fragmento da mesma, e isolar cDONA
de comprimento total e clones gendmicos contendo a dita sequéncia de polinucleotideos.
Tais técnicas de hibridizagao sao bem conhecidas ao técnico habilitado.

Para comparagéo de sequéncia, tipicamente, uma sequéncia atua como uma se-
quéncia de referéncia, a qual as sequéncias de teste sdo comparadas. Quando do uso de
um algoritmo de comparagdo de sequéncia, sequéncias de teste e de referéncia sao intro-
duzidas em um computador, coordenadas de subsequéncia sdo designadas, se necessario,
e parametros de programa de algoritmo de sequéncia sdo designados. Parametros de pro-
grama pré-determinados podem ser usados, ou parametros alternativos podem ser designa-
dos. O algoritmo de comparagao de sequéncia depois calcula a porcentagem de identidades
de sequéncia para as sequéncias de teste em relagao a sequéncia de referéncia, com base
nos parametros do programa.

Uma “janela de comparagao”, conforme usado neste relatoério, inclui referéncia a um
segmento de qualquer um dos nimeros de posigdes contiguas selecionadas do grupo que
consiste de 20 a 600, usualmente cerca de 50 a cerca de 200, mais usualmente cerca de
100 a cerca de 150, em que uma sequéncia pode ser comparada a uma sequéncia de refe-
réncia do mesmo numero de posigdes contiguas depois que as duas sequéncias sao ideal-
mente alinhadas. Métodos de alinhamento de sequéncias para comparagao sao conhecidos
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aqueles de habilidade comum na técnica. O alinhamento ideal de sequéncias para compa-
ragdo pode ser conduzido pelo algoritmo de homologia local de Smith e Waterman (1970)
Adv. Appl. Math. 2:482c, pelo algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman e
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, pela pesquisa para 0 método de similaridade de Pear-
son e Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, por implementagdes computadori-
zadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics Softwa-
re Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), ou por alinhamento
manual e inspeg¢ao visual (veja, por exemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology (1995 suplemento)).

Um exemplo de um algoritmo que é adequado para determinar a porcentagem de
identidade de sequéncia e similaridade de sequéncia sdao os algoritmos BLAST e BLAST
2.0, que sao descritos em Altschul et al. (1997) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, e Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. O software para realizar analises
BLAST esta publicamente disponivel através do National Center for Biotechnology Informa-
tion disponivel na World Wide Web em ncbi.nim.nih.gov. Os parametros do algoritmo BLAST
W, T e X determinam a sensibilidade e velocidade do alinhamento. O programa BLASTN
(para sequéncias de nucleotideos) usa como padrdes um comprimento de palavra (W) de
11, uma expectativa (E) de 10, M = S, N = -4 e uma comparagdo de ambas as fitas. Para
sequéncias de aminodacidos, o programa BLASTP usa como padrbes um comprimento de
palavra de 3, e expectativa (E) de 10, e os alinhamentos (B) de matriz de pontuagéao
BLOSUMG62 (veja Henikoff e Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915) de 50,
expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4, e uma comparagdo de ambas as fitas. O algoritmo
BLAST é tipicamente realizado com o filtro de “baixa complexidade” desativado.

O algoritmo BLAST também realiza uma andlise estatistica da similaridade entre
duas sequéncias (veja, por exemplo, Karlin e Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-5787). Uma medigédo de similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a menor
probabilidade de soma (P(N)), que fornece uma indicagao da probabilidade pela qual uma
comparagao entre duas sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos ocorreria por acaso.
Por exemplo, um &cido nucleico é considerado similar a uma sequéncia de referéncia se a
menor probabilidade de soma em uma comparagao do acido nucleico de teste ao acido nu-
cleico de referéncia é menor do que cerca de 0,2, ou menor do que cerca de 0,01, ou menor
do que cerca de 0,001.

A frase “seletivamente (ou especificamente) hibridiza” refere-se a ligagao, duplexa-
¢ao ou hibridizagdo de uma molécula apenas em uma sequéncia de nucleotideos particular
sob condi¢des de hibridiza¢do severas, quando tal sequéncia esta presente em uma mistura
complexa (incluindo, mas nao limitada ao DNA ou RNA celular total ou biblioteca).

A frase “condigdes de hibridizagdo severas” refere-se a hibridizagao de sequéncias
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de DNA, RNA, PNA, ou outras imitagdes de acido nucleico, ou combina¢gbes das mesmas,
sob condi¢bes de baixa forga ibnica e alta temperatura, conforme é conhecido na técnica.
Tipicamente, sob condigdes severas, uma sonda hibridizara sua subsequéncia alvo em uma
mistura complexa de acido nucleico (incluindo, mas ndo limitada a DNA ou RNA celular total
ou biblioteca), porém né&o hibridiza outras sequéncias na mistura complexa. Condigbes seve-
ras sao dependentes da sequéncia e serdo diferentes em circunstancias diferentes. Se-
quéncias mais longas hibridizam especificamente em temperaturas mais altas. Um guia ex-
tensivo para a hibridizagéo de acidos nucleicos é encontrado em Tijssen, Laboratory Tech-
nigues in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Probes, “Overview
of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays” (1993). Geralmente,
condi¢des severas sdo selecionadas em aproximadamente 5 a 10 °C inferiores ao ponto de
fusdo térmico (Tm) para a sequéncia especifica em um pH de forga i6nica definida. O Tm é
a temperatura (sob forga idnica, pH e concentragao nucleica definidos) na qual 50 % das
sondas complementares ao alvo hibridizam a sequéncia alvo em equilibrio (como as se-
quéncias alvo estdo presentes em excesso, no Tm, 50 % das sondas s&o ocupadas em e-
quilibrio). Condi¢bes severas podem ser aquelas em que a concentragdo de sal € menor do
que cerca de 1,0 M de ion sddio, tipicamente cerca de 0,01 a 1,0 M de concentragdo de ion
sodio (ou outros sais) ao pH 7,0 a 8,3 e a temperatura é pelo menos cerca de 30 °C para
sondas curtas (incluindo, mas n&o limitadas entre 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca
de 60 °C para sondas longas (incluindo, mas nao limitadas a mais do que 50 nucleotideos).
Condigbes severas também podem ser obtidas com a adigdo de agentes desestabilizantes,
tais como formamida. Para a hibridizagao seletiva ou especifica, um sinal positivo pode ser
pelo menos duas vezes o ruido, opcionalmente 10 vezes a hibridizagao de ruido. Condigoes
de hibridizag&o severas exemplares podem ser as seguintes: 50 % de formamida, SSC 5X e
1 % de SDS, incubagéo a 42 °C ou SSC 5X, 1 % de SDS, incubagio a 65 °C, com lavagem
em SSC 0,2X e 0,1 % de SDS a 65 °C. Tais lavagens podem ser realizadas durante 5, 15,
30, 60, 120 minutos ou mais.

Conforme usado neste relatério, o termo “eucarionte” refere-se a organismos per-
tencentes ao dominio filogenético Eucarya, tais como animais (incluindo, mas néo limitados
a mamiferos, insetos, répteis, passaros, etc.), ciliados, plantas (incluindo, mas néo limitadas
a monocotileddneas, dicotileddneas, algas, etc.), fungos, leveduras, flagelados, microspori-
dios, protistas, etc.

Conforme usado neste relatério, o termo “ndo eucarionte” refere-se a organismos
n&o eucaridticos. Por exemplo, um organismo nao eucaridtico pode pertencer ao dominio
filogenético Eubacteria (incluindo, mas nao limitado a Escherichia coli, Thermus thermophi-
lus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, etc.), ou ao dominio filogenético Archaea (incluindo, mas néo limitado



10

15

20

25

30

35

30

a Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium, tal
como Haloferax volcanii € Halobacterium espécie NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococ-
cus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, etc.).

O termo “paciente”, conforme usado neste relatério, refere-se a um animal, em al-
gumas modalidades, um mamifero, e, em outras modalidades, um ser humano, que é o ob-
jeto do tratamento, observagao ou experimento. Um animal pode ser um animal de estima-
¢ao (por exemplo, caes, gatos e semelhantes), animal de criagao (por exemplo, vacas, ove-
Ihas, porcos, cavalos e semelhantes) ou um animal de laboratério (por exemplo, ratos, ca-
mundongos, porquinhos da india e semelhantes).

O termo “quantidade eficaz’, conforme usado neste relatério, refere-se aquela
quantidade do polipeptideo de aminoacido nao natural modificado sendo administrada que,
de certa forma, atenuara um ou mais dos sintomas da doenga, condigdo ou distirbio sendo
tratado. Composigdes contendo o polipeptideo de aminoacido nao natural modificado descri-
to neste relatorio podem ser administradas para tratamentos profilaticos, acentuadores e/ou
terapéuticos.

Os termos “acentuar” ou “acentuando” significam aumentar ou prolongar a poténcia
ou duragdo de um efeito desejado. Desse modo, com respeito a acentuar o efeito de agen-
tes terapéuticos, o termo “acentuando” refere-se a capacidade de aumentar ou prolongar a
poténcia ou duragao do efeito de outros agentes terapéuticos em um sistema. Uma “quanti-
dade eficaz acentuadora”, conforme usado neste relatdrio, refere-se a uma quantidade ade-
quada para acentuar o efeito de um outro agente terapéutico em um sistema desejado.
Quando usadas em um paciente, quantidades eficazes para este uso dependerdao da seve-
ridade e curso da doenga, disturbio ou condig¢ao, terapia prévia, estado de saude do pacien-
te e resposta aos farmacos e julgamento do médico.

Conforme usado neste relatério, o termo “selegdo positiva” ou “marcador de tria-
gem” refere-se a um marcador que, quando presente, por exemplo, expressado, ativado ou
semelhantes, resulta na identificagdo de uma célula com o marcador de selegdo positiva a
partir daquela sem o marcador de seleg¢ao positiva.

Conforme usado neste relatdrio, o termo “selecdo negativa” ou “marcador de tria-
gem” refere-se a um marcador que, quando presente, por exemplo, expressado, ativado ou
semelhantes, permite a identificagdo de uma célula que nao possui a propriedade desejada
(por exemplo, em comparag¢ao a uma célula que possui a propriedade desejada).

Conforme usado neste relatério, o termo “repdrter” refere-se a um componente que
pode ser usado para selecionar componentes alvo de um sistema de interesse. Por exem-
plo, um repdrter pode incluir uma proteina, por exemplo, uma enzima, que confere resistén-
cia ou sensibilidade ao antibiético (incluindo, mas nao limitada a B-lactamase, cloranfenicol
acetiltransferase (CAT) e semelhantes), um marcador de triagem fluorescente (incluindo,
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mas nao limitado a proteina verde fluorescente (por exemplo, GFP), YFP, EGFP, RFP, um
marcador luminescente (incluindo, mas nao limitado a uma proteina luciferase de vaga-
lume), um marcador de triagem com base na afinidade, ou genes marcadores selecionaveis
positivos ou negativos, tais como lacZ, B-galllacZ (B-galactosidase), ADH (alcool desidroge-
nase), his3, ura3, leu2, lys2 ou semelhantes.

Conforme usado neste relatério, o termo “eucarionte” refere-se a organismos per-
tencentes ao dominio filogenético Eucarya, tais como animais (incluindo, mas nao limitados
a mamiferos, insetos, répteis, passaros, etc.), ciliados, plantas (incluindo, mas nao limitadas
a monocotiledéneas, dicotileddneas, algas, etc.), fungos, leveduras, flagelados, microspori-
dios, protistas, etc.

Conforme usado neste relatdrio, o termo “n@o eucarionte” refere-se a organismos
nao eucaridticos. Por exemplo, um organismo nao eucariético pode pertencer ao dominio
filogenético Eubacteria (incluindo, mas nao limitado a Escherichia coli, Thermus thermophi-
lus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, etc.), ou ao dominio filogenético Archaea (por exemplo, Methanococ-
cus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium, tal como Haloferax
volcanii e Halobacterium espécie NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, P-
yrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, etc.).

Também incluidos sdo os exemplos nao limitantes seguintes de proteina envelope
viral; proteinas envelope a partir de filovirus (tais como virus Ebola), ortomixovirus (tais co-
mo virus influenza), VSV-G, alfa virus (tais como o virus Semliki forest e virus Sindbis), are-
navirus (tais como virus da coriomeningite linfocitica), flavivirus (tais como virus da encefali-
te transmitida por carrapato e virus da Dengue), rabdovirus (tais como virus da estomatite
vesicular e virus da raiva), virus da leucemia de Moloney, HSV,VZV, virus da Caxumba, Ri-
novirus, Sarampo, Rubéola, Arbovirus, Enterovirus (tais como Poliomielite, Coxsackie, Eco-
virus), virus da Poliomielite, Coxsackie B, A e Ecovirus, Rinovirus, virus da Hepatite, virus
Norwalk, Astrovirus, Togavirus, Alfavirus, Pestivirus, Coronavirus, Parainfluenza, virus da
Caxumba, virus do Sarampo, Virus Respiratério Sincicial (RSV), Bunyaviridae, Reoviridae,
Reovirus, Rotavirus, HTLV, Poliomavirus, Papilomavirus, Adenovirus, Parvovirus, EBV,
CMV, virus Varicella Zoster, herpesvirus e Poxvirus.

Variante conservativa: O termo “variante conservativa” refere-se a um componente

de tradugao, por exemplo, um OtRNA de variante conservativa ou uma ORS de variante
conservativa, que funcionalmente atua como o componente a partir do qual a variante con-
servativa é baseada, por exemplo, um OtRNA ou ORS, porém com variagbes na sequéncia.
Por exemplo, uma O-RS aminoacilara um OtRNA complementar ou um OtRNA de variante
conservativa com um aminoécido selecionado, por exemplo, um aminoacido ndo natural,
embora o OtRNA e o OtRNA de variante conservativa ndo tenham a mesma sequéncia. Si-
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milarmente, um tRNA sera aminoacilado com um aminoacido selecionado, por exemplo, um
aminoacido ndo natural, por uma O-RS complementar ou uma O-RS de variante conservati-
va, embora a O-RS e a O-RS de variante conservativa nao tenham a mesma sequéncia. A
variante conservativa pode ter, por exemplo, uma variagdo, duas variagoes, trés variagdes,
quatro variagdes, cinco ou mais variagées na sequéncia, contanto que a variante conservati-
va seja complementar ao O-tRNA ou O-RS correspondente.

Agente de selegdo ou triagem: Conforme usado neste relatério, o termo “agente de
selegcdo ou triagem” refere-se a um agente que, quando presente, possibilita uma sele-
cao/triagem de certos componentes a partir de uma populagdo. Por exemplo, um agente de
sele¢do ou triagem inclui, mas nao é limitado a, por exemplo, um nutriente, um antibiético,
um comprimento de onda de luz, um anticorpo, um polinucleotideo expressado ou seme-
Ihantes. O agente de sele¢do pode ser variado, por exemplo, por concentrag¢io, intensidade,
etc.

O termo “néo eficazmente reconhecido” refere-se a uma eficécia, por exempio, me-
nos do que cerca de 10 %, menos do que cerca de 5 % ou menos do que cerca de 1 %, em
que uma RS a partir de um organismo aminoacila O-tRNA.

DESCRICAO DETALHADA

Ate agora, as vacinas foram limitadas aquelas produzidas com organismos mortos
ou atenuados. A morte de micro-organismos pelo tratamento de calor, UV, formaldeido re-
sulta em epitopos nativos reduzidos, e virus atenuados sao tipicamente produzidos através
da delegéo e truncamento de gene que leva a replicagdo extremamente baixa, porém nao
nula, um risco ao paciente e, particularmente, aos pacientes mais jovens, pacientes mais
velhos e aqueles com sistemas imunes comprometidos.

Em uma modalidade, a presente invengao fornece vacinas de organismo total modi-
ficadas. Em uma outra modalidade, a presente invengao fornece vacinas de organismos
totais geneticamente modificadas dependentes de replicagdo de um ou mais aminoacidos
nao naturais. A presente invengao fornece vacinas que incorporam micro-organismos nati-
vos, que podem ser usados com ou sem adjuvantes. Estes podem fornecer adicionalmente
uma alta densidade de epitopos nativos que sdo altamente imunogénicos e acionaréo res-
postas humorais e mediadas por células T, desse modo, fornecendo uma vacina mais efi-
caz. A presente inven¢ao fornece vacinas que incorporam um ou mais aminoacidos nao na-
turais ou ndo naturalmente codificados em um ou mais sitios no virus ou bactéria. Em algu-
mas modalidades da presente invengéo, o aminoacido nao naturalmente codificado é inclui-
do em uma parte do micro-organismo exigido para replicagdo, desse modo, eliminando os
riscos associados aos virus atenuados e eliminando a necessidade quanto & morte do vi-
rus/bactéria. A vacina com aminoacidos nao naturalmente codificados incorporados fornece-
ra um micro-organismo que, na estrutura, é extremamente préximo ao micro-organismo na-
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tivo, entretanto, incapaz de replicagdo, ou apenas capaz de replicacao limitada em um meio
natural. Os controles absolutos da replicagdo do micro-organismo sao realizados usando
incorporagéao sitio-especifica de aminodacidos, detalhada abaixo, para controlar a expressao
do gene essencial (fungdo) usando supressdo do cdédon de parada. Para virus, uma linha-
gem celular de produgao de hospedeiro sitio-especificamente incorpora um aminoéacido nao
natural exigido para desenvolvimento. Para bactérias, 0 genoma é construido para incluir um
ou mais aminoacidos nao naturais sitio-especificamente incorporados.

O controle da fungdo do gene essencial pode ser realizada em niveis funcionais
genéticos e estruturais. Por exemplo, Tabela 2, no nivel genético, o gene essencial de com-
primento total & expressado na presen¢a do aminoacido ndo naturalmente incorporado. No
nivel funcional estrutural, o gene essencial é construido para ser funcional apenas na pre-
sen¢a do aminoacido ndo natural em um sitio especifico. A incorporagédo de qualquer ami-
noécido natural neste sitio resultara na eliminagdo de sua fungao nativa. A liberdade de es-
colha de aminoédcidos nao naturais permite que uma pessoa de habilidade na técnica modu-
le a imunogenicidade da vacina desejada e a liberdade de replicagdo excessiva ou super-
controlada, onde tradicionalmente foi necessario o equilibrio entre atenuagéo de replicagao
e produgao, a incorporagao sitio-especifica de um aminoacido ndo natural fornece as ferra-
mentas de desenvolvimento para uma vacina com capacidades de replicagdo nulas na au-
séncia do aminodcido nao natural.

Bactérias e virus através dos quais vacinas podem ser desenvolvidas para usar es-
ta tecnologia incluem virus conhecidos. Para exemplos nao limitantes, isto inclui, virus que
afetam o trato respiratério superior, tais como rinovirus humano (HRV), adenovirus, coxsac-
kievirus, influenza, parainfluenza, virus respiratério sincicial (RSV), Virus Epstein-Barr (EBV)
e citomegalovirus (CMV); virus que afetam o trato gastrointestinal (Gl), tais como rotavirus,
agente de Norwalk, hepatite A (HAV), virus da poliomielite e outros picornavirus; virus sexu-
almente transmitidos, incluindo, mas nao limitados ao virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), papilomavirus humano (HPV), virus do herpes simples (HSV) 1, HSV-2, VZV, CMV,
EBV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8; CMV, virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV).
Exemplos nao limitantes de bactérias incluem bactérias gram positivas e gram negativas,
incluindo Staphylococcus, Streptococcus, Mycobacterium (por exemplo, Mycobacterium avi-
um e Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis), Enterococcus, Corynebacterium,
Borrelia, Bacillus, Chlamydia, Mycoplasma e semelhantes.

Sistemas de tradugao que sdo adequados para fabricar proteinas que incluem um
ou mais aminoacidos selecionados, por exemplo, um aminodcido ndo natural, sdo descritos
nos Pedidos de Patente U.S. 10/126.931, intitulada “METHODS AND COMPOSITION FOR
THE PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA-AMINOACYL tRNA SYNTHETASE PAIRS” e
10/126.927, intitulada “/IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO ACIDS”. Além
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disso, veja USSN 10/825.867 intitulado “EXPANDING THE EUKARIOTIC GENETIC CODE.”
Cada um destes pedidos ¢é integralmente incorporado neste relatério como referéncia. Tais
sistemas de tradugéo geralmente compreendem células que incluem um tRNA ortogonal (O-
tRNA), uma aminoacil tRNA sintetase ortogonal (O-RS) e um aminoacido selecionado, por
exemplo, um aminoacido nao natural, onde a O-RS aminoacila o O-tRNA com o aminoacido
selecionado. Um par ortogonal da presente invengao é composto de um O-tRNA, por exem-
plo, um tRNA supressor, um tRNA de mudanga de fase de leitura ou semelhantes, e uma O-
RS. O O-tRNA reconhece um primeiro cédon seletor e tem atividade de supressao na pre-
senga de uma sintetase cognata em resposta a um cédon seletor. A célula usa os compo-
nentes para incorporar o aminoacido selecionado em uma cadeia polipeptidica crescente.
Por exemplo, um acido nucleico que compreende um polinucleotideo que codifica um poli-
peptideo de interesse também pode estar presente, onde o polinucleotideo compreende um
codon seletor que é reconhecido pelo O-tRNA. O sistema de tradugdo também pode ser um
sistema in vitro. Moléculas de tRNA da presente invengao sao Uteis em qualquer sistema de
tradugéo, incluindo sistemas que utilizam ribossomos na tradugéo.

O sistema de tradugédo também pode ser um sistema de tradugéo livre de célula (in
vitro). Nestes sistemas, que podem incluir tanto mRNA como um molde (tradugéo in vitro)
quanto DNA como um molde (transcricao e tradugao in vitro combinadas), a sintese in vitro
é dirigida pelos ribossomos. Esforgo consideravel foi aplicado para o desenvolvimento de
sistemas de expressdo de proteina livres de células. Veja, por exemplo, Kim, D.M. e J.R.
Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 74:309-316 (2001); Kim, D.M. e J.R. Swartz, Bio-
technology Letters, 22, 1637-1542, (2000); Kim, D.M,, e J.R. Swartz, Biotechnology Pro-
gress, 16, 385-390, (2000); Kim, D.M., e J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 66,
180-188, (1999); e Patnaik, R. e J.R. Swartz, Biotechniques 24, 862-868, (1998); Patente
U.S. N2 6.337.191; Publicagdo de Patente U.S. N2 2002/0081660; WO 00/55353; WO
90/05785, os quais sdo incorporados como referéncia neste relatério. Um outro método que
pode ser aplicado inclui a técnica de fusao mRNA-peptideo. Veja, por exemplo, R. Roberts e
J. Szostak, Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 94: 12297-12302 (1997); A. Frankel, et al., Chemis-
try & Biology 10:1043-1050 (2003). Neste método, um molde de mRNA ligado & puromicina
é traduzido em peptideo no ribossomo. Se uma ou mais moléculas de tRNA forem modifica-
das, os aminoacidos nao naturais também podem ser incorporados no peptideo. Depois que
o ultimo cédon do mRNA for lido, a puromicina captura o C-terminal do peptideo. Se for des-
coberto que o conjugado mRNA-peptideo resultante tem propriedades interessantes em um
ensaio in vitro, sua identidade pode ser facilmente revelada a partir da sequéncia de mRNA.
Deste modo, uma pessoa habilitada pode triar bibliotecas de polipeptideos compreendendo
um ou mais aminoacidos ndo naturalmente codificados para identificar polipeptideos tendo
propriedades desejadas. Mais recentemente, tradugdes ribossomais in vitro com componen-
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tes purificados foram relatadas, as quais permitem a sintese de peptideos substituidos com
aminoacidos nao naturalmente codificados. Veja, por exemplo, A. Forster et al., Proc. Natl
Acad. Sci. (USA) 100:6353 (2003).

Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula em que um ami-
noacido nao natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em outras modalida-
des da presente invengao, uma célula foi geneticamente modificada para incluir um aminoa-
cido ndo natural em um produto de gene que é exigido para replicagdo. Em certas modali-
dades, a presente inveng¢ao fornece uma bactéria em que um aminoacido nao natural foi
incorporado em um produto de gene essencial. Em outras modalidades da presente inven-
¢ao, uma bactéria foi geneticamente modificada para incluir um aminoacido ndo natural em
um produto de gene que é exigido para replicagdo. Em certas modalidades, a presente in-
vengao fornece um virus em que um aminodacido nao natural foi incorporado em um produto
de gene essencial. Em outras modalidades da presente invengao, um virus foi geneticamen-
te modificado para incluir um aminoacido ndo natural em um produto de gene que é exigido
para replicagdo. Em certas modalidades, a presente inveng¢ao fornece uma célula de Myco-
bacterium avium subespécie paratuberculosis em que um aminoéacido ndo natural foi incor-
porado em um produto de gene essencial. Em outras modalidades da presente invengéo,
uma célula de Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis foi geneticamente modifi-
cada para incluir um aminoacido ndo natural em um produto de gene que é exigido para
replicagdo. Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula da meningite
em que um aminoacido nao natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em
outras modalidades da presente invengéo, uma célula da meningite foi geneticamente modi-
ficada para incluir um amino4cido ndo natural em um produto de gene que é exigido para
replicacdo. Em certas modalidades, a presente invengdao fornece uma célula da raiva em
que um aminodacido n&o natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em ou-
tras modalidades da presente invengao, uma célula da raiva foi geneticamente modificada
para incluir um aminoacido ndo natural em um produto de gene que é exigido para replica-
¢éo. Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula de alga em que um
aminoacido nao natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em outras moda-
lidades da presente invengdo, uma célula de alga foi geneticamente modificada para incluir
um aminoacido n&o natural em um produto de gene que é exigido para replicagao. Em cer-
tas modalidades, a presente invengao fornece uma célula viral em que um aminoacido nao
natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em outras modalidades da pre-
sente invengdo, uma célula viral foi geneticamente modificada para incluir um aminoacido
ndo natural em um produto de gene que é exigido para replicagdo. Em certas modalidades,
a presente invengao fornece uma célula bacteriana em que um aminoacido ndo natural foi
incorporado em um produto de gene essencial. Em outras modalidades da presente inven-
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¢ao, uma célula bacteriana foi geneticamente modificada para incluir um aminoacido nao
natural em um produto de gene que € exigido para replicagdo. Em certas modalidades, a
presente invenc¢ao fornece uma célula fungica em que um aminoacido nao natural foi incor-
porado em um produto de gene essencial. Em outras modalidades da presente invengao,
uma celula fungica foi geneticamente modificada para incluir um aminoacido nao natural em
um produto de gene que é exigido para replicagao.

Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula da poliomielite em
que um aminoécido n&o natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em ou-
tras modalidades da presente invengao, uma célula da poliomielite foi geneticamente modifi-
cada para incluir um aminoacido ndo natural em um produto de gene que é exigido para
replicagdo. Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula de E. coli em
que um aminoécido n&o natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em ou-
tras modalidades da presente invengao, uma célula de E. coli foi geneticamente modificada
para incluir um aminoacido nao natural em um produto de gene que é exigido para replica-
¢do. Em certas modalidades, a presente invengao fornece uma célula de micobactéria em
que um aminoacido nao natural foi incorporado em um produto de gene essencial. Em ou-
tras modalidades da presente invengdo, uma célula de micobactéria foi geneticamente modi-
ficada para incluir um aminoacido ndo natural em um produto de gene que é exigido para
replicagao.

Em certas modalidades, células dependentes de aminoacido ndao natural genetica-
mente modificadas da presente invengao podem ser usadas para produzir uma vacina. Em
certas modalidades, células dependentes de aminoacido nao natural geneticamente modifi-
cadas da presente invengdo podem ser usadas para produzir anticorpos que podem ser
administrados como uma vacina. Em certas modalidades, células dependentes de aminoa-
cido nao natural geneticamente modificadas da presente invengao podem ser usadas em
uma inoculagao.

Em certas modalidades, uma célula de E. coli compreendendo o tRNA da presente
invengao inclui tal sistema de tradugdo. Por exemplo, a célula de E. coli da presente inven-
¢ao inclui um tRNA ortogonal (O-tRNA), onde o O-tRNA compreende a atividade de supres-
s&o na presenga de uma sintetase cognata em resposta a um cédon seletor; uma aminoacil-
tRNA sintetase ortogonal (O-RS); um aminoécido selecionado; e, um acido nucleico que
compreende um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de interesse, onde o polinu-
cleotideo compreende um cédon seletor que é reconhecido pelo O-tRNA.

A invengédo também caracteriza multiplos pares de O-tRNA/O-RS em uma célula,
que permite a incorporagdo de mais do que um aminodacido selecionado. Em certas modali-
dades, a célula pode ainda incluir um par de O-tRNA/O-RS diferente adicional e um segundo
aminoacido selecionado, onde o O-tRNA reconhece um segundo cédon seletor e a O-RS
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preferencialmente aminoacila o O-tRNA com o segundo aminoacido selecionado. Por exem-
plo, uma célula pode ainda compreender, por exemplo, um par de tRNA supressor ambar-
aminoacil tRNA sintetase derivado da tirosil-tRNA sintetase de Methanococcus jannaschii.

O O-tRNA e/ou a O-RS podem ocorrer naturalmente ou podem ser derivados por
mutagado de um tRNA e/ou RS que ocorrem naturalmente, por exemplo, que geram bibliote-
cas de tRNAs e/ou bibliotecas de RSs, a partir de uma variedade de organismos. Por exem-
plo, uma estratégia de produzir um par de tRNA/aminoacil-tRNA sintetase ortogonal envolve
importar um par de tRNA/sintetase heterélogo, por exemplo, a partir de uma fonte, exceto a
célula hospedeira, ou multiplas fontes, na célula hospedeira. As propriedades da sintetase
heteréloga candidata incluem, por exemplo, aquelas que ndo carregam qualquer tRNA de
célula hospedeira, e as propriedades do tRNA heterdlogo candidato incluem, por exemplo,
aquelas que nao sdao aminoaciladas por qualquer sintetase de célula hospedeira. Além dis-
so, 0 tRNA heterdlogo é ortogonal a todas as sintetases de células hospedeiras.

Uma segunda estratégia para gerar um par ortogonal envolve gerar bibliotecas mu-
tantes para triagem e/ou sele¢do de um O-tRNA ou O-RS. Estas estratégias também podem
ser combinadas.

Em varias modalidades, o O-tRNA e a O-RS sao derivados de pelo menos um or-
ganismo. Em uma outra modalidade, o O-tRNA é derivado de um tRNA que ocorre natural-
mente ou tRNA que ocorre naturalmente modificado a partir de um primeiro organismo e a
O-RS é derivada da RS que ocorre naturalmente ou RS que ocorre naturalmente modificada
a partir de um segundo organismo. Em uma modalidade, o primeiro e segundo organismos
séo diferentes. Por exemplo, um par ortogonal pode incluir uma tRNA sintetase derivada de
Methanobacterium thermoautotrophicum, e um tRNA derivado de um tRNA de archae (por
exemplo, a partir de Halobacterium sp. NRC-1). Alternativamente, o primeiro e segundo or-
ganismos s&o os mesmos. Veja a segao intitulada “Fontes € Organismos Hospedeiros” nes-
te relatério para informacao adicional.

Em certas modalidades da presente invengdo, um O-tRNA da presente invengao
compreende ou é codificado por uma sequéncia de polinucleotideos apresentada na SEQ ID
NO.: 1, 2 ou 3, ou uma sequéncia de polinucleotideos complementar da mesma, ou uma
variagdo conservativa da mesma. Veja também a segdo intitulada “Sequéncia de Acidos
Nucleicos e Polipeptideos e Variantes” neste relatoério.

tBNA ortogonal (O-tBRNA)

Um tRNA ortogonal (O-tRNA) medeia a incorporagdao de um aminoacido seleciona-
do em uma proteina que é codificada por um polinucleotideo que compreende um cédon
seletor que é reconhecido pelo O-tRNA, por exemplo, in vivo ou in vitro. Um O-tRNA da pre-
sente invengdo pode ser aminoacilado com um aminodacido desejado por qualquer método
ou técnica, incluindo, mas nao limitado a aminoacilagao quimica ou enzimatica. O O-tRNA
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aminoacilado da presente invengdo pode ser diretamente adicionado a um sistema de tra-
ducdo. Um O-tRNA da presente invengao pode ser aminoacilado por uma RS com um ami-
noécido selecionado in vitro ou in vivo. Além disso, a RS pode ser uma O-RS. Um O-tRNA
da presente invengao pode ser diretamente fornecido ao sistema de tradugao (por exemplo,
componentes de tradugao in vitro, ou uma célula), ou fornecendo-se um polinucleotideo que
codifica um O-tRNA ou uma porgdo do mesmo. Por exemplo, um O-tRNA, ou uma porgao
do mesmo, € codificado por uma sequéncia de polinucleotideos apresentada na SEQ ID
NO.: 1, 2, 3, ou uma sequéncia de polinucleotideos complementar da mesma, ou uma varia-
¢ao conservativa da mesma.

Um O-tRNA da presente invengdo compreende atividade de supress&o na presenga
de um sintetase cognata em resposta a um cddon seletor. A atividade de supressao pode
ser determinada por qualquer um dos varios ensaios conhecidos na técnica. Por exemplo,
um ensaio de B-galactosidase repdrter pode ser usado. Um derivado de um plasmideo que
expressa 0 gene /lacZ sob o controle do promotor é usado, por exemplo, onde a Leu-25 do
peptideo VVLQRRDWEN de /acZ é substituida por um cédon seletor, por exemplo, cédons
TAG, TGA, AGGA, etc., ou cédons sentido (como um controle) para tirosina, serina, leucina,
etc. O plasmideo de /acZ derivatizado é introduzido em células a partir de um organismo
apropriado (por exemplo, um organismo onde 0s componentes ortogonais podem ser usa-
dos) junto com o plasmideo compreendendo um O-tRNA da presente invengdo. Uma sinte-
tase cognata também pode ser introduzida (como um polipeptideo ou um polinucleotideo
que codifica a sintetase cognata quando expressada). As células sdo cultivadas no meio em
uma densidade desejada, por exemplo, em uma ODgy de cerca de 0,5, e 0s ensaios de B-
galactosidase séao realizados, por exemplo, usando o BetaFluor™ B-Galactosidase Assay Kit
(Novagen). A porcentagem de supressao é calculada como a porcentagem da atividade pa-
ra uma amostra em relagdo a um controle comparavel, por exemplo, o valor observado a
partir do constructo de /acZ derivatizado, onde o constructo tem um cédon sentido corres-
pondente na posi¢cao desejada ao invés de um cdédon seletor.

Na molécula de tRNA, Timina (T) é substituida por Uracila (U). Além disso, modifi-
cagbes adicionais nas bases podem estar presentes. A invengdao também inclui variagdes
conservativas de O-tRNA, Por exemplo, variagdes conservativas de O-tRNA incluem aque-
las moléculas que funcionam como o O-tRNA e mantém a estrutura na forma de L do tRNA,
porém nao tém a mesma sequéncia (e sao outras que ndo moléculas de tRNA do tipo sel-
vagem). Veja também a segdo neste relatério intitulada “Sequéncia de Acidos Nucleicos e
Polipeptideos e Variantes”.

A composigdo compreendendo um O-tRNA pode ainda incluir uma aminoacil-tRNA
sintetase ortogonal (O-RS), onde a O-RS preferencialmente aminoacila o O-tRNA com um
aminoécido selecionado (por exemplo, um aminodacido ndo natural). Em certas modalidades,
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uma composigéo incluindo um O-tRNA pode ainda incluir um sistema de tradugao (por e-
xemplo, um sistema de tradug¢ao in vitro ou in vivo). Um acido nucleico compreendendo um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo de interesse, em que o polinucleotideo com-
preende um ou mais cédons seletores reconhecidos pelo O-tRNA, ou uma combinagao de
um ou mais entre estes, também pode estar presente na célula ou outro sistema de tradu-
¢a0. Veja também a seg¢ao neste relatério intitulada “Aminoacil-tRNA Sintetases Ortogonais
(O-RS)".

Métodos de produzir um tRNA ortogonal (O-tRNA), por exemplo, um O-tRNA, tam-
bém sao uma caracteristica da presente invengao. Um tRNA, por exemplo, um O-tRNA,
produzido pelo método também é uma caracteristica da presente invengao.

Métodos de produzir um tRNA ortogonal incluem modificar a alga anticodon de cada
um dos reservatorios de tRNAs para permitir o reconhecimento de um cédon seletor (por
exemplo, um cédon dmbar, um cédon opala, um cdédon de quatro bases, etc.), desse modo,
fornecendo uma pluralidade de O-tRNAs potenciais; e analisar a estrutura secundaria de um
membro da pluralidade de O-tRNAs potenciais para identificar pares de base nao candnicos
na estrutura secundaria e, opcionalmente, modificar os pares de base nao candnicos (por
exemplo, os pares de base ndo candnicos sdo modificados para pares de base canénicos).
Os pares de base nao candnicos podem estar localizados na regido de tronco da estrutura
secundaria. Um O-tRNA pode possuir um aperfeicoamento de uma ou mais caracteristicas
ou atividades, tal como um aperfeigoamento na ortogonalidade para um organismo desejado
em comparag¢ao ao material de partida, por exemplo, a pluralidade de sequéncias de tRNA,
enquanto preserva sua afinidade em relagdo a uma RS desejada.

Alternativamente, OtRNAs podem ser desenvolvidos modificando-se um tRNA co-
nhecido para modular sua interagao ou afinidade de ligagdo a uma ou mais moléculas que
influenciam na tradugdo ou sdo componentes do mecanismo de traducéo. Tais componen-
tes incluem, mas n&o s&o limitados aos fatores de elongagéo. O fator de elongagao bacteri-
ano EF-Tu desempenha um papel essencial na etapa de elongagéo na sintese de proteinas.
ApGs a aminoacilagédo do tRNA em tRNA sintetase, EF-Tu se liga ao tRNA aminoacilado e
leva o0 mesmo ao sitio A do ribossomo. A ligagao éster entre 0 aminoacido carregado e o
tRNA é protegida da hidrélise espontanea devido a ligagao entre EF-Tu e tRNA aminoacila-
do. Stortchevoi et al. investigaram mutantes do par de base oscilante U50:G64 de tRNA™e!
de iniciagdo de E. coli no tronco TWC, visto que seu par de base foi descoberto ser um de-
terminante negativo secundario bloqueando a atividade de tRNAs na elongagéo, presumi-
velmente devido a uma interagao enfraquecida entre EF-Tu.GTP e tRNA aminoacilado (JBC
2003 278(20): 17672-17679). Além disso, LaRiviere et al., descreveram em Science 2001
Oct 5;294(5540): 165-8 as contribuigdes termodindmicas do aminoacido e corpo de tRNA
para a afinidade de ligagdo global para EF-Tu. Eles indicaram que as contribuigdes do corpo
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de tRNA e do aminoédcido sao independentes umas das outras e que elas se compensam
quando os tRNAs sdo corretamente acilados. Alteragdes para a interagao entre EF-Tu.GTP
e o tRNA aminoacilado com o aminoacido nao natural podem afetar a eficacia do carrega-
mento do tRNA no sitio A do ribossomo. Sitios de mutagao potenciais também podem ser
encontrados analisando-se as estruturas cristalinas de complexos entre tRNA e outros com-
ponentes do mecanismo de tradugao, tais como EF-Tu. Por exemplo, Nissen et al. indicaram
que EF-Tu.GTP se liga diretamente a cadeia principal do fosfato do tronco TWC de fenilala-
nila-RNA de transferéncia (Phe-tRNA) de levedura (Science 1995 270(5241):1464-1472).

Os métodos incluem opcionalmente analisar a homologia de sequéncias de tRNAs
e/ou aminoacil-tRNA sintetases para determinar os candidatos potenciais para um O- tRNA,
O-RS e/ou pares dos mesmos, que parecem ser ortogonais para um organismo especifico.
Programas de computador conhecidos na técnica e descritos neste relatério podem ser usa-
dos para a analise. Em um exemplo, para escolher componentes de tradugdo ortogonais
potenciais para 0 uso em um organismo procariético, uma sintetase e/ou um tRNA sao esco-
Ihidos, os quais nao apresentam homologia incomum aos organismos procarioticos.

Um reservatdrio de tRNAs também pode ser produzido por uma estratégia consen-
so. Por exemplo, o reservatério de tRNAs é produzido alinhando-se uma pluralidade de se-
quéncias de tRNA; determinando-se uma sequéncia consenso; e gerando-se uma biblioteca
de tRNAs usando pelo menos uma porgao, a maioria ou a sequéncia consenso total. Por
exemplo, uma sequéncia consenso pode ser compilada com um programa de computador,
por exemplo, o programa GCG pileup. Opcionalmente, posigdes degeneradas determinadas
pelo programa sdo modificadas na base mais frequente em tais posi¢gées. Uma biblioteca é
sintetizada por técnicas conhecidas no ramo usando a sequéncia consenso. Por exemplo, a
sobreposi¢cdo da extensao de oligonucleotideos em que cada sitio do gene de tRNA pode
ser sintetizado como uma mistura dopada de 90 % da sequéncia consenso e 10 % de uma
mistura das outras 3 bases pode ser usada para fornecer a biblioteca com base na sequén-
cia consenso. Outras misturas também podem ser usadas, por exemplo, 75 % da sequéncia
consenso e 25 % de uma mistura das outras 3 bases, 80 % da sequéncia consenso e 20 %
de uma mistura das outras 3 bases, 95 % da sequéncia consenso e 5 % de uma mistura das
outras 3 bases, etc.

Bibliotecas de tRNAs mutantes podem ser geradas usando varias técnicas de mu-
tagénese conhecidas no ramo. Por exemplo, os tRNAs mutantes podem ser gerados por
mutagoes sitio-especificas, mutagdes de ponto aleatérias, recombinagdo homdloga, emba-
ralnamento do DNA ou outros métodos de mutagénese recursivos, construgdao quimérica ou
qualquer combinagao dos mesmos.

Mutagdes adicionais podem ser introduzidas em uma posi¢ao especifica, por e-
xemplo, em uma posi¢ao nao conservativa, ou em uma posi¢do conservativa, em uma posi-
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¢ao randomizada, ou uma combina¢gao das mesmas, em uma alga ou regido desejada de
um tRNA, por exemplo, uma alga anticédon, o tronco aceitante, ramo ou aiga D, alga varia-
vel, ramo ou alga TWC, outras regides da molécula de tRNA ou uma combinagdo dos mes-
mos. As mutagdes podem incluir pares de base combinados na regido de tronco.

Tipicamente, um O-tRNA é obtido submetendo-se uma populagdo de células de
uma primeira espécie a sele¢do negativa, onde as células compreendem um membro da
pluralidade de O-tRNAs potenciais. A selegdo negativa elimina células que compreendem
um membro da pluralidade de O-tRNAs potenciais que é aminoacilada por uma aminoacil-
tRNA sintetase (RS) que é enddgena as células. Isto fornece um reservatério de tRNAs que
s&o ortogonais a célula da primeira espécie.

Em certas modalidades da sele¢gao negativa, um cédon seletor é introduzido no po-
linucleotideo que codifica um marcador de selegdo negativa, por exemplo, uma enzima que
confere resisténcia ao antibiético, por exemplo, B-lactamase, uma enzima que confere um
produto detectavel, por exemplo, B-galactosidase, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), por
exemplo, um produto toxico, tal como barnase, em uma posicdo nao essencial, etc. A tria-
gem/selegao pode ser feita através do crescimento da populagéo de células na presenca de
um agente de selegéao (por exemplo, um antibiético, tal como ampicilina). Em uma modali-
dade, a concentragdo do agente de selegao é variada.

Por exemplo, para medir a atividade de tRNAs supressores, um sistema de seleg¢ao
é usado, o qual é fundamentado na supressao in vivo do cddon seletor, por exemplo, muta-
¢bes sem sentido ou de mudanga de fase de leitura introduzidas em um polinucleotideo que
codifica um marcador de selegdo negativa, por exemplo, um gene para B-lactamase (bl/a).
Por exemplo, variantes de polinucleotideos, por exemplo, variantes de bla, por exemplo,
com TAG, AGGA e TGA em uma determinada posigao, sdo construidas. Células, por exem-
plo, bactérias, sdo transformadas com estes polinucleotideos. No caso de um tRNA ortogo-
nal, que nao pode ser eficazmente carregado por sintetases endégenas de E. coli, a resis-
téncia ao antibidtico, por exemplo, resisténcia a ampicilina, deve ser cerca de ou menor do
que aquela para uma bactéria transformada sem plasmideo. Se o tRNA nao é ortogonal, ou
se uma sintetase heterdloga capaz de carregar o tRNA é coexpressada no sistema, um nivel
mais alto de resisténcia ao antibiético, por exemplo, ampicilina, deve ser observado. Células,
por exemplo, bactérias, sdo escolhidas, as quais sao incapazes de crescer em placas de LB
agar com concentragdes de antibiético aproximadamente iguais as células transformadas
sem plasmideos.

No caso de um produto téxico (por exemplo, ribonuclease barnase), quando um
membro da pluralidade de tRNAs potenciais € aminoacilado pelo hospedeiro endégeno, por
exemplo, sintetases de Escherichia coli (isto é, ele nao é ortogonal ao hospedeiro, por e-
xemplo, sintetases de Escherichia coli), o codon seletor é suprimido e o produto de polinu-
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cleotideo toéxico produzido leva a morte celular. Células que hospedam tRNA ortogonal ou
tRNAs nao funcionais sobrevivem.

Em uma modalidade, o reservatério de tRNAs que sdo ortogonais a um organismo
desejado depois é submetido a uma selegdo positiva em que um cédon seletor é colocado
em um marcador de selegdo positiva, por exemplo, codificado por um gene de resisténcia ao
farmaco, tal como um gene de B-lactamase. A selegdo positiva é realizada na célula com-
preendendo um polinucleotideo que codifica ou compreende um membro do reservatério de
tRNAs, um polinucleotideo que codifica um marcador de selegao positiva € um polinucleoti-
deo que codifica RS cognata. Estes polinucleotideos sdo expressados na célula e a célula é
cultivada na presenga de um agente de selegdo, por exemplo, ampicilina. O tRNA depois é
selecionado quanto a sua capacidade de ser aminoacilado pela sintetase cognata coexpres-
sada e para inserir um aminoacido em resposta a este cédon seletor. Tipicamente, estas
células mostram uma acentuagao na eficacia de supressdo comparadas as células que hos-
pedam tRNAs nao funcionais, ou tRNAs que ndo podem ser eficazmente reconhecidos pela
sintetase de interesse. A célula que hospeda os tRNAs ndo funcionais ou tRNAs que nao
sao eficazmente reconhecidos pela sintetase de interesse é sensivel ao antibiético. Portan-
to, tRNAs que: (i) ndo sé&o substratos para o hospedeiro enddégeno, por exemplo, sintetases
de Escherichia coli; (ii) podem ser aminoacilados pela sintetase de interesse; e (iii) sao fun-
cionais em tradugao e sobrevivem em ambas as selegoes.

A estringéncia da selegéo, por exemplo, a selegdo positiva, a selegdo negativa ou
selegdo positiva e negativa, nos métodos acima descritos, pode ser opcionalmente variada.
Por exemplo, pelo fato de a barnase ser uma proteina extremamente toxica, a estringéncia
da selegdo negativa pode ser controlada introduzindo-se nimeros diferentes de cédons se-
letores no gene da barnase e/ou usando-se um promotor induzivel. Em um outro exemplo, a
concentragéao do agente de sele¢éo ou triagem é variada (por exemplo, ampicilina). Em um
aspecto, a estringéncia é variada, pois a atividade desejada pode ser baixa durante as roda-
das iniciais. Desse modo, critérios de selegdo menos severos sdo aplicados em rodadas
iniciais e critérios mais severos séo aplicado em rodadas finais de sele¢ao. Em certas moda-
lidades, a sele¢do negativa, a selegao positiva ou a selegao negativa e positiva podem ser
repetidas diversas vezes. Multiplos marcadores de selegao negativa, marcadores de selegcao
positiva ou marcadores de sele¢cdo negativa e positiva diferentes podem ser usados. Em
certas modalidades, o marcador de selegao positiva e negativa pode ser o mesmo.

Outros tipos de selegdes/triagem podem ser usados na invengdo para produzir
componentes de tradugao ortogonais, por exemplo, um O-tRNA, uma O-RS e um par de O-
tRNA/O-RS. Por exemplo, o marcador de sele¢do negativa, o marcador de selegao positiva
ou marcadores de sele¢ao positiva e negativa podem incluir um marcador que fluoresce ou
catalisa uma reagdo luminescente na presenga de um reagente adequado. Em uma outra
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modalidade, um produto do marcador é detectado por separador celular ativado por fluores-
céncia (FACS) ou por luminescéncia. Opcionalmente, o marcador inclui um marcador de
triagem com base na afinidade. Veja, Francisco, J. A., et al., (1993) Production and
fluorescence-activated cell sorting of Escherichia coli expressing a functional antibody frag-
ment on the external surface. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 90: 10444-8.

Métodos adicionais para produzir um tRNA ortogonal recombinante podem ser en-
contrados, por exemplo, nos Pedidos de Patente U.S. 10/126.931, intitulada “Methods and
Compositions for the Production of Orthogonal tRNA-Aminoacyl tRNA Synthetase Pairs” e
10/126.127, intitulada “In vivo Incorporation of Unnatural Amino Acids,” e USSN 10/825.867
intitulado “EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE”. Veja também, Forster et al.,
(2003) Programming peptidomimetic synthetases by translating genetic codes designed de
novo. PNAS 100(ll):6353-6357; e, Feng et al., (2003), Expanding tRNA recognition of a tRNA
synthetase by a single amino acid change, PNAS 100(10): 5676-5681.

Um tRNA da presente invengé@o pode ser aminoacilado com um aminoacido dese-
jado por qualquer método ou técnica, incluindo, mas nao limitado a aminoacilagdo quimica
ou enzimatica.

A aminoacilagdo pode ser realizada por aminoacil tRNA sintetases ou por outras
moléculas enzimaticas, incluindo, mas nédo limitadas as ribozimas. O termo “ribozima” é
permutavel com “RNA catalitico”. Cech e colaboradores (Cech, 1987, Science, 236:1532-
1539; McCorkle et al., 1987, Concepts Biochem. 64:221-226) demonstraram a presenga de
RNAs que ocorrem naturaimente que podem atuar como catalisadores (ribozimas). Entre-
tanto, embora estes catalisadores de RNA naturais tenham sido mostrados atuando em
substratos de é4cido ribonucleico para clivagem e splicing, o desenvolvimento recente de
evolugéo artificial de ribozimas expandiu o repertério de catdlise para varias reagdes quimi-
cas. Estudos identificaram moléculas de RNA que podem catalisar ligagdes de aminoacil-
RNA em seu proprio (2°) 3 ‘-terminal (Illangakekare et al., 1995 Science 267:643-647), e uma
molécula de RNA que pode transferir um aminoacido a partir de uma molécula de RNA para
uma outra (Lohse et al., 1996, Nature 381:442-444).

A Publicagdo do Pedido de Patente U.S. 2003/0228593, que é incorporado como
referéncia neste relatério, descreve métodos para construir ribozimas e seu uso na aminoa-
cilagdo de tRNAs com aminoéacidos naturalmente codificados e ndo naturalmente codifica-
dos. Formas imobilizadas em substrato de moléculas enzimaticas que podem aminoacilar
tRNAs, incluindo, mas néao limitadas as ribozimas, podem permitir purificagao de afinidade
eficaz dos produtos aminoacilados. Exemplos de substratos adequados incluem agarose,
sepharose e pérolas magnéticas. A producgao e uso de uma forma imobilizada em substrato
de ribozima para aminoacilagdo sdo descritos em Chemistry and Biology 2003, 10: 1077-
1084 e Publicagdo de Pedido de Patente U.S. 2003/0228593, os quais s&o incorporados
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como referéncia neste relatério.

Métodos de aminoacilagdo quimica incluem, mas nao sdo limitados aqueles intro-
duzidos por Hecht e colaboradores (Hecht, S, M. Ace. Chem. Res. 1992, 25, 545; Heckler,
T. G.; Roesser, J. R.; Xu, C; Chang, P.; Hecht, S. M. Biochemistry 1988, 27, 7254; Hecht, S.
M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol. Chem. 1978, 253, 4517) e por Schultz,
Chamberlin, Dougherty e outros (Cornish, V. W.; Mendel, D.; Schultz, P. G. Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S. A.; Elliman, J. A.; Schultz, P. G. J. Am. Chem.
Soc. 1991, 113, 2722; Noren, C. J.; Anthony-Cahill, S. J.; Griffith, M. C; Schultz, P. G.
Science 1989, 244, 182; Bain, J. D.; Glabe, C. G.; Dix, T. A.; Chamberiin, A. R. J. Am.
Chem. Soc. 1989, 111, 8013; Bain, J. D. et al. Nature 1992, 356, 537; Gallivan, J. P.; Lester,
H. A.; Dougherty, D. A. Chem. Biol. 1997, 4, 740; Turcatti, et al. J. Biol. Chem. 1996, 271,
19991; Nowak, M. W. et al. Science, 1995, 268, 439; Saks, M. E. et al. J. Biol. Chem. 1996,
271, 23169; Hohsaka, T. et al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 34), para evitar o uso de sinte-
tases na aminoacilagdo. Tais métodos ou outros métodos de aminoacilagao quimica podem
ser usados para aminoacilar moléculas de tRNA da invengao.

Métodos biossintéticos que utilizam aminoacil-tRNAs quimicamente modificados fo-
ram usados para incorporar varias sondas biofisicas em proteinas sintetizadas in vitro. Veja
as publicagdes e referéncias seguintes citadas em: Brunner, J. New Photolabeling and
crosslinking methods, Annu, Rev Biochem, 62:483-514 (1993); e, Krieg, U.C., Walter, P.,
Hohnson, A.E. Photocrosslinking of the signal sequence of nascent preprolactin of the 54-

kilodalton polypeptide of the signal recognition particle, Proc. Natl. Acad. Sci, 83(22):8604-
8608 (1986).
Previamente, foi mostrado que os aminoacidos nao naturais podem ser sitio- espe-

cificamente incorporados em proteinas in vitro pela adigao de tRNAs supressores quimica-
mente aminoacilados para reagdes de sintese de proteina programadas com um gene con-
tendo uma mutagdo sem sentido dmbar desejada. Usando estas abordagens, uma pessoa
habilitada pode substituir os vinte aminoacidos comuns com homélogos estruturais proxi-
mos, por exemplo, fluorofenilalanina para fenilalanina, usando cepas auxotrépicas para um
aminoacido particular. Veja, por exemplo, Noren, CJ., Anthony-Cahill, Griffith, M. C, Schultz,
P. G. A general method for site-specific incorporation of unnatural amino acids into proteins,
Science, 244: 182-188 (1989); M. W, Nowak, et al., Science 268:439-42 (1995); Bain, J.D.,
Glabe, C.G., Dix, T.A., Chamberiin, A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation
of a non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am Chem Soc, 111:8013-8014 (1989); N.
Budisa et al., FASEB J. 13:41-51 (1999); Eliman, J.A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S., Noren,
C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids site-specifically
into proteins. Methods in Enz., vol. 202, 301-336 (1992); e, Mendel, D., Cornish, V.W. &
Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with an Expanded Genetic Code, Annu_Rev_Bio-
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phys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995).

Por exemplo, um tRNA supressor foi preparado, o qual reconheceu o cédon de pa-
rada UAG e foi quimicamente aminoacilado com um aminoacido ndo natural. Mutagénese
sitio-dirigida convencional foi usada para introduzir o cédon de parada TAG no sitio de inte-
resse no gene da proteina. Veja, por exemplo, Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5’ -3’
Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucleic A-
cids Res, 16(3):791-802 (1988), Quando o tRNA supressor acilado e o gene mutante foram
combinados em um sistema de transcrigao/tradugéo in vitro, 0 aminoacido nao natural foi
incorporado em resposta ao cédon UAG que forneceu uma proteina contendo tal aminodci-
do na posigdo especifica. Experimentos usando [*H]-Phe e experimentos com &cidos a-
hidréxi demonstraram que apenas o aminoacido desejado é incorporado na posigao especi-
ficada pelo codon UAG e que este aminoacido nao € incorporado em qualquer outro sitio na
proteina. Veja, por exemplo, Noren, et al., supra; Kobayashi et al., (2003) Nature Structural
Biology 10(6):425-432; e, Ellman, J.A., Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific incorporation
of novel backbone structures into proteins, Science, 255(5041):197-200 (1992).

Métodos para gerar RNA catalitico podem envolver gerar reservatorios separados
de sequéncias de ribozima randomizadas, realizar evolugdo dirigida sobre os reservatérios,
triar os reservatorios para atividade de aminoacilagao desejavel e selecionar sequéncias de
tais ribozimas que exibem atividade de aminoacilagdo desejada.

Ribozimas podem compreender motivos e/ou regides que facilitam a atividade de
acilagao, tal como um motivo GGU e uma regiao rica em U. Por exemplo, foi relatado que
regides ricas em U podem facilitar o reconhecimento de um substrato de aminoacido, e um
motivo GGU pode formar pares de base com os terminais 3' de um tRNA. Em combinagao,
o motivo GGU e a regiao rica em U facilitam o reconhecimento simultdneo do aminoéacido e
tRNA e, desse modo, facilitam a aminoacilagdo do terminal 3’ do tRNA.

Ribozimas podem ser geradas por sele¢ao in vitro usando um r24mini parcialmente
randomizado conjugado com tRNA**"cccq, seguido por engenharia sistematica de uma se-
quéncia consenso encontrada nos clones ativos. Uma ribozima exemplar obtida por este
método é denominada “ribozima Fx3” e é descrita em U.S. Pub. App. N2 2003/0228593, os
conteudos do qual sdo incorporados como referéncia neste relatério, atua como um catali-
sador versatil para a sintese de varios aminoacil-tRNAs carregados com aminoacidos nao
naturais cognatos.

A imobilizagdo em um substrato pode ser usada para permitir a purificagao de afini-
dade eficaz dos tRNAs aminoacilados. Exemplos de substratos adequados incluem, mas
nao sao limitados & agarose, sepharose e pérolas magnéticas. Ribozimas podem ser imobi-
lizadas em resinas tomando-se vantagem da estrutura quimica do RNA, tal como o 3’-cis-
diol na ribose do RNA pode ser oxidado com periodato para produzir o dialdeido correspon-
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dente para facilitar a imobilizagdo do RNA na resina. Varios tipos de resinas podem ser usa-
dos, incluindo resinas de hidrazida baratas em que a aminagao redutiva torna a interagéo
entre a resina e a ribozima uma ligagao irreversivel. A sintese de aminoacil-tRNAs pode ser
significantemente facilitada por sua técnica de aminoacilagdo em coluna. Kourouklis et al.
Methods 2005; 36:239-4 descrevem um sistema de aminoacilagdo com base em coluna.

O isolamento dos tRNAs aminoacilados pode ser realizado em uma variedade de
formas. Um método adequado é eluir os tRNAs aminoacilados a partir de uma coluna com
um tampao, tal como uma solugdo de acetato de sédio com EDTA 10 mM, um tampao con-
tendo N-(2-hidroxietil)piperazino-N’-(acido 3-propanossulfénico) 50 mM, KCI 12,5 mM, pH
7,0, EDTA 10 mM ou simplesmente agua tamponada com EDTA (pH 7,0).

Os tRNAs aminoacilados da presente invengdo podem ser adicionados as reagoes
de tradugao, de modo a incorporar 0 aminoacido com o qual o tRNA foi aminoacilado em
uma posi¢ao de escolha em um polipeptideo preparado pela reagédo de tradugdo. Exemplos
dos sistemas de tradugdo em que os tRNAs aminoacilados da presente invengdo podem ser
usados incluem, mas ndo sao limitados aos lisatos celulares. Lisatos celulares fornecem
componentes de reagdo necessarios para tradugdo in vitro de um polipeptideo a partir de
um mRNA de entrada. Exemplos de tais componentes de reagao incluem, mas nao sao limi-
tados as proteinas ribossomais, rRNA, aminodacidos, tRNAs, GTP, ATP, iniciagdo de tradu-
¢ao e fatores de elongagéo e fatores adicionais associados a tradugio. Adicionalmente, os
sistemas de tradugdo podem ser tradugdes em lote ou tradugdo compartimentalizada. Sis-
temas de tradugdo em lote combinam componentes de reagdo em um compartimento Unico,
enquanto os sistemas de tradugédo compartimentalizados separam os componentes da rea-
¢ao de tradugdo dos produtos de reagdo que podem inibir a eficacia da tradugéo. Tais sis-
temas de tradugao sao comercialmente disponiveis.

Além disso, um sistema de transcrigdo/tradugdo acoplado pode ser usado. Siste-
mas de transcrigao/tradu¢do acoplados incluem a transcrigado de um DNA de entrada em um
mRNA correspondente, que é, por sua vez, traduzido pelos componentes de reagdo. Um
exemplo de um sistema de transcrigao/traducdo acoplado comercialmente disponivel é o
Rapid Translation System (RTS, Roche Inc.). O sistema inclui uma mistura contendo lisato
de E. coli para fornecer componentes de tradugdo, tais como ribossomos e fatores de tradu-
¢ao. Adicionalmente, uma RNA polimerase é incluida para a transcrigdo do DNA de entrada
em um molde de mRNA para o uso na tradugdo. O RTS pode usar compartimentalizagao
dos componentes de reagéo por via de uma membrana interposta entre os compartimentos
de reagao, incluindo um compartimento de fornecimento/gasto e um compartimento de
transcrigdo/tradugao.

A aminoacilagdo de tRNA pode ser realizada por outros agentes, incluindo, mas
nao limitados as transferases, polimerases, anticorpos cataliticos, proteinas multifuncionais
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e semelhantes.
Aminoacil-tRNA Sintetases Ortogonais (O-RS)
Uma O-RS preferencialmente aminoacila um O-tRNA da presente invengdo com um

aminoacido selecionado in vitro ou in vivo. Uma O-RS da presente invengédo pode ser forne-
cida ao sistema de tradugao (por exemplo, componentes de tradugao in vitro ou uma célula)
por um polipeptideo que inclui uma O-RS e/ou por um polinucleotideo que codifica uma O-
RS ou uma porgéo da mesma. Uma O-RS, ou uma porgdo da mesma, é codificada por uma
sequéncia de polinucleotideos ou uma sequéncia de polinucleotideos complementar da
mesma, ou uma variagao conservativa da mesma. Um O-tRNA da presente invengao pode
ser aminoacilado por varias moléculas de O-RS diferentes, incluindo, mas néao limitadas a-
quelas divulgadas neste relatério.

Métodos para identificar uma aminoacil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS), por e-
xemplo, uma O-RS, para o uso com um O-tRNA, por exemplo, um O-tRNA, também sio
uma caracteristica da presente invengdo. Por exemplo um método inclui submeter uma po-
pulagdo de células de uma primeira espécie a selegdo positiva, onde as células compreen-
dem: 1) um membro de uma pluralidade de aminoacil-tRNA sintetases (RSs), onde a plurali-
dade de RSs compreende RSs mutantes, RSs derivadas de uma espécie, exceto a primeira
espécie, ou as RSs mutantes e RSs derivadas de uma espécie, exceto a primeira espécie;
2) o tBRNA ortogonal (O-tRNA) a partir de uma segunda espécie; e 3) um polinucleotideo que
codifica um marcador de seleg&o positiva e compreende pelo menos um cédon seletor. As
celulas sao selecionadas ou triadas quanto aquelas que mostram uma acentuacgao na efica-
cia de supressdao em comparagao as células desprovidas ou com uma quantidade reduzida
do membro da pluralidade de RSs. As células que apresentam uma acentuacgdo na eficacia
de supressao compreendem uma RS ativa que aminoacila o O-tRNA. Um nivel de aminoaci-
lagdo (in vitro ou in vivo) pela RS ativa de um primeiro conjunto de tRNAs a partir da primei-
ra espécie € comparado ao nivel de aminoacilagao (in vitro ou in vivo) pela RS ativa de um
segundo conjunto de tRNAs a partir da segunda espécie. O nivel de aminoacilagédo pode ser
determinado por uma substancia detectavel (por exemplo, um aminodcido marcado ou ami-
noacido nao natural). A RS ativa que mais eficazmente aminoacila 0 segundo conjunto de
tRNAs em comparagao ao primeiro conjunto de tRNAs é selecionada, desse modo, forne-
cendo a aminoacil-tRNA sintetase ortogonal para o uso com o O-tRNA. Uma O-RS, por e-
xemplo, uma O-RS identificada pelo método, também é uma caracteristica da presente in-
vengao.

Qualquer um dos varios ensaios pode ser usado para determinar a aminoacilagéo.
Estes ensaios podem ser realizados in vitro ou in vivo. Por exemplo, ensaios de aminoacila-
¢ao in vitro séo descritos, por exemplo, em Hoben, P., e Solo, D. (1985) Methods Enzymol.
113:55-59 e na Publicagdo de Pedido de Patente U.S. N 2003/0228593. A aminoacilagao
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também pode ser determinada usando-se um repdrter com os componentes de tradugao
ortogonais e detectando-se o reporter em uma célula que expressa um polinucleotideo com-
preendendo pelo menos um cédon seletor que codifica uma proteina. Veja também, Pedido
de Patente U.S. 10/126.927, intitulado “IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL
AMINO ACIDS”, e USSN 10/825.867 intitulado “EXPANDING THE EUKARIOTIC GENETIC
CODFE".

Uma O-RS identificada pode ser ainda manipulada para alterar a especificidade do
substrato da sintetase, de modo que apenas um aminoacido desejado nao natural, porém
nao qualquer um dos 20 aminoacidos comuns, é carregado em O-tRNA. Métodos para gerar
uma aminoacil tRNA sintetase ortogonal com uma especificidade de substrato para um ami-
noacido nao natural incluem modificar a sintetase, por exemplo, no sitio ativo na sintetase,
no sitio do mecanismo de edigdo na sintetase, em sitios diferentes combinando-se dominios
diferentes de sintetases ou semelhantes, e aplicando-se um processo de selegdo. Uma es-
tratégia € usada, a qual é fundamentada na combinagdo de uma selegio positiva, seguido
por uma sele¢éo negativa. Na sele¢ao positiva, a supressdo do cdédon seletor introduzido em
uma posigao nao essencial de um marcador positivo permite que as células sobrevivam sob
pressao de selegao positiva. Na presenga de aminodacidos naturais e ndo naturais, os sobre-
viventes codificam sintetases ativas carregando o tRNA supressor ortogonal com um amino-
acido natural ou nao natural. Na sele¢ao negativa, a supressédo de um cédon seletor introdu-
zido em uma posi¢gao ndo essencial de um marcador negativo remove as sintetases com as
especificidades do aminoacido natural. Os sobreviventes da selegdo negativa e positiva co-
dificam as sintetases que aminoacilam (carregam) o tRNA supressor ortogonal apenas com
aminoacidos ndo naturais. Estas sintetases depois podem ser submetidas a mutagénese
adicional, por exemplo, embaralhamento do DNA ou outros métodos de mutagénese recur-
Sivos.

A biblioteca de O-RSs mutantes pode ser gerada usando varias técnicas de muta-
génese conhecidas no ramo. Por exemplo, as RSs mutantes podem ser geradas por muta-
¢Oes sitio-especificas, mutagbes de ponto aleatério, recombinagdo homdloga, embaralha-
mento do DNA ou outros métodos de mutagénese recursivos, construgao quimérica ou
qualguer combinagao dos mesmos. Por exemplo, uma biblioteca de RSs mutantes pode ser
produzida a partir de duas ou mais outras, por exemplo, “sub-bibliotecas” menores e menos
diversas. Bibliotecas quiméricas de RSs também séo incluidas na invengdo. Deve ser ob-
servado que as bibliotecas de tRNA sintetases a partir de varios organismos (por exemplo,
micro-organismos, tais como eubactérias ou archaebactérias), tais como bibliotecas que
compreendem diversidade natural (veja, por exemplo, Patente U.S. N2 6.238.884 de Short et
al.; Patente U.S. N2 5.756.316 de Schallenberger et al.; Patente U.S. N2 5.783.431 de Peter-
sen et al.; Patente U.S. N? 5.824.485 de Thompson et al.; Patente U.S. N2 5.958.672 de
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Short et al.), sdo opcionalmente construidas e triadas para pares ortogonais.

Uma vez que as sintetases sdo submetidas a estratégia de selecao/triagem positiva
e negativa, estas sintetases depois podem ser submetidas & mutagénese adicional. Por e-
xemplo, um acido nucleico que codifica a O-RS pode ser isolado; um conjunto de polinucleo-
tideos que codificam as O-RSs modificadas (por exemplo, por mutagénese aleatéria, muta-
génese sitio-especifica, recombinagédo ou qualquer combinagiao das mesmas) pode ser ge-
rado a partir do acido nucleico; e, estas etapas individuais ou uma combinagio destas eta-
pas podem ser repetidas até que uma O-RS modificada seja obtida, a qual preferencialmen-
te aminoacila o O-tRNA com o aminoacido ndo natural. Em um aspecto da presente inven-
¢ao0, as etapas sao realizadas diversas vezes, por exemplo, pelo menos duas vezes.

Niveis adicionais de estringéncia de selegao/triagem também podem ser usados
nos métodos da presente invengdo para produzir O-tRNA, O-RS ou pares dos mesmos. A
estringéncia de selegéo ou triagem pode ser variada em uma ou ambas as etapas do méto-
do para produzir uma O-RS. Isto pode incluir, por exemplo, variar a quantidade do agente de
selegao/triagem que é usado, etc. Rodadas adicionais de sele¢des positivas e/ou negativas
também podem ser realizadas. A selegdo ou triagem também pode compreender uma ou
mais sele¢des ou triagens positivas ou negativas que incluem, por exemplo, uma mudanga
na permeabilidade do aminoacido, uma mudanga na eficacia da tradugdo, uma mudanga na
fidelidade de tradugéo, etc. Tipicamente, uma ou mais mudangas se baseiam em uma muta-
¢ao em um ou mais genes em um organismo, em que um par de tRNA-tRNA sintetase orto-
gonal é usado para produzir a proteina.

Outros tipos de selegbes podem ser usados na presente invengdo, por exemplo,
para O-RS, O-tRNA e par de O-tRNA/O-RS. O marcador de selegdo positiva pode ser qual-
quer um entre uma variedade de moléculas, incluindo, mas nao limitado a um produto que
fornece um suplemento nutricional para o crescimento, e a selegdo é realizada em um meio
que é desprovido do suplemento nutricional. Exemplos de polinucleotideos que codificam
marcadores de sele¢do positiva incluem, mas ndo sao limitados a, por exemplo, um gene
repdrter com base na complementagéo da auxotrofia de aminoacido de uma célula, um gene
his3 (por exemplo, onde o gene his3 codifica uma imidazol glicerol fosfato desidratase, de-
tectada fornecendo-se 3-aminotriazol (3-AT)), gene ura3, gene leu2, gene lys2, gene lacZ,
gene adh, etc. Veja, por exemplo, G. M. Kishore, & D. M. Shah, (1988), Amino acid biosyn-
thesis inhibitors as herbicides, Annual Review of Biochemistry 57:627-663. Em uma modali-
dade, a produgdo de lacZ é detectada pela hidrdlise de orto-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG). Veja, por exemplo, |. G. Serebriiskii, & E. A, Golemis, (2000).
Uses of lacZ to study gene function: evaluation of beta-galactosidase assays employed in
the yeast two-hybrid system, Analytical Biochemistry 285:1-15. Marcadores de sele¢ao posi-
tiva adicionais incluem, por exemplo, luciferase, proteina verde fluorescente (GFP), YFP,
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EGFP, RFP, o produto de um gene resistente a antibiético (por exemplo, cloranfenicol acetil-
transferase (CAT)), uma proteina moduladora transcricional (por exemplo, GAL4), etc. Op-
cionalmente, um polinucleotideo que codifica um marcador de sele¢ao positiva compreende
um cédon seletor.

Um polinuclecotideo que codifica o marcador de selegdo positiva pode ser, de ma-
neira operavel, ligado a um elemento de resposta. Um polinucleotideo adicional que codifica
uma proteina moduladora transcricional que modula a transcrigdo a partir do elemento de
resposta, e compreende pelo menos um cdodon seletor, também pode estar presente. A in-
corporagdo do aminoacido nao natural na proteina moduladora transcricional pelo O-tRNA
aminoacilado com o aminoacido ndo natural resulta na transcrigdo do polinucleotideo (por
exemplo, gene repdrter) que codifica 0 marcador de selegao positiva. Opcionalmente, o cé-
don seletor esta localizado ou esta substancialmente préximo a uma porgéo do polinucleoti-
deo que codifica um dominio de ligagao de DNA da proteina moduladora transcricional.

Um polinucleotideo que codifica 0 marcador de selegao negativa também pode ser,
de maneira operavel, ligado a um elemento de resposta a partir do qual a transcricdo é me-
diada pela proteina moduladora transcricional. Veja, por exemplo, A. J. DeMaggio, et al.,
(2000), The yeast split-hybrid system, Method Enzymol. 328: 128-137; H. M. Shih, et al.,
(1996), A positive genetic selection for disrupting protein-protein interactions: identification of
CREB mutations that prevent association with the coactivator CBP, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 93:13896-13901; M. Vidal, et al., (1996), Genetic characterization of a mammalian
protein-protein interaction domain by using a yeast reverse two-hybrid system, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93:10321-10326; e, M. Vidal, et al., (1996), Reverse two-hybrid and one-
hybrid systems to detect dissociation of protein-protein and DNA-protein interactions (Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 10315-10320). A incorporagao de um aminoacido natural na pro-
teina moduladora transcricional pelo O-tRNA aminoacilado com um aminoéacido natural re-
sulta na transcrigdo do marcador de selegdo negativa. Opcionalmente, o marcador de sele-
¢ao negativa compreende um cédon seletor. O marcador de selegéo positiva e/ou marcador
de selegao negativa da invengdo podem compreender pelo menos dois cédons seletores, os
quais podem compreender pelo menos dois cédons seletores diferentes ou pelo menos dois
dos mesmos cédons seletores.

A proteina moduladora transcricional € uma molécula que se liga (direta ou indire-
tamente) a uma sequéncia de &cido nucleico (por exemplo, uma elemento de resposta) e
modula a transcrigdo de uma sequéncia que é, de maneira operavel, ligada ao elemento de
resposta. Uma proteina moduladora transcricional pode ser uma proteina ativadora transcri-
cional (por exemplo, GAL4, receptores nucleares de horménio, AP1, CREB, membros da
familia LEF/tcf, SMADs, VP 16, SPI, etc.), uma proteina transcricional repressora (por e-
xemplo, receptores nucleares de horménio, familia Groucho/tle, familia Engrailed, etc), ou
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uma proteina que pode ter ambas as atividades dependendo do meio (por exemplo, LEF/tcf,
proteinas homobox, etc.). Um elemento de resposta é tipicamente uma sequéncia de acido
nucleico que é reconhecida pela proteina moduladora transcricional ou um agente adicional
que atua em combinagao com a proteina moduladora transcricional.

Um outro exemplo de uma proteina moduladora transcricional é a proteina ativado-
ra transcricional, GAL4. Veja, por exemplo, A. Laughon, et al., (1984), Identification of two
proteins encoded by the Saccharomyces cerevisiae GAL4 gene, Molecular & Cellular Biol-
ogy 4:268-275; A. Laughon, & R. F. Gesteland, (1984), Primary structure of the Saccharo-
myces cerevisiae GAL4 gene, Molecular & Cellular Biology 4:260-267; L. Keegan, et al.,
(1986), Separation of DNA binding from the transcription-activating function of a eukariotic
regulatory protein, Science 231:699-704; e, M. Ptashne, (1988), How eukariotic transcrip-
tional activators work, Nature 335:683-689. Os 147 aminoacidos N-terminais desta proteina
de 881 aminoéacidos formam um dominio de ligagdo de DNA (DBD) que se liga especifica-
mente a sequéncia de DNA. Veja, por exemplo, M. Carey, et al., (1989), An amino-terminal
fragment of GAL4 binds DNA as a dimer, J. Mol. Biol. 209:423-432; e, E. Giniger, et al.,
(1985), Specific DNA binding of GAL4, a positive regulatory protein of yeast, Cell 40:767-
774. O DBD é ligado, por uma sequéncia de proteina de intervengao, a um dominio de ati-
vagao (AD) de 113 aminoacidos C-terminais que pode ativar a transcrigdo quando ligado ao
DNA. Veja, por exemplo, J. Ma, & M. Ptashne, (1987), Deletion analysis of GAL4 defines two
transcriptional activating segments, Cell 48:847-853: e, J. Ma, & M. Ptashne, (1987), The
carboxy-terminal 30 amino acids of GAL4 are recognized by GAL80, Cell 50:137-142. Colo-
cando-se codons dmbar, por exemplo, em diregao ao DBD N-terminal de um Unico polipep-
tideo que contém tanto o DBD N-terminal de GAL4 e seu AD C-terminal, a supressdo ambar
pelo par O-tRNA/O-RS pode ser ligada a ativagao transcricional por GAL4. Genes repérteres
ativados por GAL4 podem ser usados para realizar sele¢gées positivas e negativas com o
gene.

O meio usado para selegdo negativa pode compreender um agente de selegao ou
triagem que é convertido em uma substancia detectavel pelo marcador de sele¢do negativa.
Em um aspecto da invengao, a substancia detectavel é uma substancia téxica. Um polinu-
cleotideo que codifica um marcador de sele¢cao negativa pode ser, por exemplo, um gene
ura3. Por exemplo, o repérter URA3 pode ser colocado sob controle de um promotor que
contém sitios de ligagdo GAL4 DNA. Quando o marcador de selegdo negativa é produzido,
por exemplo, por tradugao de um polinucleotideo que codifica a GAL4 com cddons seleto-
res, GAL4 ativa a transcrigdo de URA3. A selegdo negativa é realizada em um meio que
compreende acido 5-fluoroorético (5-FOA), que é convertido em uma substancia detectavel
(por exemplo, uma substancia téxica que mata a célula) pelo produto de gene do gene ura3.
Veja, por exemplo, J. D. Boeke, et al, (1984), A positive selection for mutants lacking
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orotidine-5’-phosphate decarboxylase activity in yeast: 5-fluoroorotic acid resistance, Molecu-
lar & General Genetics 197:345-346); M. Vidal, et al., (1996), Genetic characterization of a
mammalian protein-protein interaction domain by using a yeast reverse two-hybrid system,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:10321-10326; e, M. Vidal, et al., (1996), Reverse two-hybrid
and one-hybrid systems to detect dissociation of protein-protein and DNA-protein interac-
tions, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:10315-10320.

Tal como o marcador de selegéo positiva, 0 marcador de selegao negativa também
pode ser qualquer um entre uma variedade de moléculas. O marcador de selegao positiva
e/ou o marcador de sele¢do negativa podem ser um polipeptideo que fluoresce ou catalisa
uma reagao luminescente na presenga de um reagente adequado. Por exemplo, marcado-
res de selegdo negativa incluem, mas nao sao limitados a, por exemplo, luciferase, proteina
verde fluorescente (GFP), YFP, EGFP, RFP, o produto de um gene resistente ao antibiético
(por exemplo, cloranfenicol acetiltransferase (CAT)), o produto de um gene lacZ, proteina
moduladora transcricional, etc. O marcador de selegdo positiva e/ou 0 marcador de selegao
negativa podem ser detectados por separador celular ativado por fluorescéncia (FACS) ou
por luminescéncia. O marcador de sele¢ao positiva e/ou marcador de sele¢gdo negativa po-
dem compreender um marcador de triagem com base na afinidade. O mesmo polinucleoti-
deo pode codificar tanto o marcador de selegao positiva quanto o marcador de sele¢gao ne-
gativa. Por exemplo, a etapa de selegao positiva, a etapa de sele¢gdao negativa ou tanto a
etapa de selegao positiva quanto negativa podem incluir usar um repérter, em que o repérter
é detectado pelo separador celular ativado por fluorescéncia (FACS). Por exemplo, uma
selegdo positiva pode ser feita primeiro com um marcador de sele¢io positiva, por exemplo,
gene cloranfenicol acetiltransferase (CAT), onde o gene CAT compreende um cédon seletor,
por exemplo, um cédon de parada dmbar, no gene CAT, que, seguido por uma triagem de
selecéo negativa, que é baseada na incapacidade de suprimir um cédon seletor, por exem-
plo, dois ou mais, em posigdes dentro de um marcador negativo, por exemplo, gene T7 RNA
polimerase. O marcador de selegdo positiva e o marcador de selegdao negativa podem ser
encontrados no mesmo vetor, por exemplo, plasmideo. A expressao do marcador negativo
direciona a expressao do repoérter, por exemplo, proteina verde fluorescente (GFP). A es-
tringéncia da selegéo e triagem pode ser variada, por exemplo, a intensidade da luz neces-
saria para fluorescéncia do repérter pode ser variada. Uma selegdo positiva pode ser feita
com um reporter como um marcador de selegao positiva, que é triado por FACS, seguido
por uma triagem de selegéo negativa, que é baseada na incapacidade de suprimir um cédon
seletor, por exemplo, dois ou mais, em posigdes dentro de um marcador negativo, por e-
xemplo, gene barnase.

Opcionalmente, o repérter é exibido em uma superficie celular, por exemplo, em
uma exibi¢do de fago ou semelhantes. A exibigao de superficie celular, por exemplo, o sis-
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tema de exibigao de superficie celular com base em OmpA, depende da expressao de um
epitopo particular, por exemplo, um peptideo C3 de poliovirus fundido a uma porina OmpA
de membrana externa, na superficie da célula de Escherichia coli. O epitopo é exibido na
superficie celular apenas quando um cédon seletor na mensagem da proteina é suprimido
durante a tradugdo. O peptideo exibido entdao contém o aminoacido reconhecido por uma
das aminoacil-tRNA sintetases mutantes na biblioteca, e a célula contendo o gene sintetase
correspondente pode ser isolada com anticorpos recrutados contra peptideos contendo ami-
noacidos néo naturais especificos. O sistema de exibigdo de superficie celular com base em
OmpA foi desenvolvido e otimizado por Georgiou et al. como uma alternativa para a exibigao
do fago. Veja, Francisco, J. A., Campbell, R., Iverson, B, L, & Georgoiu, G. Production and
fluorescence-activated cell sorting of Escherichia coli expressing a functional antibody frag-
ment on the external surface. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:10444-8 (1993).

Outras modalidades da presente invengao incluem conduzir uma ou mais entre as
etapas de selegéo in vitro. O componente selecionado, por exemplo, sintetase e/ou tRNA,
depois pode ser introduzido em uma célula para o uso na incorporag¢ao in vivo de um ami-
noacido nao natural.

Detalhes adicionais para produzir O-RS e alterar a especificidade de substrato da
sintetase podem ser encontrados no Pedido de Patente U.S. 10/126.931 intitulado “Methods
and Compositions for the Production of Orthogonal tRNA-Aminoacyl tRNA Synthetase Pa-
irs;” e, USSN 10/825.867 intitulado “EXPANDING THE EUKARIOTIC GENETIC CODE”, os
quais sao incorporados como referéncia neste relatério. Detalhes adicionais para produzir O-
RS podem ser encontrados em Hamano-Takaku et al., (2000) A mutant Escherichia coli T-
yrosyl-tRNA Synthetase Utilizes the Unnatural Amino Acid Azatyrosine More Efficiently than
Tyrosine, Journal of Biological Chemistry, 275(51):40324-40328; Kiga et al. (2002), An engi-
neered Escherichia coli tyrosyl-tRNA synthetase for site-specific incorporation of an unnatu-
ral amino acid into proteins in eukariotic translation and its application in a wheat germ cell-
free system, PNAS 99(15): 9715-9723; e, Francklyn et al, (2002), Aminoacyl-tRNA
synthetases: Versatile players in the changing theater of translation; RNA, 8:1363-1372,
cada um dos quais é incorporado como referéncia neste relatério.

FONTE E ORGANISMOS HOSPEDEIROS

Os componentes de tradugao da presente invencao sao tipicamente derivados de

organismos nao eucarioticos. Por exemplo, o O-tRNA ortogonal pode ser derivado de um
organismo ndo eucariotico, por exemplo, uma archaebactéria, tal como Methanococcus jan-
naschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Halobacterium, tal como Haloferax volcanii
e Halobacterium espécie NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus
horikoshii, Aeuropyrum pernix ou semelhantes, ou uma eubactéria, tal como Escherichia
coli, Thermus thermophilics, Bacillus stearothermphilus ou semelhantes, enquanto a O-RS
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ortogonal pode ser derivada de um organismo nao eucariético, por exemplo, Methanobacte-
rium thermoautotrophicum, Halobacterium, tal como Haloferax volcanii e Halobacteriuma
espécie NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeu-
ropyrum pernix ou semelhantes, ou uma eubactéria, tal como Escherichia coli, Thermus
thermophilics, Bacillus stearothermphilus ou semelhantes. Em uma modalidade, fontes eu-
carioticas também podem ser usadas, incluindo, mas nao limitadas as plantas, algas, protis-
tas, fungos, leveduras, animais (por exemplo, mamiferos, insetos, artropodes, etc.) ou seme-
Ihantes.

Os componentes individuais de um par de O-tRNA/O-RS podem ser derivados do
mesmo organismo ou de organismos diferentes. Em uma modalidade, o par de O-tRNA/O-
RS é derivado do mesmo organismo. Alternativamente, o0 O-tRNA e a O-RS do par de O-
tRNA/O-RS séo derivados de organismos diferentes. Por exemplo, o O-tRNA pode ser deri-
vado, por exemplo, de Halobacterium sp NRC-1, e a O-RS pode ser derivada, por exemplo,
de Methanobacterium thermoautrophicum.

O O-tRNA, O-RS ou par de O-tRNA/O-RS podem ser selecionados ou triados in vi-
vo ou in vitro e/ou usados em uma célula, por exemplo, uma célula ndo eucariética (tal como
célula de E. coli), ou uma célula eucariética, para produzir um polipeptideo com um aminoa-
cido selecionado (por exemplo, um aminoacido ndo natural). Uma célula ndo eucariotica
pode ser derivada de uma variedade de fontes, tais como o dominio filogenético Archaea,
incluindo, mas n&o limitado a Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotro-
phicum, Halobacterium, tal como Haloferax volcanii € Halobacterium espécie NRC-1, Archa-
eoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix ou seme-
Ihantes, ou pode pertencer ao dominio filogenético Eubacteria (incluindo, mas néo limitado a
Escherichia coli, Thermus thermophilics, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluores-
cens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, etc.) ou semelhantes. Uma célula
eucarittica pode ser derivada de uma variedade de fontes, incluindo, mas néo limitada a
uma planta (por exemplo, planta complexa, tal como monocotiledéneas ou dicotileddneas),
alga, protista, fungo, levedura (incluindo, mas nao limitada a Saccharomyces cerevisia€),
animal (incluindo, mas nao limitado a um mamifero, inseto, artrépode, etc.) ou semelhantes.
Composigdes de células com componentes de tradugdo da presente invengdo também sao
uma caracteristica da presente invengéo. Veja também USSN 10/825.867 intitulado “Expan-
ding the Eukariotic Genetic Code” para triagem de O-tRNA e/ou O-RS em uma espécie para
O UsoO em uma outra espécie.

Para expressar um polipeptideo de interesse com um aminoacido selecionado em
uma célula hospedeira, uma pessoa habilitada pode subclonar polinucleotideos que codifi-
cam um polipeptideo de interesse em um vetor de expressao que contém um promotor para
direcionar a transcrigdo, um terminador de transcrigdo/tradugao e, se for um acido nucleico
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que codifica uma proteina, um sitio de ligagao de ribossomo para iniciagado de tradugao.
Promotores bacterianos adequados sao bem conhecidos na técnica e descritos, por exem-
plo, em Sambrook et al. e Ausubel et al.

Sistemas de expressao bacterianos para expressar um polipeptideo de interesse
estdo disponiveis em, incluindo, mas nao limitados a E. coli, Bacillus sp., Pseudomonas fluo-
rescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida e Salmonella (Palva et al., Gene
22:229-235 (1983); Mosbach et al.,, Nature 302:543-545 (1983)). Kits para tais sistemas de
expressao sdo comercialmente disponiveis. Sistemas de expressao eucaridticos para célu-
las de mamiferos, leveduras e insetos sdo bem conhecidos na técnica e também séao co-
mercialmente disponiveis.

Um tRNA e/ou RS da presente invengao e/ou um polipeptideo de interesse podem
ser utilizados e/ou expressados em qualquer nimero de sistemas de expressido adequados,
incluindo, por exemplo, levedura, células de insetos, células de mamiferos e bactérias. Uma
descrigao de sistemas de expressao exemplares é fornecida abaixo.

Levedura Conforme usado neste relatério, o termo “levedura” inclui qualquer uma
entre as varias leveduras capazes de expressar um polipeptideo de interesse. Tais levedu-
ras incluem, mas nao sao limitadas a leveduras ascospordgenas (Endomycetales), levedu-
ras basidiosporégenas e leveduras pertencentes ao grupo Fungi imperfecti (Blastomycetes).
As leveduras ascospordgenas sao divididas em duas familias, Spermophthoraceae e Sac-
charomycetaceae. A Ultima é compreendida de quatro subfamilias, Schizosaccharomycoi-
deae (por exemplo, género Schizosaccharomyces), Nadsonioideae, Lipomycoideae e Sac-
charomycoideae (por exemplo, géneros Pichia, Kluyveromyces e Saccharomyces). As leve-
duras basidiosporégenas incluem os géneros Leucosporidium, Rhodosporidium, Sporidiobo-
lus, Filobasidium e Filobosidiella. Leveduras pertencentes ao grupo Fungi Imperfecti (Blas-
tomycetes) séao divididas em duas familias, Sporobolomycetaceae (por exemplo, géneros
Sporobolomyces e Bullera) e Cryptococcaceae (por exemplo, género Candida).

De particular interesse para o uso com a presente invengao sao as espécies dos
géneros Pichia, Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Hansenula, Toru-
lopsis e Candida, incluindo, mas nao limitadas a P. pastoris, P. guillerimondii, S. cerevisiae,
S. carlsbergensis, S. diastaticus, S. douglasii, S. kluyveri, S. norbensis, S. oviformis, K. lac-
tis, K. fragilis, C. albicans, C. maltosa e H. polymorpha. Leveduras sdo geralmente disponi-
veis a partir de uma variedade de fontes, incluindo, mas nao limitadas ao Yeast Genetic
Stock Center, Department of Biophysics and Medical Physics, University of California (Ber-
keley, CA), e a American Type Culture Collection (“ATCC") (Manassas, VA).

O termo “hospedeiro de levedura” ou “célula hospedeira de levedura” inclui a leve-
dura que pode ser, ou foi, usada como um recipiente para vetores recombinantes ou outro
DNA de transferéncia. O termo inclui a progénie da célula hospedeira de levedura original
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que recebeu os vetores recombinantes ou outro DNA de transferéncia. Deve ser entendido
que a progénie de uma célula parental unica pode ndo ser necessaria e completamente i-
déntica em morfologia ou em complemento de DNA genémico ou total ao precursor original,
devido a mutagéo acidental ou deliberada. A progénie da célula parental que é suficiente-
mente similar ao precursor a ser caracterizado pela propriedade relevante, tal como a pre-
senga de uma sequéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo de interesse, é inclu-
ida na progénie intencionada por esta definigao.

A expressao e vetores de transformagao, incluindo réplicons extracromossdmicos
ou vetores de integragéo, foram desenvolvidos para transformagdo em diversos hospedeiros
de levedura. Por exemplo, vetores de expressdo foram desenvolvidos para S. cerevisiae
(Sikorski et al., GENETIC (1989) 122:19; Ito et al., J. BACTERIOL. (1983) 153:163; Hinnen
et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1978) 75:1929); C. albicans (Kurtz et al., MOL.
CELL. BIOL. (1986) 6: 142); C. maltosa (Kunze et al., J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:
141); H. polymorpha (Gleeson et al., J. GEN. MICROBIOL. (1986) 132:3459; Roggenkamp
et al, MOL. GENETIC AND GENOMICS (1986) 202:302); K. fragilis (Das et al., J.
BACTERIOL. (1984) 158:1165); K. lactis (De Louvencourt et al., J. BACTERIOL. (1983)
154:737, Van den Berg et al., BIOTECHNOLOGY (NY) (1990) 8:135); P. guillerimondii
(Kunze et al., J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141); P. pastoris (Patentes U.S. N%
5.324.639; 4.929.555; e 4.837.148; Cregg et al, MOL. CELL. BIOL. (1985) 5:3376);
Schizosaccharomyces pombe (Beach et al., NATURE (1982) 300:706); e Y. lipolytica; A.
nidulans (Ballance et al., BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1983) 112:284-89; Tilburn
et al., GENE (1983) 26:205-221; e Yelton et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1984)
81:1470-74); A. niger (Kelly e Hynes, EMBO J. (1985) 4:475-479); T. reesia (EP 0 244 234);
e fungos filamentosos, tais como, por exemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO
91/00357), incorporados como referéncia neste relatorio.

Sequéncias controle para vetores de levedura sdo conhecidas aqueles de habilida-
de comum na técnica e incluem, mas nao sao limitadas a regides promotoras a partir de
genes, tais como alcool desidrogenase (ADH) (EP 0 284 044); enolase; glicoquinase; glico-
se-6-fosfato isomerase; gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAP ou GAPDH); hexoqui-
nase; fosfofrutoquinase; 3-fosfoglicerato mutase; e piruvato quinase (PyK) (EP 0 329 203). O
gene PHOS de levedura, que codifica acido fosfatase, também pode fornecer sequéncias
promotoras uteis (Miyanohara et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1983) 80:1). Outras
sequéncias promotoras adequadas para o uso com hospedeiros de levedura podem incluir
os promotores para 3-fosfoglicerato quinase (Hitzeman et al., J. BIOL. CHEM. (1980)
255:12073); e outras enzimas glicoliticas, tais como piruvato decarboxilase, triosefosfato
isomerase e fosfoglicose isomerase (Holland et al. BIOCHEMISTRY (1978) 17:4900; Hess
et al., J. ADV. ENZYME REG. (1969) 7:149). Promotores de levedura induziveis tendo a
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vantagem adicional de transcrigdo controlada por condigbes de crescimento podem incluir
as regides promotoras para alcool desidrogenase 2; isocitocromo C; acido fosfatase; metalo-
tioneina; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; enzimas degradantes associadas ao meta-
bolismo de nitrogénio; e enzimas responsaveis pela utilizagdo de maltose e galactose. Veto-
res e promotores adequados para 0 uso na expressiao da levedura sido ainda descritos no
EP 0 073 657.

Acentuadores de levedura também podem ser usados com promotores de levedura.
Além disso, promotores sintéticos também podem funcionar como promotores de levedura.
Por exemplo, as sequéncias de ativagdo a montante (UAS) de um promotor de levedura
podem ser unidas com a regido de ativagao de transcrigdo de um outro promotor de levedu-
ra, criando um promotor hibrido sintético. Exemplos de tais promotores hibridos incluem a
sequéncia regulatéria de ADH ligada a regido de ativagao de transcrigdo de GAP. Veja Pa-
tentes U.S. N* 4.880.734 e 4.876.197, que sao incorporadas como referéncia neste relato-
rio. Outros exemplos de promotores hibridos incluem promotores que consistem das se-
quéncias regulatérias dos genes ADH2, GAL4, GAL10 ou PHOS5, combinadas com a regiao
de ativagao transcricional de um gene de enzima glicolitica, tal como GAP ou PyK. Veja EP
0 164 556. Além disso, um promotor de levedura pode incluir promotores que ocorrem natu-
ralmente de origem que n&o levedura que tém a capacidade de se ligar a RNA polimerase
de levedura e iniciar a transcrigdo.

Outros elementos controle que podem compreender parte dos vetores de expres-
sd0 de levedura incluem terminadores, por exemplo, a partir de GAPDH ou dos genes eno-
lase (Holland et al., J. BIOL. CHEM. (1981) 256:1385). Além disso, a origem de replicagdo a
partir da origem de plasmideo 2u € adequada para levedura. Um gene de selegao adequado
para o uso em levedura é o gene trp1 presente no plasmideo de levedura. Veja Tschumper
et al., GENE (1980) 10:157; Kingsman et al., GENE (1979) 7:141. O gene trp1 fornece um
marcador de sele¢do para uma cepa mutante de levedura desprovida da capacidade de
crescimento em triptofano. Similarmente, cepas de levedura deficientes de Leu2 (ATCC
20.622 ou 38.626) sao complementadas por plasmideos conhecidos que conduzem o gene
Leu2.

Métodos de introduzir DNA exégeno em hospedeiros de levedura sdo conhecidos
aqueles de habilidade comum na técnica e, tipicamente, incluem, mas nao sao limitados a
transformacao de esferoplastos ou de células hospedeiras de levedura intactas tratadas com
cations alcalinos. Por exemplo, a transformagao de levedura pode ser realizada de acordo
com o método descrito em Hsiao et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1979) 76:3829 e
Van Solingen et al., J. BACT. (1977) 130:946. Entretanto, outros métodos para introduzir
DNA em células, tais como por inje¢do nuclear, eletroporagdo ou fusdo de protoplastos,
também podem ser usados, conforme descrito, no geral, em SAMBROOK ET AL.,
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MOLECULAR CLONING: A LAB. MANUAL (2001). As células hospedeiras de levedura de-
pois podem ser cuitivadas usando técnicas padrdao conhecidas aqueles de habilidade co-
mum no ramo.

Outros métodos para expressar proteinas heterélogas em células hospedeiras de
levedura sdo conhecidos aqueles de habilidade comum na técnica. Veja, no geral, Publica-
¢ao de Patente U.S. N2 20020055169, Patentes U.S. N 6.361.969; 6.312.923; 6.183.985;
6.083.723; 6.017.731; 5.674.706; 5.629.203; 5.602.034; e 5.089.398; Patentes Reexamina-
das U.S. N® RE37.343 e RE35.749; Pedidos de Patente Publicados PCT WO 99/07862;
WO 98/37208; e WO 98/26080; Pedidos de Patente Europeus EP 0 946 736; EP 0 732 403;
EP 0 480 480; WO 90/10277; EP 0 340 986; EP 0 329 203; EP 0 324 274; e EP 0 164 556.
Veja também Gellissen et al., ANTONIE VAN LEEUWENHOEK (1992) 62(1-2): 79-93; Ro-
manos et al., Yeast (1992) 8(6):423-488; Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1990)
185:3-7, incorporados como referéncia neste relatério.

As cepas de hospedeiro de levedura podem ser cultivadas em fermentadores du-
rante o estagio de amplificagdo usando métodos de fermentagdo em lote de alimentagao
padrao conhecidos aqueles de habilidade comum na técnica. Os métodos de fermentagao
podem ser adaptados para incluir diferengas em uma via de utilizagcdo de carbono de hos-
pedeiro de levedura particular ou modo de controle de expressado. Por exemplo, a fermenta-
¢ao de um hospedeiro de levedura Saccharomyces pode exigir uma Unica alimentagao de
glicose, fonte de nitrogénio complexa (por exemplo, hidrolisados de caseina), e multipla su-
plementagao de vitaminas. Ao contrario, a levedura P. pastoris metilotréfica pode exigir gli-
cerol, metanol e alimentagdes de mineral trago, porém apenas sais de amdnio simples (ni-
trogénio) para crescimento e expressdo ideais. Veja, por exemplo, Patente U.S. N°
5.324.639; Elliott et al, J. PROTEIN CHEM. (1990) 9:95; e Fieschko et al., BIOTECH.
BIOENG. (1987) 29:1113, incorporados como referéncia neste relatério.

Tais métodos de fermentagao, entretanto, podem ter certas caracteristicas comuns
independentes da cepa de hospedeiro de levedura utilizada. Por exemplo, um nutriente limi-
tante de crescimento, tipicamente carbono, pode ser adicionado ao fermentador durante a
fase de amplificagao para permitir crescimento maximo. Além disso, métodos de fermenta-
¢ao geralmente utilizam um meio de fermentagao designado para conter quantidades ade-
quadas de carbono, nitrogénio, sais basais, fésforo e outros nutrientes secundarios (vitami-
nas, minerais trago e sais, etc.). Exemplos de meios de fermentagdo adequados para 0 uso
com Pichia sdo descritos nas Patentes U.S. N* 5.324.639 e 5.231.178, que sdo incorpora-
das como referéncia neste relatorio.

Células de Inseto Infectadas por Baculovirus O termo “hospedeiro de inseto” ou “cé-
lula hospedeira de inseto” refere-se a um inseto que pode ser, ou foi, usado como um recipi-
ente para vetores recombinantes ou outro DNA de transferéncia. O termo inclui a progénie
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da célula hospedeira de inseto original que foi transfectada. Deve ser entendido que a pro-
génie de uma célula parental unica pode nao ser necessaria e completamente idéntica em
morfologia ou em complemento de DNA gendmico ou total ao precursor original, devido a
mutagao acidental ou deliberada. A progénie da célula parental que é suficientemente simi-
lar ao precursor a ser caracterizado pela propriedade relevante, tal como a presenga de uma
sequéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo de interesse, é incluida na progénie
intencionada por esta definicao.

A selegao de células de inseto adequadas para expressdo de um polipeptideo de
interesse é conhecida aqueles de habilidade comum na técnica. Vérias espécies de inseto
s&o bem descritas na técnica e sdo comercialmente disponiveis, incluindo Aedes aegypti,
Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni. Na selegao
de hospedeiros de inseto para expressao, hospedeiros adequados podem incluir aqueles
mostrados para ter, inter alia, capacidade de secregao satisfatéria, baixa atividade proteoliti-
ca, e robustez global. Insetos sdo geralmente disponiveis a partir de uma variedade de fon-
tes, incluindo, mas nao limitadas ao Insect Genetic Stock Center, Department of Biophysics
and Medical Physics, University of California (Berkeley, CA); e a American Type Culture Col-
lection (“ATCC"”) (Manassas, VA).

Geralmente, os componentes de um sistema de expresséo de inseto infectado por
baculovirus incluem um vetor de transferéncia, usualmente um plasmideo bacteriano, que
contém um fragmento do genoma de baculovirus e um sitio de restricdo conveniente para a
insergao do gene heterdlogo a ser expressado; um baculovirus do tipo selvagem com se-
quéncias homologas ao fragmento especifico do baculovirus no vetor de transferéncia (isto
permite a recombinagdo homdloga do gene heterdlogo no genoma de baculovirus); e células
hospedeiras de inseto e meios de crescimento apropriados. Os materiais, métodos e técni-
cas usados em vetores de construgao, células de transfecgéo, placas de coleta, células de
crescimento em cultura e semelhantes sdo conhecidos na técnica e manuais que descrevem
estas técnicas sao disponiveis.

Depois de inserir 0 gene heterélogo no vetor de transferéncia, o vetor e o genoma
do tipo selvagem viral sao transfectados em uma célula hospedeira de inseto onde o vetor e
genoma viral se recombinam. O virus recombinante acondicionado é expressado e placas
recombinantes sao identificadas e purificadas. Materiais e métodos para sistemas de ex-
pressdo celular de baculovirus/insetos sao comercialmente disponiveis na forma de kit, por
exemplo, da Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Estas técnicas sdo geralmente conhecidas
aqueles de habilidade comum no ramo e completamente descritas em SUMMERS E SMITH,
TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION BULLETIN N2 1555 (1987), incorporado
como referéncia neste relatério. Veja também, RICHARDSON, 39 METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY: BACULOVIRUS EXPRESSION PROTOCOLS (1995); AUSUBEL
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ET AL., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BLOLOGY 16.9-16.11 (1994); KLNG E
POSSEE, THE BACULOVIRUS SYSTEM: A LABORATORY GUIDE (1992); e O’'REILLY ET
AL., BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992).

De fato, a produgao de varias proteinas heterdlogas usando sistemas de expressao
celular de baculovirus/insetos é conhecida aqueles de habilidade comum na técnica. Veja,
por exemplo, Patentes U.S. N 6.368.825; 6.342.216; 6.338.846; 6.261.805; 6.245.528,
6.225.060; 6.183.987; 6.168.932; 6.126.944; 6.096.304; 6.013.433; 5.965.393; 5.939.285;
5.891.676; 5.871.986; 5.861.279; 5.858.368; 5.843.733; 5.762.939; 5.753.220; 5.605.827;
5.583.023; 5.571.709; 5.516.657; 5.290.686; WO 02/06305; WO 01/90390; WO 01/27301;
WO 01/05956; WO 00/55345; WO 00/20032; WO 99/51721; WO 99/45130; WO 99/31257;
WO 99/10515; WO 99/09193; WO 97/26332; WO 96/29400; WO 96/25496; WO 96/06161;
WO 95/20672; WO 93/03173; WO 92/16619; WO 92/02628; WO 92/01801; WO 90/14428;
WO 90/10078; WO 90/02566; WO 90/02186; WO 90/01556; WO 89/01038; WO 89/01037;
WO 88/07082, os quais sao incorporados como referéncia neste relatério.

Vetores que sao uteis em sistema de expressao celular de baculovirus/insetos sao
conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, vetores de expressardo e transferéncia de
insetos derivados do baculovirus virus de poli-hedrose nuclear de Autographacalifornica
(AcNPV), que € um vetor de expressao viral independente de auxiliares. Vetores de expres-
sao viral derivados deste sistema usualmente usam o promotor do gene poliedrina viral forte
para conduzir a expressdo de genes heterdlogos. Veja, no geral, O'Reilly ET AL,
BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992).

Antes de inserir o gene estranho no genoma de baculovirus, os componentes acima
descritos, compreendendo uma sequéncia promotora, lider (se desejado) e codificante de
interesse, e sequéncia de terminagdo de transcrigdo, sdo tipicamente construidos em um
constructo de transcolocag¢do intermedidrio (vetor de transferéncia). Os constructos de
transcolocagao intermediarios sdo frequentemente mantidos em um réplicon, tal como um
elemento extracromossdmico (por exemplo, plasmideos) capaz de manutengdo estavel em
um hospedeiro, tal como bactérias. O réplicon terd um sistema de replicacdo, permitindo
assim que ele seja mantido em um hospedeiro adequado para clonagem e amplificagéo.
Mais especificamente, o plasmideo pode conter o sinal de poliadenilagao de poliedrina (Mil-
ler, ANN. REV. MICROBIOL. (1988) 42:177) e um gene resistente a ampicilina procariético
(amp) e origem de replicagao para selegao e propagag¢io em E. coli.

Um vetor de transferéncia comumente usado para introduzir genes estranhos em
AcNPV é pAc373. Muitos outros vetores, conhecidos aqueles de habilidade na técnica, tam-
bém foram designados, incluindo, por exemplo, pVL985, que altera o cédon de partida de
poliedrina de ATG para ATT, e que introduz 32 pares de base no sitio de clonagem BamHI a
jusante de ATT. Veja Luckow e Summers, VIROLOGY 170:31 (1989). Outros vetores co-
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mercialmente disponiveis incluem, por exemplo, PBlueBac4.5/V5-His; pBlueBacHis2; pMel-
Bac; pBlueBac4.5 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

Depois da insergdo do gene heterdlogo, o vetor de transferéncia e genoma baculo-
viral do tipo selvagem sao cotransfectados em uma célula hospedeira de inseto. Métodos
para introduzir DNA heterdlogo no sitio desejado nos baculovirus sdo conhecidos na técni-
ca. Veja SUMMERS E SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN N2 1555 (1987); Smith et al., MOL. CELL. BIOL. (1983) 3:2156; Luckow e Sum-
mers, VIROLOGY (1989) 170:31. Por exemplo, a inser¢ao pode ser em um gene, tal como o
gene poliedrina, por recombinagao cruzada dupla homéloga; a insergao também pode ser
em um sitio de enzima de restrigao construido no gene do baculovirus desejado. Veja Miller
et al., BIOESSAYS (1989) 11(4):91.

A transfecgédo pode ser realizada por eletroporagdo. Veja TROTTER E WOOD, 39
METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995); Mann e King, J. GEN. VIROL. (1989)
70:3501. Alternativamente, os lipossomas podem ser usados para transfectar as células de
inseto com o vetor de expressao recombinante e o baculovirus. Veja, por exemplo, Liebman
et al., BIOTECHNIQUES (1999) 26(1):36; Graves et al., BIOCHEMISTRY (1998) 37:6050;
Nomura et al., J. BIOL. CHEM. (1998) 273(22):13570; Schmidt et al., PROTEIN
EXPRESSION AND PURIFICATION (1998) 12:323; Siffert et al., NATURE GENETICS
(1998) 18:45; TILKINS ET AL., CELL BIOLOGY: A LABORATORY HANDBOOK 145-154
(1998); Cai et al., PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1997) 10:263; Dolphin et
al., NATURE GENETICS (1997) 17:491; Kost et al., GENE (1997) 190:139; Jakobsson et al.,
J. BIOL. CHEM. (1996) 271:22203; Rowles et al., J. BIOL. CHEM. (1996) 271(37):22376;
Reverey et al., J. BIOL, CHEM. (1996) 271(39): 23607-10; Stanley et al., J. BIOL. CHEM.
(1995) 270:4121; Sisk et al., J. VIROL. (1994) 68(2):766; e Peng et al., BIOTECHNIQUES
(1993) 14(2):274. Lipossomas comercialmente disponiveis incluem, por exemplo, Cellfectin®
e Lipofectin® (Invitrogen, Corp., Carlsbad, CA). Além disso, a transfecgao por fosfato de cal-
cio pode ser usada. Veja TROTTER E WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY
(1995); Kitts, NAR (1990) 18(19):5667; e Mann e King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501.

Vetores de expressao de baculovirus usualmente contém um promotor de baculovi-
rus. Um promotor de baculovirus é qualquer sequéncia de DNA capaz de se ligar a uma
RNA polimerase de baculovirus e iniciar a transcrigdo (3’) a jusante de uma sequéncia codi-
ficante (por exemplo, gene estrutural) no mRNA. Um promotor tera uma regido de iniciagao
de transcrigao que é usualmente colocada préxima a extremidade 5’ da sequéncia codifican-
te. Esta regido de iniciagao de transcrigdo tipicamente inclui um sitio de ligagdo de RNA po-
limerase e um sitio de iniciagdo de transcrigdo. Um promotor de baculovirus também pode
ter um segundo dominio chamado acentuador, que, se presente, é usualmente distal ao ge-
ne estrutural. Além disso, a expressao pode ser regulada ou constitutiva.
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Genes estruturais, abundantemente transcritos tardiamente no ciclo de infecgao,
fornecem sequéncias promotoras particularmente Uteis. Exemplos incluem sequéncias deri-
vadas do gene que codifica a proteina poliedro viral (FRIESEN ET AL., The Regulation of
Baculovirus Gene Expression in THE MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUS (1986);
EP 0 127 839 e 0 155 476) e o gene que codifica a proteina p10 (Vlak et al., J. GEN. VIROL.
(1988) 69:765).

O vetor de expressao de baculovirus recém formado é acondicionado em um bacu-
lovirus recombinante infeccioso e placas subsequentemente cultivadas podem ser purifica-
das por técnicas conhecidas aqueles de habilidade comum no ramo. Veja Miller et al.,
BIOESSAYS (1989) 11(4):91; SUMMERS E SMITH, TEXAS AGRICULTURAL
EXPERIMENT STATION BULLETIN N2 1555 (1987).

Vetores de expressao de baculovirus recombinantes foram desenvolvidos para in-
fecgdo em varias células de insetos. Por exemplo, os baculovirus recombinantes foram de-
senvolvidos, inter alia, para Aedes aegypti (ATCC N® CCL-125), Bombyx mori (ATCC N¢
CRL-8910), Drosophila melanogaster (ATCC N° 1963), Spodoptera frugiperda e Trichoplusia
ni. Veja Wright, NATURE (1986) 321:718; Carbonell et al., J. VIROL. (1985) 56:153; Smith et
al., MOL. CELL. BIOL. (1983) 3:2156. Veja, no geral, Fraser et al., IN VITRO CELL. DEV.
BIOL. (1989) 25:225. Mais especificamente, as linhagens celulares usadas para sistemas de
vetor de expressao de baculovirus comumente incluem, mas nao sdo limitadas a Sf9 (Spo-
doptera frugiperda) (ATCC N2 CRL-1711), Sf21 (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen Corp.,
Cat. N® 11497-013 (Carlsbad, CA)), Tri-368 (Trichopulsia ni) e High-Five™ BTI-TN-5B1-4
(Trichopulsia ni).

Células e meios de cultura sdo comercialmente disponiveis para expresséo direta e
fusdo de polipeptideos heterélogos em um baculovirus/expressao, e a tecnologia de cultura
celular é geralmente conhecida aqueles de habilidade comum na técnica.

E. Coli, espécies de Pseudomonas e outros Procariontes Técnicas de expressiao

bacteriana sdo conhecidas aqueles de habilidade comum no ramo. Uma ampla variedade de
vetores esta disponivel para o uso em hospedeiros bacterianos. Os vetores podem ser veto-
res de cdpia unica ou de baixa ou alta multicépia. Vetores podem servir para clonagem e/ou
expressdo. Tendo em vista a ampla literatura com respeito aos vetores, disponibilidade co-
mercial de muitos vetores e ainda manuais descrevendo vetores e seus mapas e caracteris-
ticas de restrigdo, nenhum debate extensivo é exigido neste relatério. Como é bem conheci-
do, os vetores normalmente envolvem marcadores que permitem a sele¢do, em que tais
marcadores podem fornecer resisténcia ao agente citotdxico, prototrofia ou imunidade. Fre-
quentemente, uma pluralidade de marcadores esta presente, a qual fornece caracteristicas
diferentes.

Um promotor bacteriano é qualquer sequéncia de DNA capaz de se ligar a RNA po-
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limerase bacteriana e iniciar a transcrigao (3’) a jusante de uma sequéncia codificante (por
exemplo, gene estrutural) no mRNA. Um promotor terd uma regido de iniciagédo de transcri-
¢ao que é usualmente colocada préxima a extremidade 5’ da sequéncia codificante. Esta
regiao de iniciagdo de transcrigao tipicamente inclui um sitio de ligagdo de RNA polimerase
e um sitio de iniciagao de transcrigdo. Um promotor bacteriano também pode ter um segun-
do dominio chamado operador que pode se sobrepor a um sitio de ligagao de RNA polime-
rase adjacente no qual a sintese de RNA é iniciada. O operador permite transcrigao negativa
regulada (induzivel), conforme uma proteina repressora de gene pode se ligar ao operador
e, desse modo, inibir a transcricio de um gene especifico. A expressao constitutiva pode
ocorrer na auséncia de elementos regulatérios negativos, tais como o operador. Além disso,
a regulagao positiva pode ser obtida por uma sequéncia de ligagao de proteina ativadora de
gene, que, se presente, é usualmente proxima (5’) a sequéncia de ligagdo de RNA polime-
rase. Um exemplo de uma proteina ativadora de gene é a proteina ativadora de catabdlito
(CAP), que ajuda a iniciar a transcrigdo do operon lac em Escherichia coli (E. coli) [Raibaud
et al., ANNU. REV. GENET. (1984) 18:173]. A expressao regulada, portanto, pode ser posi-
tiva ou negativa, desse modo, acentuando ou reduzindo a transcrigao.

Sequéncias que codificam enzimas da via metabdlica fornecem, particularmente,
sequéncias promotoras uteis. Exemplos incluem sequéncias promotoras derivadas de enzi-
mas metabolizadoras de agucar, tais como galactose, lactose (lac) [Chang et al., NATURE
(1977) 198: 1056] e maltose. Exemplos adicionais incluem sequéncias promotoras derivadas
de enzimas biossintéticas, tais como triptofano (trp) [Goeddel et al., NUC. ACIDS RES.
(1980) 8:4057; Yelverton et al.,, NUCL. ACIDS RES. (1981) 9:731; Pat. U.S. N2 4.738.921;
Pub. EP N% 036 776 e 121 775, os quais sdo incorporado como referéncia neste relatorio].
O sistema promotor de B-galactosidase (bla) [Weissmann (1981) “The cloning of interferon
and other mistakes.” Em Interferon 3 (Ed. I. Gresser)], sistemas de promotor do lambda PL
do bacteriéfago [Shimatake et al., NATURE (1981) 292: 128] e T5 [Pat. U.S. N2 4.689.406,
0s quais séo incorporados como referéncia neste relatério] também fornecem sequéncias
promotoras uteis. Promotores fortes, tais como o promotor T7, podem ser usados para indu-
zir o polipeptideo de interesse em niveis altos. Exemplos de tais vetores sdo conhecidos
aqueles de habilidade comum na técnica e incluem a série pET29 da Novagen, e os vetores
pPOP descritos no WQ99/05297, que € incorporado como referéncia neste relatério. Tais
sistemas de expressdo produzem niveis altos de polipeptideo no hospedeiro sem compro-
meter os paradmetros de viabilidade ou crescimento da célula hospedeira. pET19 (Novagen)
€ um outro vetor conhecido na técnica.

Além disso, os promotores sintéticos que nao ocorrem na natureza também funcio-
nam como promotores bacterianos. Por exemplo, as sequéncias de ativagao de transcrigao
de um promotor bacteriano ou bacteriéfago podem ser unidas com as sequéncias do operon
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de um outro promotor bacteriano ou bacteriéfago, criando um promotor hibrido sintético [Pat.
U.S. N2 4.551.433, que é incorporada como referéncia neste relatério]. Por exemplo, o pro-
motor tac € um promotor trp-lac hibrido compreendido das sequéncia do promotor trp e do
operon lac que sao reguladas pelo repressor lac [Amann et al., GENE (1983) 25:167; de
Boer et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. (1983) 80:21]. Além disso, um promotor bacteriano
pode incluir promotores que ocorrem naturalmente de origem nao bacteriana que tém a ca-
pacidade de se ligar a RNA polimerase bacteriana e iniciar a transcrigao. Um promotor que
ocorre naturalmente de origem nao bacteriana também pode ser ligado a uma RNA polime-
rase compativel para produzir niveis altos de expressao de alguns genes em procariontes. O
sistema T7 RNA polimerase/promotor do bacteriéfago é um exemplo de um sistema de pro-
motor ligado [Studier et al., J. MOL. BIOL. (1986) 189:113; Tabor et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. (1985) 82: 1074]. Além disso, um promotor hibrido também pode ser compreendido de
um promotor de bacteriéfago e uma regiao de operador de E. coli (Pub. EP N2 267 851).

Além de uma sequéncia promotora funcional, um sitio de ligagao de ribossomo efi-
caz também é util para a expressao de genes estranhos em procariontes. Em E. coli, o sitio
de ligagao de ribossomo é chamado de sequéncia de Shine-Dalgarno (SD) e inclui um cé-
don de iniciagdo (ATG) e uma sequéncia de 3 a 9 nucleotideos no comprimento de 3 a 11
nucleotideos localizados a montante do cédon de iniciagdo [Shine et al., NATURE (1975)
254:34). A sequéncia de SD promove a ligagao do mRNA ao ribossomo pelo pareamento de
bases entre a sequéncia de SD e o 3’ do rRNA 16S de E. coli [Steitz et al. “Genetic signals
and nucleotide sequences in messenger RNA”, Em Biological Regulation and Development:
Gene Expression (Ed. R, F. Goldberger, 1979)]. Para expressar genes eucaribticos e proca-
riéticos com sitio de ligagdo de ribossomo fraco [Sambrook et al. “Expression of cloned
genes in Escherichia coli”, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989].

O termo “hospedeiro bacteriano” ou “célula hospedeira bacteriana” refere-se a uma
bactéria que pode ser, ou foi, usada como um recipiente para vetores recombinantes ou ou-
tro DNA de transferéncia. O termo inclui a progénie da célula hospedeira bacteriana original
que foi transfectada. Deve ser entendido que a progénie de uma célula parental Unica pode
nao ser necessaria e completamente idéntica em morfologia ou em complemento de DNA
gendmico ou total ao precursor original, devido a mutagao acidental ou deliberada. A progé-
nie da célula parental que é suficientemente similar ao precursor a ser caracterizado pela
propriedade relevante, tal como a presenga de uma sequéncia de nucleotideos que codifica
um polipeptideo de interesse, é incluida na progénie intencionada por esta definigao.

A selegéo de bactérias hospedeiras adequadas para a expressao de polipeptideos
é conhecida aqueles de habilidade comum na técnica. Na sele¢édo de hospedeiros bacteria-
nos para expressao, hospedeiros adequados podem incluir aqueles mostrados para ter, inter
alia, capacidade de formagéo de corpo de inclusdo satisfatdria, baixa atividade proteolitica e
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robustez global. Hospedeiros bacterianos sdo geralmente disponiveis a partir de uma varie-
dade de fontes, incluindo, mas nao limitadas ao Bacterial Genetic Stock Center, Department
of Biophysics and Medical Physics, University of California (Berkeley, CA); e & American
Type Culture Collection (“ATCC”) (Manassas, VA). A fermentacgdo industrial/farmacéutica
geralmente usa bactérias derivadas de cepas K (por exemplo, W3110) ou de bactérias deri-
vadas de cepas B (por exemplo, BL21). Estas cepas sdo particularmente Uteis, pois seus
parametros de crescimento sdo extremamente bem conhecidos e robustos. Além disso, es-
tas cepas nao sdo patogénicas, o que é comercialmente importante por razdes de seguran-
¢a e ambientais. Outros exemplos de hospedeiros de E. coli adequados incluem, mas nao
sdo limitados a cepas de BL21, DH10B ou derivados das mesmas. Em uma outra modalida-
de dos métodos da presente invengdo, o hospedeiro de E. coli € uma cepa negativa para
protease incluindo, mas ndo limitada a OMP- e LON-. A cepa celular hospedeira pode ser
uma espeécie de Pseudomonas, incluindo, mas nao limitada a Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida. Pseudomonas fluorescens biovar 1, de-
signada cepa MB101, é conhecida ser util para a produgédo recombinante e esta disponivel
para processos de producédo de proteina terapéutica. Exemplos de um sistema de expres-
s@o de Pseudomonas incluem o sistema disponivel da Dow Chemical Company como uma
cepa hospedeira (Midland, MI disponivel na World Wide Web em dow.com). As Patentes
U.S. N*= 4.755.465 e 4.859.600, as quais s&o incorporadas como referéncia neste relatério,
descrevem o uso de cepas de Pseudomonas como uma célula hospedeira para a produgao
de hGH.

Uma vez que uma cepa celular hospedeira recombinante foi estabelecida (isto é, o
constructo de expressao foi introduzido na célula hospedeira e as células hospedeiras com o
constructo de expressao apropriado sao isoladas), a cepa celular hospedeira recombinante
é cultivada sob condi¢des apropriadas para a produgéo do polipeptideo de interesse. Como
sera evidente a uma pessoa de habilidade na técnica, 0 método de cultura da cepa celular
hospedeira recombinante sera dependente da natureza do constructo de expressao utilizado
e da identidade da célula hospedeira. Cepas hospedeiras recombinantes sdo normalmente
cultivadas usando métodos que sdo bem conhecidos na técnica. Células hospedeiras re-
combinantes sdo tipicamente cultivadas em meio liquido contendo fontes assimilaveis de
carbono, nitrogénio e sais inorganicos e, opcionalmente, contendo vitaminas, aminoacidos,
fatores de crescimento e outros suplementos de cultura proteinaceos conhecidos aqueles de
habilidade comum na técnica. Meios liquidos para a cultura de células hospedeiras podem
opcionalmente conter antibidticos ou antifungicos para prevenir o crescimento de micro-
organismos e/ou compostos indesejaveis incluindo, mas nao limitados a antibidticos, para
selecionar células hospedeiras contendo o vetor de expresséo.

Varios métodos bem conhecidos de introduzir acidos nucleicos alvo em células sao
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disponiveis e qualquer um dos mesmos pode ser usado na invengao. Estes incluem: fusdo
das células recipientes com protoplastos bacterianos contendo o DNA, eletroporagao, bom-
bardeamento por projétil e infecgao com vetores virais (debatidos abaixo), etc. As células
bacterianas podem ser usadas para amplificar o nimero de plasmideos contendo construc-
tos de DNA desta invengéo. As bactérias sao cultivadas em fase log e os plasmideos dentro
das bactérias podem ser isolados por uma variedade de métodos conhecidos na técnica
(veja, por exemplo, Sambrook). Além disso, kits sdo comercialmente disponiveis para a puri-
ficagdo de plasmideos a partir de bactérias, (veja, por exemplo, EasyPrep™, FlexiPrep™, da
Pharmacia Biotech; StrataClean™ da Stratagene; e QlAprep™ da Qiagen). Os plasmideos
isolados e purificados depois s&o manipulados para produzir outros plasmideos, usados
para transfectar células ou incorporados em vetores relacionados para infectar organismos.
Vetores tipicos contém terminadores de transcrigao e tradugao, sequéncias de iniciagao de
transcrigdo e tradugcédo e promotores uteis para a regulagdo da expressdo do acido nucleico
alvo particular. Os vetores opcionalmente compreendem cassetes de expressdo genéricos
contendo pelo menos uma sequéncia terminadora independente, sequéncias que permitem
a replicagao do cassete em eucariontes, procariontes ou ambos (incluindo, mas nao limita-
das aos vetores shuttle) e marcadores de selegado para sistemas procariéticos e eucari6ti-
cos. Vetores sdo adequados para replicagédo e integragdo em procariontes, eucariontes ou
ambos. Veja, Gillam & Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts, et al., Nature, 328:731 (1987);
Schneider, E., et al., Protein Expr. Purif. 6(1): 10-14 (1995); Ausubel, Sambrook, Berger (su-
pra). Um catalogo de bactérias e bacteriéfagos uteis para clonagem é fornecido, por exem-
plo, pela ATCC, por exemplo, O ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1992)
Gherna et al. (eds) publicado pela ATCC. Procedimentos basicos adicionais para sequenci-
amento, clonagem e outros aspectos da biologia molecular e consideragoes tedricas essen-
ciais também sao encontrados em Watson et al. (1992) Recombinant DNA Second Edition
Scientific American Books, NY. Além disso, essencialmente, qualquer acido nucleico (e, na
pratica, qualquer &cido nucleico marcado, se padrao ou ndo padrido) pode ser customizado
ou na forma padrdo a partir de qualquer variedade de fontes comerciais, tais como a Mi-
dland Certified Reagent Company (Midland, TX disponivel na World Wide Web em m-
crc.com), The Great American Gene Company (Ramona, CA disponivel na World Wide Web
em genco.com), ExpressGen Inc. (Chicago, IL disponivel na World Wide Web em express-
gen.com), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA), entre outros.

Células hospedeiras recombinantes podem ser cultivadas em formatos em lotes ou
continuos, com coleta celular (no caso onde o polipeptideo de interesse se acumula intrace-
lularmente) ou coleta do sobrenadante de cultura em formatos em lotes ou continuos. Para a
produgédo em células hospedeiras procaridticas, lotes de cultura e coleta celular séo preferi-
dos.
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CODONS SELETORES

Codons seletores da presente invengdo expandem a estrutura de cédon genético
do mecanismo biossintético da proteina. Por exemplo, um cédon seletor inclui, por exemplo,
um codon unico de trés bases, um cédon sem sentido, tal como um cédon de parada, inclu-
indo, mas nao limitado a um cédon &mbar (UAG), um cédon ocre ou um cédon opala (UGA),
um cédon ndo natural, um cédon de quatro bases (ou mais), um cdédon raro ou semelhantes.
Varios cddons seletores podem ser introduzidos em um gene ou polinucleotideo desejado,
por exemplo, um ou mais, dois ou mais, trés ou mais, etc.

Codons seletores da invengao expandem a estrutura de cédon genético do meca-
nismo biossintético da proteina. Por exemplo, um cddon seletor inclui, mas ndo é limitado a
um cédon unico de trés bases, um cédon sem sentido, tal como um cédon de parada, inclu-
indo, mas nao limitado a um cddon d&mbar (UAG), um cédon ocre ou um cédon opala (UGA),
um cédon ndo natural, um cédon de quatro ou mais bases, um cédon raro ou semelhantes.
E evidente aqueles de habilidade comum na técnica que existe uma ampla faixa no numero
de cédons seletores que podem ser introduzidos em um gene ou polinucleotideo desejado,
incluindo, mas nao limitados a um ou mais, dois ou mais, trés ou mais, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 ou
mais em um polinucteotideo uUnico que codifica 0 antigeno ou organismo total. Como exem-
plos ndo limitantes de organismos totais geneticamente modificados usando a presente in-
vengao, MAP e E. coli.

Em uma modalidade, os métodos envolvem o uso de um cdédon seletor que é um
cédon de parada para a incorporagdo de um aminoacido selecionado, por exemplo, um ami-
nodacido nao natural, in vivo. Por exemplo, um OtRNA é produzido, o qual reconhece o c6-
don de parada e é aminoacilado por uma O-RS com um aminoacido selecionado. Este O-
tRNA nao é reconhecido pelas aminoacil-tRNA sintetases do hospedeiro que ocorrem natu-
ralmente. A mutagénese sitio-dirigida convencional pode ser usada para introduzir o cédon
de parada no sitio de interesse em um polipeptideo de interesse. Veja, por exemplo, Sayers,
J.R., et al. (1988), 5-3’ Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed
mutagenesis. Nucleic Acids Res, 16:791-802. Quando a O-RS, O-tRNA e o acido nucleico
que codifica um polipeptideo de interesse sdo combinados, por exemplo, in vivo, 0 aminoa-

cido selecionado é incorporado em resposta ao cédon de parada para fornecer um polipep-
tideo contendo o aminoéacido selecionado, por exemplo, um aminoacido nao natural, na po-
sicdo especifica. Em uma modalidade da presente invengdo, um cédon de parada usado
como um cédon seletor € um cédon dmbar, UAG, e/ou um cédon opala, UGA. Por exemplo,
veja SEQ ID NO.: 6 para um exemplo de um O-tRNA que reconhece um cédon admbar, e
veja SEQ ID NO.: 7 para um exemplo de um O-tRNA que reconhece um cédon opala. Um
codigo genético em que UAG e UGA sao usados como um céddon seletor pode codificar 22
aminoacidos, preservando o codon sem sentido ocre, UAA, que é o sinal de terminagao
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mais abundante.

A incorporagao de aminoacidos selecionados, por exemplo, aminoacidos nao natu-
rais, in vivo, pode ser feita sem perturbagao significante da célula hospedeira. Por exemplo,
em células néo eucaritticas, tais como Escherichia coli, pois a eficacia de supressao para o
codon UAG depende da competigdo entre o O-tRNA, por exemplo, o tRNA supressor &mbar,
e o fator de liberagdo 1 (RF1) (que se liga ao cédon UAG e inicia a liberagdo do peptideo
crescente a partir do ribossomo), a eficacia de supressao pode ser modulada, por exemplo,
aumentando-se o nivel de expressao do O-tRNA, por exemplo, do tRNA supressor, ou u-
sando-se uma cepa deficiente de RF1. Em células eucariéticas, pois a eficacia de supressao
para o cédon UAG depende da competi¢do entre o O-tRNA, por exemplo, o tRNA supressor
ambar, e um fator de liberagao eucariético (por exemplo, eRF) (que se liga a um cdédon de
parada e inicia a liberagdo do peptideo crescente a partir do ribossomo), a eficacia de su-
pressao pode ser modulada, por exemplo, aumentando-se o nivel de expressido do O-tRNA,
por exemplo, do tRNA supressor.

Aminoacidos nao naturais também podem ser codificados com cddons raros. Por
exemplo, quando a concentragéo de arginina em uma reagao de sintese de proteina in vitro
é reduzida, o cédon arginina raro, AGG, provou ser eficaz para a insercio de Ala através de
um tRNA sintético acilado com alanina. Veja, por exemplo, Ma et al., Biochemistry, 32:7939
(1993). Neste caso, o tRNA sintético compete com o tRNAArg que ocorre naturalmente, que
existe como uma espécie secundéaria em Escherichia coli. Alguns organismos ndao usam
todos os codons tripletos. Um cédon AGA ndo determinado em Micrococcus luteus foi utili-
zado para a insergao de aminoacidos em um extrato de transcrigao/tradugao in vitro. Veja,
por exemplo, Kowal e Oliver, Nucl, Acid. Res., 25:4685 (1997). Os componentes da presente
invengdo podem ser gerados para usar estes cdédons raros in vivo.

Os codons seletores também compreendem cédons estendidos, por exemplo, co-
dons de quatro ou mais bases, tais como, quatro, cinco, seis ou mais cédons de base. E-
xemplos de cddons de quatro bases incluem, mas ndo sao limitados a AGGA, CUAG,
UAGA, CCCU e semelhantes. Exemplos de cddons de cinco base incluem, mas nao sao
limitados a AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC e semelhantes. Uma ca-
racteristica pode incluir usar cédons estendidos com base na supressdo de mudanga de
fase de leitura. Os codons de quatro ou mais bases podem inserir, por exemplo, um ou mul-
tiplos aminoacidos selecionados, incluindo, mas nao limitados a aminoacidos n&o naturais,
na mesma proteina. Por exemplo, na presenga de O-tRNAs modificados, por exemplo, tR-
NAs supressores de mudanga de fase de leitura especial, com algas anticodon, por exem-
plo, com uma sequéncia CU(X), XXXAA (onde n = 1), o codon de quatro ou mais bases &
lido como aminoacido unico. Por exemplo, veja SEQ ID NOs.: 6, 12 do PCT/US04/22061
para O-tRNAs que reconhecem um cédon de quatro bases. Em outras modalidades, as al-
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¢as anticédon podem decodificar, por exemplo, pelo menos um cédon de quatro bases, pelo
menos um codon de cinco bases ou pelo menos um cédon de seis bases ou mais. Visto que
existem 256 codons de quatro bases possiveis, muitiplos aminoacidos nao naturais podem
ser codificados na mesma célula usando um cédon de quatro ou mais bases. Veja, Ander-
son et al., (2002) Exploring the Limits of Codon and Anticodon Size, Chemistry and Biology,
9:237-244; Magliery, (2001) 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.

Por exemplo, codons de quatro bases foram usados para incorporar aminoacidos
n&o naturais em proteinas usando métodos biossintéticos in vitro. Veja, por exemplo, Ma et
al., (1993) Biochemistry, 32:7939; e Hohsaka et al., (1999) J. Am. Chem. Soc. 121:34.
CGGG e AGGU foram usados para incorporar simultaneamente 2-naftilalanina e um NBD

derivado de lisina em estreptavidina in vitro com dois tRNAs supressores de mudanga de
fase de leitura quimicamente acilados. Veja, por exemplo, Hohsaka et al., (1999) J. Am.
Chem. Soc, 121:12194. Em um estudo in vivo, Moore et al. examinaram a capacidade de
derivados de tRNALeu com anticédons NCUA suprimirem cédons UAGN (N pode ser U, A,
G ou C), e descobriram que o quadrupleto UAGA pode ser decodificado por um tRNALeu
com um anticédon UCUA com uma eficicia de 13 a 26 % com pouca decodifica¢do no qua-
dro 0 ou -1. Veja, Moore et al., (2000) J. Mol. Biol. 298:195. Em uma modalidade, cédons
estendidos com base em codons raros ou cédons sem sentido podem ser usados na inven-
¢éo, os quais podem reduzir perda de sentido de leitura ininterrupta e supressdo de mudan-
¢a de fase de leitura em outros sitios indesejados.

Para um sistema fornecido, um cédon seletor também pode incluir um dos cédons
de trés bases naturais, onde o sistema endégeno nao usa (ou raramente usa) o cédon de
base natural. Por exemplo, isto inclui um sistema que é desprovido de um tRNA que reco-
nhece o codon de trés bases natural e/ou um sistema onde o cédon de trés bases é um co-
don raro.

Caddons seletores incluem opcionalmente pares de base ndo naturais. Estes pares
de base ndo naturais expandem adicionalmente o alfabeto genético existente. Um par de
base extra aumenta o numero de cédons tripletos de 64 para 125. As propriedades dos ter-
ceiros pares de base incluem pareamento de base estavel e seletivo, incorporagcdo enzima-
tica eficaz no DNA com alta fidelidade por uma polimerase e a extensdo do primer continua
eficaz depois da sintese do par de base nascente ndo natural. As descrigdes de pares de
base n&do naturais que podem ser adaptadas para os métodos e composigcbes incluem, por
exemplo, Hirao, et al., (2002) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues
into protein, Nature Biotechnology. 20:177-182. Veja, também, Wu, Y., et al., (2002) J. Am.
Chem. Soc. 124: 14626-14630. Outras publicagOes relevantes sio listadas abaixo.
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Para a utilizag&o in vivo, o nucleosideo nao natural € permeével 8 membrana e é
fosforilado para formar o trifosfato correspondente. Além disso, a informagio genética au-
mentada é estavel e nao é destruida por enzimas celulares. Esforgos prévios de Benner e
colaboradores tomam vantagem dos padrdes de ligagdao de hidrogénio que sdo diferentes
daqueles em pares de Watson-Crick candnicos, 0 exemplo mais notéavel é o par iso-C:iso-G.
Veja, por exemplo, Switzer et al., (1989) J. Am. Chem. Soc, 111:8322; e Piccirilli et al.,
(1990) Nature. 343:33; Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602. Estas bases, no geral,
séo pareadas de forma imperfeita, em algum grau, com bases naturais € ndo podem ser

enzimaticamente replicadas. Kool e colaboradores demonstraram que interagdes de acondi-
cionamento hidrofébicas entre bases podem substituir a ligagdo de hidrogénio para conduzir
a formacao do par de base. Veja, Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602; e Guckian e

Kool, (1998) Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 36, 2825. Em um esforgo para desenvolver um

par de base nao natural que satisfaz todas as exigéncias acima, Schultz, Romesberg e co-
laboradores sintetizaram e estudaram sistematicamente uma série de bases hidrofébicas
nao naturais. Descobriu-se que um autopar PICS:PICS é mais estavel do que pares de base
naturais, e pode ser eficazmente incorporado no DNA pelo fragmento Klenow da DNA poli-
merase | de Escherichia coli (KF). Veja, por exemplo, McMinn et al., (1999) J. Am. Chem.
Soc, 121: 11585-6; e Ogawa et al, (2000) J. Am. Chem. Soc, 122:3274. Um autopar
3MN:3MN pode ser sintetizado por KF com eficacia e seletividade suficientes para a fungao
biol6gica. Veja, por exemplo, Ogawa et al., (2000) J. Am. Chem. Soc, 122:8803. Entretanto,
estas bases atuam como um terminador de cadeia para replicagao adicional. Uma DNA po-

limerase mutante foi recentemente desenvolvida, a qual pode ser usada para replicar o au-
topar PICS. Além disso, um autopar 7Al pode ser replicado. Veja, por exemplo, Tae et al.,
(2001) J. Am. Chem. Soc, 123:7439. Um novo par de metalobases, Dipic:Py, também foi

desenvolvido, o qual forma um par estavel sob ligagao de Cu(ll). Veja, Meggers et al., (2000)
J. Am. Chem. Soc, 122:10714. Pelo fato de que os cddons estendidos e os cédons ndo na-
turais sdo intrinsecamente ortogonais aos cédons naturais, os métodos da presente inven-
¢ao podem tomar vantagem desta propriedade para gerar tRNAs ortogonais para 0os mes-
mos.

Um sistema de atalho de tradugdo também pode ser usado para incorporar um a-
minodcido selecionado, por exemplo, um aminoacido ndo natural, em um polipeptideo dese-
jado. Em um sistema de atalho de tradugao, uma sequéncia grande ¢ inserida em um gene,
mas nao é traduzida em proteina. A sequéncia contém uma estrutura que serve como um
sinal para induzir o ribossomo a saltar sobre a sequéncia e retomar a traducdo a jusante da
insergao.

AMINOACIDOS SELECIONADOS E NAO NATURAIS

Conforme usado neste relatério, um aminoacido selecionado refere-se a qualquer
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aminoacido que ocorre naturalmente ou aminoacido nao natural desejado. Um aminoacido
que ocorre naturalmente inclui qualquer um entre os vinte alfa-aminoacidos geneticamente
codificados: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido gluta-
mico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, tre-
onina, triptofano, tirosina e valina. Em uma modalidade, o aminoacido selecionado é incor-
porado em uma cadeia polipeptidica crescente com alta fidelidade, por exemplo, mais de
cerca de 70 % de eficacia para um cédon seletor fornecido, mais de 75 % de eficacia para
um cddon seletor fornecido, mais de cerca de 80 % de eficacia para um cédon seletor forne-
cido, mais de cerca de 85 % de eficacia para um cédon seletor fornecido, mais de cerca de
90 % de eficacia para um cédon seletor fornecido, mais de cerca de 95 % de eficécia para
um cddon seletor fornecido ou mais de cerca de 99 % de eficacia ou mais para um cddon
seletor fornecido.

Conforme usado neste relatério, um aminoacido ndo natural refere-se a qualquer
aminoacido, aminoacido modificado ou analogo de aminoacido, exceto a selenocisteina e/ou
a pirrolisina, e os vinte alfa-aminoacidos geneticamente codificados seguintes: alanina, argi-
nina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutadmico, glicina, histidina, iso-
leucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina,
valina. A estrutura genérica de um alfa-aminoacido é ilustrada pela Férmula I:

R

PN

| HzN CoH

Um aminoacido nao natural é tipicamente qualquer estrutura que tem a Férmula |,
em que o grupo R é qualquer substituinte, exceto um dos usados nos vinte aminoacidos
naturais. Veja, por exemplo, Biochemistry de L. Stryer, 3% ed. 1988, Freeman and Company,
Nova lorque, para as estruturas dos vinte aminoacidos naturais. Note que, os aminoacidos
n&o naturais da presente invengao podem ser compostos que ocorrem naturalmente, exceto
os vinte alfa-aminodacidos acima.

Pelo fato de os aminoacidos ndo naturais da presente invengao diferirem tipicamen-
te dos aminoacidos naturais apenas na estrutura da cadeia lateral, os aminoacidos nao na-
turais formam ligagdes amida com outros aminoacidos, incluindo, mas néao limitados aos
naturais ou ndo naturais, da mesma maneira pela qual elas sao formadas em proteinas que
ocorrem naturalmente. Entretanto, os aminoacidos niao naturais tém grupos de cadeias late-
rais que os distinguem dos aminoacidos naturais. Por exemplo, R na Férmula | pode com-
preender um alquil-, aril-, acil-, ceto-, azido-, hidroxil-, hidrazina-, ciano-, halo-, hidrazida,
alquenila, alquinila, éter, tiol, seleno, sulfonila, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, hete-
rociclico, enona, imina, aldeido, éster, tioacido, hidroxilamina, amina e semelhantes, ou
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qualquer combinagao dos mesmos. Outros aminoacidos que ndao ocorrem naturalmente in-
cluem, mas nao sao limitados aos aminoacidos que compreendem um reticulador fotoativa-
vel, aminoacidos marcados por spin, aminoacidos fluorescentes, aminoacidos de ligagdo ao
metal, aminoacidos que contém metal, aminoacidos radioativos, aminoacidos com novos
grupos funcionais, aminoacidos que interagem com outras moléculas covalente ou nao co-
valentemente, aminoacidos photocaged e/ou fotoisomerizaveis, aminoacidos contendo bioti-
na ou andlogo de biotina, aminoacidos glicosilados, tais como uma serina substituida por
agucar, outros aminoacidos modificados por carboidrato, aminodcidos contendo ceto, ami-
noacidos que compreendem polietilenoglicol ou poliéter, aminoacidos substituidos com ato-
mo pesado, aminoacidos quimicamente clivaveis e/ou fotoclivaveis, aminoacidos com cadei-
as laterais alongadas quando comparadas as de aminoacidos naturais, incluindo, mas nao
limitados a poliéteres ou hidrocarbonetos de cadeia longa, incluindo, mas nao limitada a
maior do que cerca de 5 ou maior do que cerca de 10 carbonos, aminoacidos contendo agu-
car ligado ao carbono, aminoacidos redox-ativos, aminoacidos contendo aminotioacidos e
aminoécidos contendo uma ou mais porgdes toxicas. Veja também as Publicacdes de Pedi-
do de Patente U.S. 2003/0082575 e 2003/0108885, que sao incorporadas como referéncia
neste relatério. Os aminoacidos nédo naturais podem ter um reticulador fotoativavel que é
usado, por exemplo, para ligar uma proteina a um suporte sélido. Os aminoacidos ndo natu-
rais podem ter uma porgao sacarideo ligada a cadeia lateral do aminoacido.

Além de os aminodacidos ndo naturais que contém novas cadeias laterais, os ami-
noacidos nao naturais também compreendem opcionalmente estruturas de cadeia principal
modificadas, por exemplo, conforme ilustrado pelas estruturas das Férmulas 1l e lli:

R
z/‘\c—vH
I
X
i
R R
HZNXC oH

em que Z tipicamente compreende OH, NH,, SH, NH-R’ ou S-R’; X e Y, que podem
ser os mesmos ou diferentes, tipicamente compreendem S ou O, e R e R’, que sao opcio-
nalmente os mesmos ou diferentes, sao tipicamente selecionados a partir da mesma lista de
constituintes para o grupo R descrita acima para os aminoacidos ndao naturais que tém a
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Formula |, assim como hidrogénio. Por exemplo, os aminoacidos ndo naturais podem com-
preender substituicdes no grupo amino ou carboxila, conforme ilustrado pelas Férmulas Il e
lll. Os aminoacidos nao naturais desse tipo incluem, mas nao sio limitados a acidos a-
hidroxi, a-tioacidos, a-aminotiocarboxilatos, por exemplo, com cadeias laterais que corres-
pondem a cadeias laterais dos vinte aminodcidos naturais comuns ou n&o naturais. Além
disso, as substituigdes do a-carbono incluem opcionalmente L, D ou a-a-aminoacidos dis-
substituidos, tais como D-glutamato, D-alanina, D-metil-O-tirosina, acido aminobutirico e
semelhantes. Outras alternativas estruturais incluem aminoacidos ciclicos, tais como analo-
gos de prolina, assim como analogos de prolina com 3, 4, 6, 7, 8 e 9 membros no anéis, 8 e
Yy aminodcidos, tais como B-alanina substituida e acido y-aminobutirico.

Muitos aminoacidos nao naturais sdo baseados em aminoacidos naturais, tais como
tirosina, glutamina, fenilalanina e semelhantes. Os analogos de tirosina incluem tirosinas
para-substituidas, tirosinas orto-substituidas e tirosinas meta-substituidas, em que a tirosina
substituida compreende um grupo ceto (incluindo, mas nao limitado a um grupo acetila), um
grupo benzoila, um grupo amino, uma hidrazina, uma hidroxiamina, um grupo tiol, um grupo
carboxi, um grupo isopropila, um grupo metila, um hidrocarboneto Cs-C,o de cadeia reta ou
ramificada, um hidrocarboneto saturado ou nao saturado, um grupo O-metila, um grupo poli-
éter, um grupo nitro ou semelhantes. Além disso, os anéis de arila multiplamente substitui-
dos também sdo contemplados. Os analogos de glutamina incluem, mas ndo sao limitados a
derivados de a-hidroxi, derivados y-substituidos, derivados ciclicos e derivados de glutamina
amido-substituidos. Os analogos de fenilalanina exemplares incluem, mas ndo sao limitados
a fenilalaninas para-substituidas, fenilalaninas orto-substituidas e fenilalaninas meta-
substituidas, em que o substituinte compreende um grupo hidréxi, um grupo metéxi, um gru-
po metila, um grupo alila, um aldeido, uma azida, um iodo, um bromo, um grupo ceto (inclu-
indo, mas nao limitado a um grupo acetila) ou semelhantes. Os exemplos especificos de
aminoacidos ndo naturais incluem, mas nao sdo limitados a p-acetil-L-fenilalanina, p-
propargil-fenilalanina, O-metil-L-tirosina, L-3-(2-naftil)alanina, 3-metilfenilalanina, O-4-alil-L-
tirosina, tri-O-acetil-GIcNAcB-serina, L-Dopa, fenilalanina fluorada, isopropil-L-fenilalanina, p-
azido-L-fenilalanina, p-acil-L-fenilalanina, p-benzoil-L-fenilalanina, L-fosfosserina, fosfonos-
serina, fosfonotirosina, p-iodo-fenilalanina, p-bromofenilalanina, p-amino-L-fenilalanina, iso-
propil-L-fenilalanina e p-propargiloxi-fenilalanina e semelhantes. Os exemplos de estruturas
de uma variedade de aminoéacidos nao naturais sdo fornecidos, por exemplo, no WO
2002/085623 intitulado “In vivo incorporation of unnatural amino acids”, que é incorporado
como referéncia neste relatorio. Veja também Kiick et al., (2002) Incorporation of azides into
recombinant proteins for chemoselective modification by the Staudinger ligation, PNAS
99:19-24, que é incorporado como referéncia neste relatério, para analogos de metionina
adicionais.
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Um aminodcido nédo natural incorporado em um polipeptideo no terminal amino po-
de ser composto de um grupo R que é qualquer substituinte, exceto um usado nos vinte a-
mino&cidos naturais e um segundo grupo reativo a partir do grupo NH; normalmente presen-
te em a-aminoacidos (veja a Férmula ). Um aminoacido nao natural similar pode ser incor-
porado no terminal carbéxi com um segundo grupo reativo diferente do grupo COOH nor-
malmente presente em a-aminoéacidos (veja a Férmula l).

Os aminoéacidos nao naturais da invengao podem ser selecionados ou designados
para fornecer caracteristicas indisponiveis nos vinte aminoacidos naturais. Por exemplo, o
aminoacido nao natural pode ser opcionalmente designado ou selecionado para modificar as
propriedades biolégicas de uma proteina, por exemplo, na qual eles sdo incorporados. Por
exemplo, as propriedades seguintes podem ser opcionalmente modificadas pela inclusdao de
um aminoacido ndo natural em uma proteina: toxicidade, biodistribui¢gao, solubilidade, esta-
bilidade, por exemplo, térmica, hidrolitica, oxidativa, resisténcia a degradacdo enzimatica e
semelhantes, facilidade de purificagdo e processamento, propriedades estruturais, proprie-
dades espectroscépicas, propriedades quimicas e/ou fotoquimicas, atividade catalitica, po-
tencial redox, meia-vida, habilidade para reagir com outras moléculas, por exemplo, covalen-
te ou nao covalentemente, e semelhantes.

As estruturas de uma variedade de aminoacidos nao naturais sdo fornecidas, por
exemplo, nas Figuras 16, 17, 18, 19, 26 e 29 do WO 2002/085923 intitulado “In vivo incorpo-
ration of unnatural amino acids”, que é incorporado como referéncia neste relatério. Os e-
xemplos ndo se destinam a ser limitantes de qualquer modo a aminoacidos que possam ser
aderidos a um tRNA da presente invengao.

Uma vantagem de um aminoéacido nao natural é que ele apresenta porgdes quimi-
cas adicionais que podem ser usadas para adicionar moléculas adicionais. Estas modifica-
¢Oes podem ser feitas in vivo em uma célula eucariética ou nao eucariética, ou em in vitro.
Assim, em certas modalidades, a modificagdo pds-tradugcdo se da através do aminoacido
nao natural. Um aminodacido nao natural em um polipeptideo pode ser usado para ligar uma
outra molécula ao polipeptideo, incluindo, mas nao limitado a um marcador, um pigmento,
um polimero, um polimero soluvel em agua, um derivado de polietilenoglicol, um fotorreticu-
lador, um radionuclideo, um composto citotéxico, um farmaco, um marcador de afinidade,
um marcador de fotoafinidade, um composto reativo, uma resina, uma segunda proteina ou
polipeptideo ou analogo de polipeptideo, um anticorpo ou fragmento de anticorpo, um que-
lante de metal, um cofator, um acido graxo, um carboidrato, um polinucleotideo, um DNA,
um RNA, um polinucleotideo antissentido, um sacarideo, um dendrimero solavel em agua,
uma ciclodextrina, um &acido ribonucleico inibitério, um biomaterial, uma nanoparticula, um
marcador de spin, um fluoréforo, uma porgao contendo metal, uma porgédo radioativa, um
novo grupo funcional, um grupo que interage covalente ou nao covalentemente com outras
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moléculas, uma por¢do photocaged, uma porgao excitavel por radiagio actinica, uma por-
¢ao fotoisomerizavel, biotina, um derivado de biotina, um analogo de biotina, uma porgéo
que incorpora um atomo pesado, um grupo quimicamente clivavel, um grupo fotoclivavel,
uma cadeia lateral alongada, um agucar ligado ao carbono, um agente redox-ativo, um ami-
no tioacido, uma porgao téxica, uma porgao isotopicamente marcada, uma sonda biofisica,
um grupo fosforescente, um grupo quimioluminescente, um grupo eletrodenso, um grupo
magnético, um grupo de intercalagdo, um croméforo, um agente de transferéncia energética,
um agente biologicamente ativo, um marcador detectavel, uma pequena molécula, um ponto
quéantico, um nanotransmissor ou qualquer combinagao dos citados acima ou qualquer outro
composto ou substancia desejavel, compreendendo um segundo grupo reativo a pelo me-
nos um aminoacido nao natural compreendendo um primeiro grupo reativo utilizando meto-
dologia quimica que € conhecida por uma pessoa de habilidade comum na técnica adequa-
da aos grupos reativos particulares.

Por exemplo, a modificagdo pés-tradugao pode ocorrer através de uma reagao nu-
cleofilica-eletrofilica. Atualmente, a maioria das reagbes usadas para a modificagao seletiva
de proteinas envolve a formagao de ligagao covalente entre parceiros de reagao nucleofilica
e eletrofilica, incluindo, mas nao limitadas a reagdo de a-halocetonas com cadeias laterais
de histidina ou cisteina. A seletividade nesses casos é determinada pelo niumero e acessibi-
lidade dos residuos nucleofilicos na proteina. Nas proteinas da invengdo, outras reagdes
mais seletivas podem ser usadas, tais como a reagdo de um ceto-aminoacido nao natural
com hidrazidas ou compostos amino-6xi, in vitro e in vivo. Veja, por exemplo, Cornish, et al.,
(1996) J. Am. Chem. Soc., 118:8150-8151; Mahal, et al., (1997) Science, 276:1125-1128;
Wang, et al., (2001) Science, 292:498-500; Chin et al., (2002) J. Am. Chem. Soc., 124:9026-
9027, Chin et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., 99: 11020-11024; Wang, et al., (2003) Proc.
Natl. Acad. Sci., 100:56-61; Zhang et al., (2003) Biochemistry, 42:6735-6746; e Chin et al.,
(2003) Science, 301:964-7, os quais sdo incorporados como referéncia neste relatério. Isto

permite a marcagao seletiva de, virtualmente, qualquer proteina com uma série de reagen-
tes, incluindo fluoréforos, agentes reticuladores, derivados de sacarideo e moléculas citotd-
xicas. Veja também a Patente U.S. N2 6.927.042 intitulada “Glycoprotein synthesis”, que é
incorporada como referéncia neste relatério. As modificagdes pds-tradugéo através de um
azido-aminoacido também podem ser feitas através da ligagdo de Staudinger (incluindo,
mas nao limitada com reagentes de triarilfosfina). Veja, por exemplo, Kiick et al., (2002) In-
corporation of azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the
Staudinger ligation, PNAS 99:19-24.

Sintese Quimica de Aminoacidos Nao Naturais

Muitos dos aminoacidos nao naturais sdo comercialmente disponiveis, por exemplo,
pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Novabiochem (uma divisdo de EMD Biosciences,
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Darmstadt, Alemanha), ou Peptech (Burlington, MA, USA). Aqueles que ndo siao comercial-
mente disponiveis sdo opcionalmente sintetizados, conforme fornecido neste relatério ou
usando métodos padrédo conhecidos aqueles de habilidade na técnica. Para as técnicas de
sintese orgéanica, veja, por exemplo, Organic Chemistry de Fessendon e Fessendon, (1982,

Segunda Edigao, Willard Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic Chemistry de Mar-
ch (Terceira Edigdo, 1985, Wiley e Sons, Nova lorque); e Advanced Organic Chemistry de
Carey e Sundberg (Terceira Edigdo, Partes A e B, 1990, Plenum Press, Nova lorque). As
publicagbes adicionais que descrevem a sintese de aminoacidos ndo naturais incluem, por
exemplo, WO 2002/085923 intitulado “In vivo incorporation of Unnatural Amino Acids”; Mat-
soukas et al., (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669; King, F. E. & Kidd, D. A. A. (1949) “A
New Synthesis of Glutamine and of y-Dipeptides of Glutamic Acid from Phthylated Interme-
diates” J. Chem. Soc., 3315-3319; Friedman, O. M. & Chatterrji, R. (1959) “Synthesis of De-
rivatives of Glutamine as Model Substrates for Anti-Tumor Agents” J. Am. Chem. Soc. 81,
3750-3752; Craig, J. C. et al., (1988) “Absolute Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-
4 [[4-(diethylamino)- 1-methylbutyllaminojquinoline (Chloroquine)’ J. Org. Chem. 53, 1167-
1170; Azoulay, M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991) “Glutamine analogues as Potential An-
timalarials” Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5; Koskinen, A. M. P. & Rapoport, H. (1989) “Syn-
thesis of 4-Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues” J.
Org. Chem. 54, 1859-1866; Christie, B. D. & Rapoport, H. (1985) “Synthesis of Optically
Pure Pipecolates from L-Asparagine. Application to the Total Synthesis of (+)-Apovincamine

through Amino Acid Decarbonylation and Iminium lon Cyclization” J. Org. Chem. 1989:1859-
1866; Barton et al., (1987) “Synthesis of Novel alpha-Amino-Acids and Derivatives Using
Radical Chemistry: Synthesis of L- and D-alpha-Amino-Adipic Acids, L-alpha-aminopimelic
Acid and Appropriate Unsaturated Derivatives” Tetrahedron 43:4297-4308; e Subasinghe et
al.,, (1992) 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. Veja também a Publicagao de Patente U.S. N US 2004/0198637, intitulada “Protein Ar-
rays”, que é incorporada como referéncia.

Absorcao Celular de Aminoacidos Nao Naturais
A absorgdo de aminoacidos ndo naturais por uma célula é um assunto que é tipi-

camente considerado quando se projeta e seleciona aminoacidos nao naturais, por exemplo,
para a incorporagdo em uma proteina. Por exemplo, a alta densidade de carga de a-
aminoacidos sugere que estes compostos provavelmente ndo sdo permeaveis a célula. Os
aminoacidos naturais sao obtidos em uma célula por intermédio de uma coleta de sistemas
de transporte com base em proteina. Uma rapida triagem pode ser feita, a qual avalia quais
aminoacidos néo naturais, se algum, sdo obtidos pelas células. Veja, por exemplo, os ensai-
os de toxicidade, por exemplo, na Publicagdo de Patente U.S. N2 US 2004/0198637, intitula-
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da “Protein Arrays”, que é incorporada como referéncia neste relatério, e Liu, D. R. & S-
chultz, P. G. (1999) Progress toward the evolution of an organism with an expanded genetic
code PNAS United States 96:4780-4785. Embora a absorgdo seja facilmente analisada por

varios ensaios, uma alternativa para projetar aminoacidos nao naturais que sao sujeitos as
vias de absorgao celular & fornecer vias biossintéticas para criar aminoacidos in vivo.

Biossintese de Aminoacidos Nao Naturais

Muitas vias biossintéticas ja existem em células para a produgdao de aminoacidos e
outros compostos. Enquanto um método de biossintese para um aminoacido ndo natural
particular pode nao existir na natureza em uma célula, a invengao fornece tais métodos. Por
exemplo, as vias biossintéticas para os aminoacidos ndo naturais sdo criadas opcionalmente
na ceélula hospedeira pela adigdo de novas enzimas ou pela modificagdo de vias existentes
da celula hospedeira. As novas enzimas adicionais sao opcionalmente enzimas que ocorrem
naturalmente ou enzimas artificialmente desenvolvidas. Por exemplo, a biossintese da p-
aminofenilalanina (conforme apresentado em um exemplo no WO 2002/085923, intitulado
“In vivo incorporation of unnatural amino acids”) baseia-se na adigdo de uma combinagéo de
enzimas conhecidas a partir de outros organismos. Os genes para estas enzimas podem ser
introduzidos em uma célula pela transformagéo da célula com um plasmideo compreenden-
do 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 séao fornecidos nos exemplos abaixo. As sequéncias de enzimas adicionais sdo
encontradas, por exemplo, no Genbank. As enzimas artificialmente desenvolvidas também
sao opcionalmente adicionadas em uma célula da mesma maneira. Dessa maneira, 0 me-
canismo celular e recursos de uma célula sdo manipulados para produzir aminoacidos nao
naturais.

Uma variedade de métodos esta disponivel para produzir novas enzimas para uso
em vias biossintéticas ou para o desenvolvimento de vias existentes. Por exemplo, a recom-
binagdo recursiva, por exemplo, conforme desenvolvido por Maxygen, Inc. (disponivel na
World Wide Web em maxygen.com), é opcionalmente usada para desenvolver novas enzi-
mas e vias. Veja, por exemplo, Stemmer (1994), Rapid evolution of a protein in vitro by DNA
shuffling Nature 370(4):389-391; e Stemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation
and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution, Proc. Nat. Acad. Sci. USA.,

91:10747-10751. De maneira similar, DesignPath™, desenvolvido pela Genencor (disponivel
na World Wide Web em genencor.com) é opcionalmente usado para a engenharia da via
metabdlica, por exemplo, para projetar uma via para criar O-metil-L-tirosina em uma célula.
Esta tecnologia reconstrdi vias existentes em organismos hospedeiros usando uma combi-
nagao de novos genes, incluindo, mas nao limitados aqueles identificados através da gené-
mica funcional e evolugéo e projeto moleculares. A Diversa Corporation (disponivel na World
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Wide Web em diversa.com) também fornece a tecnologia para triagem rdpida de bibliotecas
de genes e vias de genes para criar novas vias.

Tipicamente, o aminoacido nao natural produzido com uma via biossintética cons-
truida da presente invengao é produzido em uma concentragdo suficiente para uma biossin-
tese proteica eficaz, por exemplo, uma quantidade celular natural, mas ndo a um grau que
afete significativamente a concentragao de outros aminoacidos ou que leve os recursos ce-
lulares a exaustao. As concentragdes tipicas produzidas in vivo dessa maneira sdo de cerca
de 10 mM até cerca de 0,05 mM. Uma vez que uma célula é transformada com um plasmi-
deo compreendendo os genes para produzir enzimas desejadas para uma via especifica e
um aminoacido nao natural é criado, selegées in vivo sao opcionalmente usadas para otimi-
zar adicionalmente a produ¢do do aminodacido nao natural tanto para a sintese de proteina
ribossomal quanto para o crescimento celular.

SEQUENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS E POLIPEPTIDEOS E VARIANTES

Conforme descrito acima e abaixo, a invengao fornece sequéncias de polinucleoti-
deos de 4cido nucleico e sequéncias de aminoacidos polipeptidicas, por exemplo, de tRNAs
e RSs e, por exemplo, as composi¢gdes e os métodos que compreendem as ditas sequén-
cias. Os exemplos das ditas sequéncias, por exemplo, de tRNAs e RSs, sido divulgados.
Entretanto, uma pessoa de habilidade na técnica avaliard que a invengao nao esta limitada
aquelas sequéncias divulgadas neste relatério, tal como nos Exemplos. Uma pessoa habili-
tada avaliara que a invengao também fornece muitas sequéncias relacionadas e nao rela-
cionadas com as fungdes descritas neste relatério, por exemplo, codificando um O-tRNA ou
uma O-RS.

A invengao fornece polipeptideos (O-RSs) e polinucleotideos, por exemplo, O-
tRNA, polinucleotideos que codificam O-RSs ou por¢gdes das mesmas, oligonucleotideos
usados para isolar clones de aminoacil-tRNA sintetase, etc. Polinucleotideos da presente
invengao incluem aqueles que codificam proteinas ou polipeptideos de interesse da inven-
¢ao com um ou mais codons seletores. Além disso, os polinucleotideos da presente inven-
¢ao incluem, por exemplo, um polinucleotideo que compreende uma sequéncia de nucleoti-
deos, conforme apresentado em qualquer na SEQ ID NO.: 1, 2, 3; um polinucleotideo que é
complementar a, ou uma variagdo conservativa da mesma. Similarmente, um &cido nucleico
que hibridiza um polinucleotideo indicado acima sob condigdes altamente severas sobre,
substancialmente, o comprimento total do acido nucleico € um polinucleotideo da presente
invencao.

Em certas modalidades, um vetor (por exemplo, um plasmideo, um cosmideo, um
fago, uma bactéria, um virus, um polinucleotideo puro, um polinucleotideo conjugado, etc.)
compreende um polinucleotideo da presente invengdo. Em uma modalidade, o vetor é um
vetor de expressdo. Em uma outra modalidade, o vetor de expressio inclui um promotor
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ligado, de maneira operavel, a um ou mais dos polinucleotideos da presente invengao. Em
uma outra modalidade, uma célula compreende um vetor que inclui um polinuclectideo da
presente invengao.

Uma pessoa habilitada também avaliara que muitas variantes das sequéncias di-
vulgadas estdo incluidas na invengédo. Por exemplo, as variagdes conservativas das se-
quéncias divulgadas que produzem uma sequéncia funcionalmente idéntica sdo incluidas na
invengdo. As variantes das sequéncias de polinucleotideos de acido nucleico, em que as
variantes se hibridizam com pelo menos uma sequéncia divulgada, sdo consideradas inclui-
das na invengao. As subsequéncias unicas das sequéncias divulgadas neste relatério, con-
forme determinado, por exemplo, por técnicas de comparagao de sequéncias padrao, tam-
bém estao incluidas na invengao.

Variacdes conservativas

Devido a degeneragdo do cdodigo genético, as “substituicbes silenciosas” (isto é,
substituicbes em uma sequéncia de acidos nucleicos as quais nao resultam em uma altera-
¢ao em um polipeptideo codificado) sdo uma caracteristica implicita de toda sequéncia de
acidos nucleicos que codifica um aminoacido. De maneira similar, as “substituigdes conser-
vativas de aminoacidos”, em que um ou poucos aminoacidos em uma sequéncia de amino-
acidos sao substituidos com aminoacidos diferentes com propriedades altamente similares,
também sao prontamente identificadas como altamente similares a um constructo divulgado.
Tais variagbes conservativas de cada sequéncia divulgada sdao uma caracteristica da pre-
sente invencao.

As “variagdes conservativas” de uma sequéncia de acidos nucleicos particular refe-
rem-se aqueles acidos nucleicos que codificam sequéncias de aminoacidos idénticas ou
essencialmente idénticas, ou onde o acido nucleico nao codifica uma sequéncia de aminoa-
cidos, as sequéncias essencialmente idénticas. Uma pessoa de habilidade comum na técni-
ca reconhecera que substituicoes, dele¢des ou adigdes individuais, que alteram, adicionam
ou deletam um unico aminoacido ou uma pequena porcentagem de aminoacidos em uma
sequéncia codificada, sao “variagdes conservativamente modificadas” ou “variantes conser-
vativamente modificadas” onde as alteragbes resultam na dele¢do de um aminoécido, na
adigdo de um aminoacido ou na substituicdo de um aminoacido por um aminoacido quimi-
camente similar. Assim, as “variagdes conservativas” de uma sequéncia de polipeptideos
listada da presente invengdo incluem substituigdes de uma pequena porcentagem, tipica-
mente menos que 5 %, mais tipicamente menos que 4 %, 2 % ou 1 %, dos aminoacidos da
sequéncia de polipeptideos, por um aminoacido conservativamente selecionado do mesmo
grupo de substituicdo conservativa. A adigdo de sequéncias que ndo alteram a atividade
codificada de uma molécula de acido nucleico, tal como a adigdo de uma sequéncia nao
funcional, é uma variagao conservativa do &cido nucleico basico.
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As tabelas de substituicdes conservativas que fornecem aminoacidos funcionalmen-
te similares sdo conhecidas aqueles de habilidade comum na técnica. Cada um dos oito
grupos seguintes contém aminoacidos que sado substituigdes conservativas entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido Aspatrtico (D), Acido Glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(veja, por exemplo, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H
Freeman & Co.; 22 edigao (Dezembro, 1993))

Hibridizacdo de Acidos Nucleicos

A hibridizagdo comparativa pode ser usada para identificar acidos nucleicos da pre-
sente invengao, tal como SEQ ID NO.: 1 a 3, incluindo variagdes conservativas de acidos
nucleicos da presente inven¢ao, e este método de hibridizacao comparativa é um método
preferido para distinguir &cidos nucleicos da presente invengdo. Além disso, os acidos nucle-
icos alvo que se hibridizam com os acidos nucleicos representados pela SEQ ID NO.: 1 a 3
sob condi¢gbes de alta, ultra-alta e/ou ultra-ultra-aita estringéncias sao uma caracteristica da
presente invengao. Os exemplos de tais acidos nucleicos incluem aqueles com uma ou pou-
cas substituigdes de acido nucleico silenciosas ou conservativas se comparadas a uma se-
quéncia de acidos nucleicos fornecida.

Diz-se que um acido nucleico teste se hibridiza especificamente com uma sonda de
acido nucleico quando ele se hibridiza pelo menos '/, & sonda quanto ao alvo complementar
de ligagéo perfeita, isto €, com uma razao sinal/ruido de pelo menos %z tdo alta quanto a da
hibridizagéo da sonda ao alvo sob condi¢gdes nas quais a sonda de ligagao perfeita se liga
ao alvo complementar de ligagédo perfeita com uma razao sinal/ruido que é pelo menos cer-
ca de 5x-10x tdo alta quanto aquela observada para a hibridizagdo de qualquer um dos aci-
dos nucleicos alvo nao ligados.

Os 4cidos nucleicos se “hibridizam” quando eles se associam, tipicamente em solu-
¢do. Os acidos nucleicos se hibridizam devido a uma variedade de forgas fisico-quimicas
bem caracterizadas, tais como ligagao de hidrogénio, exclusao de solventes, empilhamento
de base (base stacking) e semelhantes. O termo “condi¢bes de hibridizagdo severas” refere-
se as condigbes de baixa forga iGnica e alta temperatura, conforme é conhecido na técnica.
Tipicamente, sob condi¢des severas, uma sonda se hibridizara a sua subsequéncia alvo em
uma mistura complexa de acido nucleico (incluindo, mas nao limitada a DNA ou RNA celular
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total ou de biblioteca), mas néo se hibridiza a outras sequéncias na mistura complexa. Um
guia extensivo para a hibridizagao de acidos nucleicos é encontrado em Tijssen (1993) La-
boratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid
Probes parte | capitulo 2, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic
acid probe assays”, (Elsevier, Nova lorque), assim como em Ausubel, et al., Current Proto-
cols in Molecular Biology (1995). Hames e Higgins (1995) Gene Probes 1 IRL impresso em

Oxford University Press, Oxford, England (Hames e Higgins 1) e Hames e Higgins (1995)
Gene Probes 2 IRL impresso em Oxford University Press, Oxford, England (Hames e Hig-

gins 2) e fornece detalhes sobre a sintese, marcagao, detecgao e quantificagdo de DNA e
RNA, incluindo oligonucleotideos. Geralmente, as condigbes severas sdo selecionadas em
aproximadamente 5 a 10 °C inferiores ao ponto de fusido térmico (T.,) para a sequéncia es-
pecifica em um pH de forga idnica definida. O Tm é a temperatura (sob forga idnica, pH e
concentragao nucleica definidos) na qual 50 % das sondas complementares ao alvo hibridi-
zam a sequéncia alvo em equilibrio (como as sequéncias alvo estiao presentes em excesso,
no Tm, 50 % das sondas sdo ocupadas em equilibrio). Condigbes severas podem ser aque-
las em que a concentra¢do de sal € menor do que cerca de 1,0 M de ion sédio, tipicamente
cerca de 0,01 a 1,0 M de concentragdo de ion sddio (ou outros sais) ao pH 7,0 a 8,3 e a
temperatura € pelo menos cerca de 30 °C para sondas curtas (incluindo, mas nao limitadas
entre 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca de 60 °C para sondas longas (incluindo,
mas nao limitadas a mais do que 50 nucleotideos). Condi¢des severas também podem ser
obtidas com a adi¢gao de agentes desestabilizantes, tais como formamida. Para a hibridiza-
¢ao seletiva ou especifica, um sinal positivo pode ser pelo menos duas vezes o ruido, op-
cionalmente 10 vezes a hibridizagdo de ruido. Condigdes de hibridizagdo severas exempla-
res podem ser as seguintes: 50 % de formamida, SSC 5X e 1 % de SDS, incubagdo a 42 °C
ou SSC 5X, 1 % de SDS, incubagao a 65 °C, com lavagem em SSC 0,2X e 0,1 % de SDS a
65 °C. Tais lavagens podem ser realizadas durante 5, 15, 30, 60, 120 minutos ou mais.

Um exemplo de condigGes de hibridizagao severas para a hibridizagdo de acidos
nucleicos complementares, os quais tém mais de 100 residuos complementares em um filtro
em um Southern ou Northern blot, é formalina 50 % com 1 mg de heparina a 42 °C, com a
hibridizagao realizada durante a noite. Um exemplo de condi¢bes de lavagem severas é
uma lavagem com SSC 0,2X a 65 °C durante 15 minutos (veja, Sambrook, et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (32 ed., 2001) para uma descrigdo do tampao SSC). Frequen-
temente, a lavagem de alta estringéncia é precedida por uma lavagem de baixa estringéncia
para a remogao do sinal de fundo da sonda. Uma lavagem de baixa estringéncia exemplar é
SSC 2X a 40 °C durante 15 minutos. Em geral, uma razio sinal/ruido de 5x (ou mais alta) do
que aquela observada para uma sonda nao relacionada no ensaio de hibridizagcéo particular
indica a detecgao de uma hibridizacao especifica.
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As “condi¢bes de lavagem de hibridizagao severas”, no contexto de experimentos
de hibridizagdo de acidos nucleicos, tais como hibridizagdes de Southern e de Northern sao
dependentes de sequéncia, e sdo diferentes sob pardmetros ambientais diferentes. As se-
quéncias mais longas se hibridizam especificamente em altas temperaturas. Um guia exten-
sivo para a hibridizagdo de acidos nucleicos é encontrado em Tijssen (1993), supra, e em
Hames e Higgins 1 e 2, supra. A hibridizagdo severa e as condigbes de lavagem podem ser
facilmente determinadas empiricamente para qualquer acido nucleico de teste. Por exemplo,
na determinagéo da hibridizagdo altamente severa e das condigdes de lavagem, a hibridiza-
¢ao e as condigdes de lavagem sdo aumentadas gradualmente (por exemplo, aumentando-
se a temperatura, diminuindo-se a concentragao de sal, aumentando-se a concentragao de
detergente e/ou aumentando-se a concentragao de solventes organicos, tais como a forma-
lina, na hibridizagdo ou na lavagem), até que um grupo selecionado de critérios seja satisfei-
to. Por exemplo, as condigdes de lavagem e hibridizagdo sao gradualmente aumentadas até
que uma sonda se ligue a um alvo complementar de ligagao perfeita com uma razao si-
nal/ruido que seja pelo menos 5x tdo alta quanto aquela observada para a hibridizagdo da
sonda com um alvo néo ligado.

As condigdes “muito severas” sdo selecionadas para serem iguais ao ponto de fu-
sao térmico do DNA (T,,) para uma sonda particular. O T,, é a temperatura (sob forga idnica
e pH definidos) na qual 50 % da sequéncia de teste se hibridiza com uma sonda de ligagao
perfeita. Para as finalidades da presente invengao, geralmente, condicbes de lavagem e
hibridizagdo “altamente severas” sao selecionadas em aproximadamente 5 °C inferiores ao
Tm para a sequéncia especifica sob uma forga iénica e pH definidos.

As condigbes de lavagem e hibridizagdo de “ultra-alta estringéncia” sdo aquelas nas
quais a estringéncia das condigdes de lavagem e hibridizagao é aumentada até que a razao
sinal/ruido para a ligagdo da sonda ao acido nucleico alvo complementar de ligagao perfeita
seja pelo menos 10x tao alta quanto aquela observada para a hibridizagdo com qualquer um
dos acidos nucleicos alvo nao ligados. Um &cido nucleico alvo que hibridiza a uma sonda
sob tais condigdes, com uma razéo sinal/ruido de pelo menos %2 daquela do acido nucleico
alvo complementar de ligagao perfeita, que ele se liga a sonda sob condigbes de ultra-alta
estringéncia.

De maneira similar, mesmo os niveis mais altos de estringéncia podem ser deter-
minados aumentando-se gradualmente as condi¢des de hibridizagdo e/ou lavagem do en-
saio de hibridizagao relevante. Por exemplo, aqueles nos quais a estringéncia das condigdes
de hibridizagdo e lavagem é aumentada até que a razéo sinal/ruido para ligagdao da sonda
ao 4cido nucleico alvo complementar de ligagao perfeita seja pelo menos 10x, 20x, 50x,
100x, 500x ou mais tao alta quanto aquelas observadas para a hibridizagao de quaiquer um
dos acidos nucleicos alvo nao ligados. Um acido nucleico alvo que hibridiza a uma sonda
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sob tais condigdes, com uma razao sinal/ruido de pelo menos %2 daquela do acido nucleico
alvo complementar de ligagao perfeita, que ele se liga a sonda sob condigbes de ultra-ultra-
alta estringéncia.

Os &cidos nucleicos que ndo hibridizam entre si sob condi¢gdes severas ainda serdo
consideravelmente idénticos se os polipeptideos que eles codificam sdo consideravelmente
idénticos. Isto ocorre, por exemplo, quando uma cdépia de um acido nucleico é criada usando
a degeneragdo de cddons maxima permitida pelo cédigo genético.

Subsequéncias unicas

Em um aspecto, a invengao fornece um acido nucleico que compreende uma sub-
sequéncia unica em um acido nucleico selecionado a partir das sequéncias de O-tRNAs e
O-RSs divulgadas neste relatério. A subsequéncia Unica é unica em comparag¢do a um acido
nucleico que corresponde a qualquer sequéncia de acidos nucleicos de O-tRNA ou O-RS
conhecida. Um alinhamento pode ser realizado usando, por exemplo, BLAST ajustado aos
parametros pré-determinados. Qualquer subsequéncia Unica é Util, por exemplo, como uma
sonda para identificar os acidos nucleicos da presente invengao.

De maneira similar, a invengao inclui um polipeptideo que compreende uma subse-
quéncia unica em um polipeptideo selecionado a partir das sequéncias de O-RSs divulgadas
neste relatorio. Neste ponto, a subsequéncia unica é (nica em comparag¢do a um polipepti-
deo que corresponde a qualquer sequéncia de polipeptideos conhecida.

A invengao tambem fornece acidos nucleicos alvo que se hibridizam sob condigdes
severas com um oligonucleotideo codificante Unico que codifica uma subsequéncia unica
em um polipeptideo selecionado a partir das sequéncias de O-RSs, em que a subsequéncia
unica é unica em comparagédo a um polipeptideo que corresponde a qualquer um dos poli-
peptideos controle (por exemplo, sequéncias parentais a partir das quais sintetases da in-
vengao foram derivadas, por exemplo, por mutagao). As sequéncias Unicas sdo determina-
das, conforme observado acima.

Comparacao, identidade e homologia de sequéncias

Os termos “idéntico” ou porcentagem de “identidade”, no contexto de duas ou mais
sequéncias de polipeptideos ou de acidos nucleicos, referem-se a duas ou mais sequéncias
ou subsequéncias que sdo as mesmas ou tém uma porcentagem especificada de residuos
de aminoacidos ou nucleotideos que sao os mesmos, quando comparados e alinhados para
uma correspondéncia maxima, em uma janela de comparagao, ou regiao designada, con-
forme medido usando um dos algoritmos de comparagido de sequéncias descritos abaixo
(ou outros algoritmos disponiveis a pessoas habilitadas na técnica) ou por alinhamento ma-
nual e inspec¢ao visual.

O termo “substancialmente idéntico”, no contexto de dois acidos nucleicos ou poli-
peptideos (por exemplo, DNAs que codificam um O-tRNA ou uma O-RS ou a sequéncia de
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aminodacidos de uma O-RS), refere-se a duas ou mais sequéncias ou subsequéncias que
possuem pelo menos cerca de 60 %, cerca de 80 %, cerca de 90 a 95 %, cerca de 98 %,
cerca de 99 % ou mais de identidade entre nucleotideos ou entre residuos de aminoécidos,
quando comparados e alinhados para uma correspondéncia maxima em uma janela de
comparagao, ou regido designada, conforme medido usando um algoritmo de comparagao
de sequéncias (ou outros algoritmos disponiveis a pessoas de habilidade comum da técnica)
ou por alinhamento manual e inspeg¢ao visual. Tais sequéncias “substancialmente idénticas”
s&o tipicamente consideradas como “homdlogas”, sem referéncia a ancestralidade real. A
“‘identidade substancial” pode existir em uma regiao das sequéncias que tem pelo menos
cerca de 50 residuos em comprimento, uma regido de pelo menos cerca de 100 residuos,
ou uma regido de pelo menos cerca de 150 residuos, ou por todo o comprimento das duas
sequéncias a serem comparadas.

Para comparagédo de sequéncias e determinagdo de homologia, tipicamente, uma
sequéncia atua como uma sequéncia de referéncia a qual sequéncias de teste sdo compa-
radas. Quando se usa um algoritmo de comparagao de sequéncias, sequéncias de teste e
de referéncia sdo inseridas em um computador, coordenadas de subsequéncia sdo desig-
nadas, se necessério, e pardmetros do programa de algoritmo de sequéncia sdo designa-
dos. O algoritmo de comparagdo de sequéncia entdo calcula a porcentagem de identidade
de sequéncia para a(s) sequéncia(s) de teste em relagdo a sequéncia de referéncia, com
base nos parametros do programa designado.

Os métodos de alinhamento de sequéncias para comparagio sdo conhecidos aque-
les de habilidade comum na técnica. O alinhamento ideal de sequéncias para comparagao
pode ser conduzido pelo algoritmo de homologia local de Smith e Waterman (1970) Adv.
Appl. Math. 2:482c, pelo algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman e Wunsch
(1970) J. Mol. Biol. 48:443, pela pesquisa para o0 método de similaridade de Pearson e Lip-
man (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, por implementa¢gdes computadorizadas
destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics Software Pac-
kage, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, W!), ou por alinhamento manual
e inspegé&o visual (veja, por exemplo, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology
(1995 suplemento)).

Um exemplo de um algoritmo que é adequado para determinar a porcentagem de
identidade de sequéncia e similaridade de sequéncia sdo os algoritmos BLAST e BLAST
2.0, que sao descritos em Altschul et al. (1997) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, e Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). O software para realizar andlises BLAST esta
publicamente disponivel através do Nationai Center for Biotechnology Information disponivel
na World Wide Web em ncbi.nim.nih.gov. Este algoritmo envolve inicialmente a identificagao
de pares de sequéncia de alta pontuagdo (HSPs) pela identificagdo de palavras curtas de
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comprimento W na sequéncia de teste, que se liga ou satisfaz algumas pontuagdes de limiar
valoradas positivamente T quando alinhadas com uma palavra do mesmo comprimento em
uma sequéncia de base de dados. T é referido como o limiar de pontuagdo de palavra da
vizinhanga (Altschul et al, supra). Estes sucessos de palavras da vizinhanga iniciais atuam
como origens para o inicio das buscas para encontrar HSPs maiores do que os contenham.
Os sucessos de palavras sdo entdo prolongados em ambos 0s sentidos ao longo de cada
sequéncia até o ponto em que a pontuagdo cumulativa do alinhamento possa ser aumenta-
da. As pontuagdes cumulativas sdo calculadas usando, para sequéncias de nucleotideos, os
parametros M (pontuagao de recompensa para um par de residuos pareados; sempre >0) e
N (pontuagé@o de penalidade para residuos mal pareados; sempre <0). Para as sequéncias
de aminoécidos, uma matriz de pontuagdo é usada para calcular a pontuagdo cumulativa. A
extensao dos sucessos de palavras em cada diregao é detida quando: a pontuagdao cumula-
tiva do alinhamento diminui pela quantidade de X a partir do seu valor maximo obtido; a pon-
tuagdo cumulativa vai para zero ou abaixo, devido ao acumulo de um ou mais alinhamentos
de residuos de pontuagéo negativa; ou o fim de cada sequéncia é atingido. Os parametros
do algoritmo BLAST W, T e X determinam a sensibilidade e velocidade do alinhamento. O
programa BLASTN (para sequéncias de nucleotideos) usa como padrdo um comprimento de
palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte de 100, M = 5, N = -4, e uma com-
paragao de ambas as fitas. Para sequéncias de aminoacidos, o programa BLASTP usa co-
mo padrao um comprimento de palavra (W) de 3, uma expectativa (E) de 10, e alinhamentos
(B) de matriz de pontuagdo BLOSUMG62 (veja Henikoff & Henikoff (1992) Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 89:10915) de 50, expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4, e uma comparacéo de am-
bas as fitas. O algoritmo de BLAST ¢é tipicamente realizado com o filtro de “baixa complexi-

dade” desativado.

Além de calcular a porcentagem de identidade de sequéncia, o algoritmo BLAST
também realiza uma analise estatistica da similaridade entre duas sequéncias (veja, por
exemplo, Karlin e Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787). Uma medigao
de similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a menor probabilidade de soma (P(N)),
que fornece uma indicagao da probabilidade pela qual uma comparagao entre duas sequén-
cias de nucleotideos ou aminoacidos ocorreria por acaso. Por exemplo, um acido nucleico é
considerado similar a uma sequéncia de referéncia se a menor probabilidade de soma em
uma comparagao do acido nucleico de teste ao acido nucleico de referéncia é menor do que
cerca de 0,2, ou menor do que cerca de 0,01, ou menor do que cerca de 0,001.

Mutagénese e Qutras Técnicas de Biologia Molecular

Os polinucleotideos e polipeptideos da presente invengdo e usados na invengao
podem ser manipulados usando técnicas de biologia molecular. Uma sequéncia de nucleoti-
deos pode ser convenientemente modificada por mutagénese sitio-dirigida, de acordo com
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métodos convencionais. Alternativamente, a sequéncia de nucleotideos pode ser preparada
por sintese quimica, incluindo, mas nao limitada pelo uso de um sintetizador oligonucleotidi-
co, em que os oligonucleotideos sao designados com base na sequéncia de aminoéacidos do
polipeptideo desejado e de preferéncia, selecionando aqueles cédons que séo favorecidos
na célula hospedeira, em que o polipeptideo recombinante sera produzido. Por exemplo,
varios oligonucleotideos pequenos que codificam porgdes do polipeptideo desejado podem
ser sintetizados e montados por PCR, ligagdo ou reagdo em cadeia de ligagdo. Veja, por
exemplo, Barany et al., Proc. Nati. Acad. Sci. 88:189-193 (1991); Patente U.S. 6.521.427, os
quais sao incorporados como referéncia neste relatorio.

Esta invengéo utiliza técnicas de rotina no campo da genética recombinante. Os
textos basicos que divulgam métodos gerais de uso nesta invencdo incluem Sambrook et
al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 Ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Ex-
pression: A Laboratory Manual (1990); e Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, et
al., eds., 1994).

Os textos gerais que descrevem técnicas de biologia molecular incluem Berger e
Kimmel, Guide to Molecular Cloning Technigues, Methods in Enzymology volume 152 Aca-

demic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook et al., Molecular Cloning - A Labora-
tory Manual (3° Ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova
lorque, 2001 (“Sambrook”) e Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al.,

eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. e John
Wiley & Sons, Inc., (suplementado em 1999) (“Ausubel’). Estes textos descrevem a mutagé-
nese, o uso de vetores, promotores e muitos outros tépicos relevantes relacionados, por
exemplo, a criagdo de genes ou polinucleotideos que incluem cdédons seletores para a pro-
dugao de proteinas que incluem aminoacidos selecionados (por exemplo, aminoacidos ndo
naturais), tRNAs ortogonais, sintetases ortogonais e pares dos mesmos.

Varios tipos de mutagénese sdo usados na invengio para uma variedade de propo-
sitos, incluindo, mas n&o limitada & produgéo de novas sintetases ou tRNAs, modificagdo de
moléculas de tRNA, produgao de bibliotecas de tRNAs, modificagdo de tRNA, produgido de
bibliotecas de tRNAs, modificacdo de moléculas de RS, producdo de bibliotecas de sinteta-
ses, produzir cddons seletores, inser¢gao de coédons seletores que codificam um aminoacido
selecionado em uma proteina ou polipeptideo de interesse. Eles incluem, mas ndo sao limi-
tados a mutagénese sitio-dirigida, mutagénese de ponto aleatéria, recombina¢giao homologa,
embaralhamento do DNA ou outros métodos de mutagénese recursivos, construgdo quimé-
rica, mutagénese usando moldes que contém uracila, mutagénese dirigida por oligonucleoti-
deo, mutagénese de DNA modificado por fosforotioato, mutagénese usando DNA duplex
com interrupgdes ou semelhantes ou qualquer combinagdo dos mesmos. Métodos adequa-
dos adicionais incluem reparo de erro de pareamento pontual, mutagénese usando cepas
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hospedeiras deficientes em reparo, selegdo por restrigdo e purificagdo por restrigdo, muta-
génese por delegdo, mutagénese por sintese génica total, reparo de quebra de dupla fita e
semelhantes. A mutagénese, incluindo, mas nao limitadas as que envolvem construgdes
quiméricas, também est4 incluida na presente invengdo. Em uma modalidade, a mutagéne-
se pode ser guiada pela informagéao conhecida sobre a molécula que ocorre naturalmente ou
sobre a molécula que ocorre naturalmente modificada ou alterada, incluindo, mas nao limi-
tada a sequéncia, comparagées de sequéncias, propriedades fisicas, estrutura secundaria,
terciaria ou quaternaria, estrutura cristalina ou semelhantes.

Os textos e exemplos encontrados neste relatério descrevem estes procedimentos.
A informagéo adicional é encontrada nas seguintes publicagdes e referéncias citadas a este
respeito: Ling et al, Approaches to DNA mutagenesis: an overview, Anal Biochem.
254(2):157-178 (1997); Dale et al., Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the
phosphorothioate method, Methods Mol. Biol. 57:369-374 (1996); Smith, /n vitro mutagene-
sis, Ann. Rev. Genet. Methods Mol. Biol. 19:423-462 (1985); Botstein & Shortle, Strategies
and applications of in vitro mutagenesis, Science 229:1193-1201 (1985); Carter, Site-

directed mutagenesis, Biochem. J. 237:1-7 (1986); Kunkel, The efficiency of oligonucleotide
directed mutagenesis, in Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. e Lilley, D. M. J.
Eds., Springer Verlag, Berlin) (1987); Kunkel, Rapid and efficient site-specific mutagenesis
without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985); Kunkel et al.,
Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection, Methods in En-

zymol. 154:367-382 (1987); Bass et al., Mutant Trp repressors with new DNA-binding speci-
ficities, Science 242:240-245 (1988); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis
using M13-derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any DNA fragment, Nucleic Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller & Smith,
Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments cloned into P13 vectors, Methods in
Enzymol. 100:468-500 (1983); Zoller & Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a sim-
ple method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template, Methods
in Enzymol. 154:329-350 (1987); Taylor et al., The use of phosphorothioate-modified DNA in
restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13:8749-8764 (1985);

Taylor et al., The rapid generation of oligonucleotide-directed mutations at high frequency
using phosphorotiooate-modified DNA, Nucl. Acids Res. 13:8765-8785 (1985), Nakamaye &
Eckstein, Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage by phosphorotiooate groups

and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14:9679-9698
(1986); Sayers et al., 5-3’ Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed
mutagenesis, Nucleic Acids Res., 16(3):791-802 (1988); Sayers et al., Strand specific cleav-
age of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction endonucleases in the
presence of ethidium bromide, (1988) Nucleic Acids Res., 16:803-814; Kramer et al., The
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gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction, Nucleic Ac-
ids Res., 12:9441-9456 (1984); Kramer & Fritz Oligonucleotide-directed construction of muta-
tions via gapped duplex DNA, Methods in Enzymol. 154:350-367 (1987); Kramer et al., Im-
proved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-

directed construction of mutations, Nucleic Acids Res., 16:7207 (1988); Fritz et al., Oli-

gonucieotide-directed construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without
enzymatic reactions in vitro, Nucleic Acids Res., 16:6987-6999 (1988); Kramer et al., Differ-
ent base/base mismatches are corrected with different efficiencies by the methyl-directed
DNA mismatchrepair system of E. Coli, Cell 38:879-887 (1984); Carter et al., Improved oli-
gonucleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors, Nucleic Acids Res., 13:4431-

4443 (1985), Carter, Improved oligonucleotide-directed mutagenesis using M13 vectors,
Methods in Enzymol. 154:382-403 (1987); Eghtedarzadeh & Henikoff, Use of oligonucleo-
tides to generate large deletions, Nucl. Acids Res. 14:5115 (1986); Wells et al., Importance

of hydrogen-bond formation in satabilizing the transition state of subtilisin, Phil. Trans. R.
Soc. Lond. A 317:415-423 (1986); Nambiar et al., Total synthesis and cloning of a gene cod-

ing for the ribonuclease S protein, Science 223:1299-1301 (1984); Sakmar e Khorana, Total
synthesis and expression of a gene for the alpha-subunit of bovine rod outer segment gua-
nine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids Res. 14:6361-6372 (1988); Wells et
al., Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of muiltiple mutations at defined

sites, Gene 34:315-323 (1985); Grundstréom et al., Oligonucleotide-directed mutagenesis by
microscale ‘shot-gun’ gene synthesis, Nucl. Acids Res. 13:3305-3316 (1985); Mandecki, Oli-
gonucleotidedirected double-strand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for
site-specific mutagenesis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181 (1986); Arnold, Protein
engineering for unusual environments, Current Opinion_in_Biotechnology 4:450-455 (1993);
Sieber, et al., Nature Biotechnology, 19:456-460 (2001); W. P. C. Stemmer, Nature 370:389-
91 (1994); e I. A. Lorimer, |. Pastan, Nucl. Acids Res. 23:3067-8 (1995). Os detalhes adicio-
nais em muitos desses métodos podem ser encontrados em Methods in Enzymology Volu-

me 154, que também descreve controles uUteis para problemas trouble-shooting com varios
métodos de mutagénese.

Os oligonucleotideos, por exemplo, para o uso em mutagénese da presente inven-
¢ao, por exemplo, modificando bibliotecas de tRNAs ou sintetases, ou alterando tRNAs ou
RSs, sdo tipicamente quimicamente sintetizados, de acordo com o método de triéster de
fosforamidita de fase soélida descrito por Beaucage e Caruthers, Tetrahedron Letts.
22(20):1859-1862 (1981), por exemplo, usando um sintetizador automatico, conforme des-
crito em Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 (1984).

Além disso, essencialmente, qualquer acido nucleico pode ser customizado ou fa-
bricado sob medida de qualquer dentre uma variedade de fontes comerciais, tal como The
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Midland Certified Reagent Company (mcrc@oligos.com), The Great American Gene Com-
pany (www.genco.com), ExpressGen Inc. (www.expressgen.com), Operon Technologies Inc.
(Alameda, Calif.), entre outras.

A invengdo também refere-se as células hospedeiras eucaridticas, células hospe-
deiras ndo eucaribticas e organismos para a incorporagao in vivo de um aminoacido ndo
natural por intermédio de pares de tRNA/RS ortogonais. As células hospedeiras sdo geneti-
camente construidas (incluindo, mas nao limitadas as transformadas, transduzidas ou trans-
fectadas) com os polinucleotideos da presente invengdo ou constructos que incluem um
polinucleotideo da presente inveng¢ao, incluindo, mas nao limitados a um vetor da presente
invengao, que, por exemplo, pode ser um vetor de clonagem ou um vetor de expressio. Por
exemplo, as regides codificantes para o tRNA ortogonal, a tRNA sintetase ortogonal e a pro-
teina a ser derivada s&o, de maneira operavel, ligadas aos elementos de controle da ex-
pressdo génica que sdo funcionais na célula hospedeira desejada. O vetor, por exemplo,
pode estar na forma de um plasmideo, um cosmideo, um fago, uma bactéria, um virus, um
polinucleotideo puro ou um polinucleotideo conjugado. Os vetores sio introduzidos em célu-
las e/ou microorganismos por métodos padrdao que incluem eletroporagdo (Fromm et al.,
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824), infecgao por vetores virais, penetragdo balistica

de aita velocidade por pequenas particulas com o 4cido nucleico ou dentro da matriz de pe-
quenas microesferas ou particulas ou sobre a superficie (Klein et al., (1987) Nature 327, 70-
73) e/ou semelhantes.

Muitos métodos bem conhecidos para introduzir acidos nucleicos alvo em células
sdo disponiveis, qualquer um dos quais pode ser usado na invengio. Estes incluem: fusdo
das células receptoras com protoplastos bacterianos contendo o DNA, eletroporagéo, bom-
bardeamento de projétil e infecgdo com vetores virais (debatida adicionalmente abaixo), etc.
As células bacterianas podem ser usadas para amplificar o nimero de plasmideos contendo
constructos de DNA desta invengéo. As bactérias sao cultivadas até a fase log e os plasmi-
deos nas bactérias podem ser isolados por uma variedade de métodos conhecidos na técni-
ca (veja, por exemplo, Sambrook). Além disso, os kits sdo comerciaimente disponiveis para
a purificagdo de plasmideos de bactérias, (veja, por exemplo, EasyPrep™, FlexiPrep™, am-
bos da Pharmacia Biotech; StrataClean™ da Stratagene; e QlAprep™ da Qiagen). Os plas-
mideos isolados e purificados depois sdo manipulados para produzir outros plasmideos,
usados para transfectar células ou incorporados em vetores relacionados para infectar orga-
nismos. Vetores tipicos contém terminadores de transcrigao e tradugdo, sequéncias de inici-
agao de transcrigdo e tradugdo e promotores Uteis para a regulagdo da expressdo do acido
nucleico alvo particular. Os vetores opcionalmente compreendem cassetes de expresséo
genéricos contendo pelo menos uma sequéncia terminadora independente, sequéncias que
permitem a replicagado do cassete em eucariontes, procariontes ou ambos (incluindo, mas
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nao limitadas aos vetores shuttle) e marcadores de sele¢dao para sistemas procaridticos e
eucaridticos. Vetores sdo adequados para replicagdo e integracdo em procariontes, eucari-
ontes ou ambos. Veja, Gillam & Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts, et al., Nature, 328:731
(1987); Schneider, E., et al., Protein Expr. Purif. 6(1): 10-14 (1995); Ausubel, Sambrook,
Berger (supra). Um catalogo de bactérias e bacteriéfagos uteis para clonagem é fornecido,
por exemplo, pela ATCC, por exemplo, O ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage
(1992) Gherna et al. (eds) publicado pela ATCC. Procedimentos basicos adicionais para
sequenciamento, clonagem e outros aspectos da biologia molecular e consideragdes teori-
cas essenciais também sao encontrados em Watson et al. (1992) Recombinant DNA Se-
cond Edition Scientific American Books, NY. Além disso, essencialmente, qualquer acido
nucleico (e, na pratica, qualquer acido nucleico marcado, se padrao ou ndo padrao) pode
ser customizado ou na forma padrao a partir de qualquer variedade de fontes comerciais,
tais como a Midland Certified Reagent Company (Midland, TX disponivel na World Wide
Web em mcrc.com), The Great American Gene Company (Ramona, CA disponivel na World
Wide Web em genco.com), ExpressGen Inc. (Chicago, IL disponivel na World Wide Web em
expressgen.com), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA), entre outros.

As células hospedeiras construidas podem ser cultivadas em meios nutrientes con-
vencionais modificados, conforme apropriado, para tais atividades como, por exemplo, eta-
pas de triagem, ativagao de promotores ou sele¢ao de transformantes. Estas células podem
opcionalmente ser cultivadas em organismos transgénicos. Qutras referéncias uteis, por
exemplo, para cultura e isolamento de células (por exemplo, para isolamento subsequente
de acido nucleico) incluem Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Te-

chnique, terceira edigdo, Wiley-Liss, Nova lorque e as referéncias citadas neste relatério;
Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liguid Systems John Wiley & Sons, Inc.

Nova lorque, NY; Gamborg e Phillips (eds) (1995) Plant Cell Tissue and Organ Culture;
Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg Nova
lorque) e Atlas e Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press,
Boca Raton, FL.

A habilidade para incorporar aminoacidos nao naturais diretamente em proteinas in

vivo oferece uma ampla variedade de vantagens incluindo, mas nao limitadas aos altos ren-
dimentos de proteinas mutantes, facilidade técnica, o potencial para estudar as proteinas
mutantes em células ou, possivelmente, em organismos vivos, e 0 uso dessas proteinas
mutantes em tratamentos terapéuticos e usos diagndsticos. A habilidade para incluir amino-
acidos nao naturais com varios tamanhos, acidez, nucleofilicidades, hidrofobicidades e ou-
tras propriedades em proteinas pode expandir enormemente a habilidade para manipular
racional e sistematicamente as estruturas de proteinas, tanto para investigar a fungao prote-
ica quanto para criar novas proteinas ou organismos com novas propriedades.
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PROTEINAS E POLIPEPTIDEOS DE INTERESSE

A incorporagao de um aminoacido nao natural pode ser feita para uma variedade de
propésitos, incluindo, mas nao limitados as mudangas sob medida na estrutura proteica e/ou
fungdo, mudanga de tamanho, acidez, nucleofilicidade, ligagao de hidrogénio, hidrofobicida-
de, acessibilidade de sitios alvo de proteases, alvejamento a uma porgéo (incluindo, mas
nao limitado a, para um arranjo de proteinas), adigao de uma molécula biologicamente ativa,
adesdo de um polimero, adesédo de um radionuclideo, modulagdo de meia-vida sérica, mo-
dulacao de penetragao tecidual (por exemplo, tumores), modulagao de transporte ativo, mo-
dulagao tecidual, especificidade ou distribuigao a célula ou 6érgao, modulagdo da imunogeni-
cidade, modulagao da resisténcia a protease, etc. Proteinas, que incluem um aminoacido
nao natural, podem ter novas propriedades cataliticas ou biofisicas melhoradas ou ainda
inteiramente renovadas. Por exemplo, as seguintes propriedades sdo opcionalmente modifi-
cadas pela inclusdo de um aminoacido nao natural em uma proteina: toxicidade, biodistribu-
icdo, propriedades estruturais, propriedades espectroscopicas, propriedades quimicas e/ou
fotoquimicas, habilidade catalitica, meia vida (incluindo, mas nao limitada a meia-vida séri-
ca), habilidade para reagir com outras moléculas, incluindo, mas nao limitada a, covalente
ou nao covalentemente, e semelhantes. As composigdes, incluindo proteinas que incluem
pelo menos um aminoacido nao natural, sdo uteis, incluindo, mas nao limitadas para novas
terapias, diagnésticos, enzimas cataliticas, enzimas industriais, proteinas de ligagdo (inclu-
indo, mas néo limitadas a anticorpos) e, incluindo, mas nao limitadas ao estudo de estrutura
e fungéo proteicas. Veja, por exemplo, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes
of Protein Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4:645-652.

Uma proteina pode ter pelo menos um, pelo menos dois, pelo menos trés, pelo me-
nos quatro, pelo menos cinco, pelo menos seis, pelo menos sete, pelo menos oito, pelo me-
nos nove ou pelo menos dez ou mais aminoacidos nao naturais. Os aminoacidos nao natu-
rais podem ser os mesmos ou diferentes e podem estarem 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ou
mais sitios diferentes na proteina que compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais ami-
nodcidos nao naturais diferentes. Uma proteina pode ter pelo menos um, mas menos que
todos, de um aminoacido particular, presente na proteina, é substituido por um aminoacido
nao natural. Para uma proteina fornecida com mais de um aminoacido nao natural, os ami-
noacidos nao naturais podem ser idénticos ou diferentes (a proteina pode incluir dois ou
mais tipos diferentes de aminoacidos nao naturais ou pode incluir dois dos mesmos aminoa-
cidos ndo naturais). Para uma proteina fornecida com mais de dois aminoacidos nao natu-
rais, os aminoacidos nao naturais podem ser os mesmos, diferentes ou uma combinagao de
um aminoacido nao natural multiplo do mesmo tipo com pelo menos um aminoacido nao
natural diferente.

Através da produgéo de proteinas ou polipeptideos de interesse com pelo menos
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um aminoacido ndo natural em células eucaribticas, proteinas ou polipeptideos incluirdo
tipicamente modificagbes pos-tradugao eucaridticas. Em certas modalidades, uma proteina
inclui pelo menos um aminoéacido nao natural e pelo menos uma modificagdo pos-tradugéo
que é feita in vivo por uma célula eucariética, onde a modificagdo pés-tradugdo nao é feita
por uma célula procariética. Por exemplo, a modificagdo pés-tradugéo inclui acetilagao, aci-
lagao, modificagao lipidica, palmitoilagdo, adi¢do de paimitato, fosforilagao, modificagdo por
ligagao de glicolipideo, glicosilagdo e semelhantes. Ainda em um outro aspecto, a modifica-
¢ao pos-tradugéo inclui processamento proteolitico de precursores (incluindo, mas néo limi-
tados a precursor de calcitonina, precursor peptidico relacionado ao gene de calcitonina,
hormoénio pré-pro-paratireoide, pré-pré-insulina, pré-insulina, pré-pré-opiomelanocortina, pré-
opiomelanocortina e semelhantes), montagem em uma proteina de subunidades muitiplas
ou montagem macromolecular, tradugdo em um outro sitio na célula (incluindo, mas néo
limitado a organelas, tais como o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi, 0 nucleo,
lisossomos, peroxissomos, mitocéndria, cloroplastos, vacuolos, etc., ou através de via secre-
toria). Em certas modalidades, a proteina compreende uma sequéncia de secre¢do ou loca-
lizagdo, um marcador de epitopo, um marcador FLAG, um marcador de poli-histidina, uma
fusao de GST ou semelhantes.

Os métodos para produzir uma proteina em uma célula com um aminodacido sele-
cionado em uma posigéo especificada também sdo uma caracteristica da presente inven-
¢ao. Por exemplo, um método inclui cultivar, em um meio apropriado, uma célula, em que a
célula compreende um acido nucleico que compreende pelo menos um cédon seletor e codi-
fica uma proteina; e fornecer o aminoéacido selecionado; em que a célula compreende adi-
cionalmente: um tRNA ortogonal (O-tRNA) que funciona na célula e reconhece o cédon se-
letor; e uma aminoacil-tRNA sintetase ortogonal (O-RS) que, de preferéncia, aminoacila o O-
tRNA com o aminoacido selecionado. Tipicamente, o O-tRNA compreende atividade de su-
pressdo na presenga de uma sintetase cognata em resposta a um cédon seletor. Uma prote-
ina produzida por este método também é uma caracteristica da presente invengao.

As composigdes da presente invengao e composigdes feitas pelos métodos da pre-
sente invengéo estdo opcionalmente em uma célula. Os pares de O-tRNA/O-RS ou compo-
nentes individuais da invengéo depois podem ser usados em um mecanismo de tradugéo do
sistema hospedeiro, 0 que resulta em um aminoacido selecionado, por exemplo, um amino-
acido nao natural, sendo incorporado em uma proteina. Pedidos de Patente USSN
10/825.867, intitulado “Expanding the Eukaryotic Genetic Code”; e 10/126.927, intitulado “In
vivo incorporation of unnatural amino acids” descrevem este processo e sdo incorporados
como referéncia neste relatério. Por exemplo, quando um par de OtRNA/O-RS é introduzido
em um hospedeiro, por exemplo, um E.scherichia coli, o par permite a incorporagao in vivo
de aminoécido selecionado, tal como um aminoacido nao natural, por exemplo, um aminoa-
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cido sintético, tal como um derivado de um aminodacido leucina, que pode ser adicionado de
maneira exdogena ao meio de crescimento, em uma proteina, em resposta a um cédon sele-
tor. Opcionalmente, as composi¢des da presente invengao podem estar em um sistema de
tradugao in vitro ou em sistemaf(s) in vivo.

Qualquer proteina (ou porgdo da mesma) que inclui um aminoéacido selecionado,
por exemplo, um aminoacido nao natural, (e qualquer acido nucleico codificante correspon-
dente, por exemplo, que inclui um ou mais cédons seletores) pode ser produzida usando as
composigées e métodos neste relatério. Qualquer polipeptideo é adequado para a incorpo-
ragdo de um ou mais aminoacidos selecionados. Nenhuma tentativa é feita para identificar
as centenas de milhares de proteinas conhecidas, qualquer uma das quais pode ser modifi-
cada para incluir um ou mais aminoacidos nao naturais, por exemplo, pela adequagao de
quaisquer métodos de mutagao disponiveis para incluir um ou mais cédons seletores apro-
priados em um sistema de tradugao relevante. Os repositérios de sequéncias comuns para
proteinas conhecidas incluem GenBank EMBL, DDBJ e 0 NCBI. Outros repositorios podem
ser facilmente identificados por busca na Internet.

Tipicamente, as proteinas sé&o, por exemplo, pelo menos 60 %, pelo menos 70 %,
pelo menos 75 %, pelo menos 80 %, pelo menos 90 %, pelo menos 95 %, pelo menos 99 %
ou mais idénticas a qualquer proteina disponivel (por exemplo, uma proteina terapéutica,
uma proteina diagnéstica, uma enzima industrial, ou porgao das mesmas e semelhantes), e
elas compreendem um ou mais aminoacidos selecionados. Os exemplos de proteinas tera-
péuticas, diagndsticas e outras que podem ser modificadas para compreender um ou mais
aminoacidos selecionados, por exemplo, um aminodacido ndo natural, podem ser encontra-
dos, mas nao estdo limitados aqueles em USSN 10/825.867, intitulado “Expanding the Eu-
karyotic Genetic Code”; e Pedido de Patente U.S. Numero de Série 10/126.927, intitulado “In
vivo incorporation of unnatural amino acids”.

Em certas modalidades, a proteina ou polipeptideo de interesse (ou porgdao do
mesmo) nos métodos e/ou composi¢gées da presente invengdo é codificado por um &acido
nucleico. Tipicamente, o acido nucleico possui pelo menos um cédon seletor, pelo menos
dois codons seletores, pelo menos trés cédons seletores, pelo menos quatro cédons seleto-
res, pelo menos cinco codons seletores, pelo menos seis cédons seletores, pelo menos sete
codons seletores, pelo menos oito cédons seletores, pelo menos nove cddons seletores, dez
ou mais cédons seletores.

Os genes que codificam proteinas ou polipeptideos de interesse podem ser muta-
genizados usando métodos bem conhecidos para uma pessoa habilitada na técnica e des-
critos neste relatdrio em “Mutagénese e Outras Técnicas de Biologia Molecular’ para incluir,
por exemplo, um ou mais cédons seletores para a incorporagdao de um aminodacido selecio-
nado, por exemplo, um aminoacido nao natural. Por exemplo, um acido nucleico para uma
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proteina de interesse é mutagenizado para incluir um ou mais coédons seletores, permitindo
a insergao de um ou mais aminoacidos selecionados, por exemplo, um aminoacido nao na-
tural. A invengéo inclui qualquer variante, por exemplo, mutante, versdes de qualquer prote-
ina, por exemplo, incluindo pelo menos um aminodcido selecionado. De maneira similar, a
invengdo também inclui acidos nucleicos correspondentes, isto €, qualquer acido nucleico
com um ou mais cédons seletores que codificam um ou mais aminoacidos selecionados.

Para preparar uma proteina que inclui um aminoacido selecionado, uma pessoa
habilitada pode usar células hospedeiras e organismos que estdo adaptados para a incorpo-
ragao in vivo do aminoacido selecionado por intermédio de pares de tRNA/RS ortogonais.
As células hospedeiras sdo geneticamente construidas (por exemplo, transformadas, trans-
duzidas ou transfectadas) com um ou mais vetores que expressam o tRNA ortogonal, a tR-
NA sintetase ortogonal e um vetor que codifica a proteina a ser derivatizada. Cada um des-
ses componentes pode estar no mesmo vetor, ou cada um pode estar em um vetor separa-
do, 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, um cosmideo, um fago,
uma bactéria, um virus, um polinucleotideo puro ou um polinucleotideo conjugado.

SISTEMAS ALTERNADOS

Muitas estratégias foram utilizadas para introduzir aminoacidos nao naturais em
proteinas em células hospedeiras nao recombinantes, células hospedeiras mutagenizadas
ou em sistemas livres de célula. A derivatizagdo de aminoacidos com cadeias laterais reati-
vas, tais como Lys, Cys e Tyr, resultou na conversdo de lisina a N2-acetil-lisina. A sintese
quimica também fornece um método simples para incorporar aminoacidos nao naturais.
Com o desenvolvimento recente de ligagdo enzimatica e ligagdo quimica nativa de fragmen-
tos peptidicos, é possivel preparar proteinas maiores. Veja, por exemplo, P. E. Dawson e S.
B. H. Kent Ann. Ver. Biobhem. 69:923 (2000). Ligagao peptidica quimica e ligagdo quimica
nativa sdo descritas na Patente U.S. N2 6.184.344, Publicagdo de Patente U.S. N2
2004/0138412, Publicagdo de Patente U.S. N2 2003/0208046, WO 02/098902 e WO
03/042235, os quais sao incorporados como referéncia neste relatério. Um método geral na

biossintese in vitro, no qual um tRNA supressor quimicamente acilado com o aminoacido
nao natural desejado é adicionado a um extrato in vitro capaz de suportar a biossintese pro-
teica, foi usado para incorporar sitio-especificamente mais de 100 aminoacidos ndo naturais
em uma variedade de proteinas virtualmente de qualquer tamanho. Veja, por exemplo, V. W.
Cornish, D. Mendel e P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34:621; C. J. Noren,
S. J. Anthony-Cahill, M. C. Griffith, P. G. Schultz, A general method for site-specific incorpo-

ration of unnatural amino acids into proteins, Science 244:182-188 (1989); e J. D. Bain, C. G.
Glabe, T. A. Dix, A. R. Chamberlin, E. S. Diala, Biosynthetic site-specific incorporation of
non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem. Soc. 111:8013-8014 (1989). Uma
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ampla faixa de grupos funcionais foi introduzida em proteinas para estudos de estabilidade
de proteina, dobra da proteina, mecanismo enzimatico e transdugdo de sinal.

Um método in vivo, denominado incorporag¢ao por pressao seletiva, foi desenvolvido
para explorar a promiscuidade de sintetases do tipo selvagem. Veja, por exemplo, N. Budi-
sa, C. Minks, S. Alefelder, W. Wenger, F. M. Dong, L. Moroder e R. Huber, FASEB J. 13:41
(1999). Uma cepa auxotrdfica, na qual a via metabdlica relevante que fornece a célula um
aminoacido natural particular é desligada, é cultivada em meios minimos contendo concen-
tragbes limitadas do aminoéacido natural, enquanto a transcrigdo do gene alvo é reprimida.
No inicio da fase de crescimento estacionario, 0 aminoacido natural é depletado e substitui-
do com o anélogo de aminoacido nao natural. A indugdo de expressdo da proteina recombi-
nante resulta no acumulo de uma proteina contendo o analogo nao natural. Por exemplo,
usando esta estratégia, o, m e p-fluorfenilalaninas foram incorporadas em proteinas e exi-
bem dois ombros (shoulders) caracteristicos no espectro de UV que podem ser faciimente
identificados, veja, por exemplo, C. Minks, R. Huber, L. Moroder e N. Budisa, Anal. Bio-
chem., 284:29 (2000); trifluormetionina foi usada para substituir a metionina em lisozima de
bacteriéfago T4 para estudar a sua interagdo com ligantes de quito-oligossacarideos por
RMN de '°F, veja, por exemplo, H. Duewel, E. Daub, V. Robinson e J. f. Honek, Biochemis-
try, 36:3404 (1997); e trifluorleucina foi incorporada no lugar da leucina, resultando no au-
mento da estabilidade térmica e quimica de uma proteina de ziper de leucina. Veja, por e-
xemplo, Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado e D. A. Tirrell, An-
gew. Chem. Int. Ed. Enqgl., 40:1494 (2001). Além disso, selenometionina e telurometionina
séo incorporadas em varias proteinas recombinantes para facilitar a solugdo de fases em
cristalografia de raios-X. Veja, por exemplo, W. A. Hendrickson, J. R. Horton e D. M. Lemas-
ter, EMBO J., 9:1665 (1990); J. O. Boles, K. Lewinski, M. Kunkle, J. D. Odon, B. Dunlap, L.
Lebioda e M. Hatada, Nat. Struct. Biol., 1:283 (1994); N. Budisa, B. Steipe, P. Demange, C.
Eckerskon, J. Kellermann e R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788 (1995); e N. Budisa, W.
Karnbrock, S. Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L. Moroder e R. Huber, J. Moi.
Biol., 270:616 (1997). Os analogos de metionina com funcionalidade alqueno ou alquino

também foram eficazmente incorporados, permitindo a modificagdao adicional de proteinas
por meios quimicos. Veja, por exemplo, J. C. M. van Hest e D. A Tirrell, FEBS Lett., 428:68
(1998); J. C. M. van Hest, K. L. Kiick e D. A. Tirrell, J. Am. Chem. Soc., 122:1282 (2000); e
K. L. Kiick e D. A. Tirrell, Tetrahedron, 56:9487 (2000); Patente U.S. N2 6.586.207, Publica-
¢ao de Patente U.S. 2002/0042097, os quais sdo incorporados como referéncia neste relato-

rio.

O sucesso desse método depende do reconhecimento dos analogos de aminodaci-
dos n&o naturais por aminoacil-tRNA sintetases, que, em geral, exigem alta seletividade pa-
ra garantir a fidelidade da tradugéo proteica. Uma maneira para expandir o ambito desse
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método é relaxar a especificidade do substrato de aminoacil-tRNA sintetases, o que foi obti-
do em um numero limitado de casos. Por exemplo, a substituicdo de Ala®** por Gly na fenila-
lanil-tRNA sintetase (PheRS) de Escherichia coli aumenta o tamanho da fenda de ligagao de
substrato e resulta na acilagao de tRNAPhe por p-Cl-fenilalanina (p-Cl-Phe). Veja, M. Ibba,
P. Kast e H. Hennecke, Biochemistry, 33:7107 (1994). Uma cepa de Escherichia coli que
abriga esta PheRS mutante permite a incorporagao de p-Cl-fenilalanina ou p-Br-fenilalanina
no lugar da fenilalanina. Veja, por exemplo, M. Ibba e H. Hennecke, FEBS Lett., 364:272
(1995); e N. Sharma, R. Furter, P. Kast e D. A Tirrell, FEBS Lett., 467:37 (2000). De maneira
similar, uma mutagao de ponto Phe130Ser préxima ao sitio de ligagdo a aminoécido da tiro-
sil-tRNA sintetase de Escherichia coli permitiu que a azatirosina fosse mais eficazmente in-
corporada em relagao a tirosina. Veja, F. Hamano-Takaku, T. lwama, S. Saito-Yano, K. Ta-
kaku, Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll e S. Nishimura, J. Biol. Chem., 275:40324 (2000).

Uma outra estratégia para incorporar aminoacidos nao naturais em proteinas in vivo
é maodificar sintetases que tém mecanismos de revisao. Estas sintetases nao podem discri-
minar e, portanto, ativar aminoacidos que sao estruturaimente similares aos aminoacidos
naturais cognatos. Este erro é corrigido em um sitio separado, que desacila o aminoacido
mal carregado do tRNA para manter a fidelidade da tradugao proteica. Se a atividade de
revisdo da sintetase é desabilitada, analogos estruturais que sdo mal ativados podem esca-
par da fun¢do de edigdo e serem incorporados. Esta abordagem foi recentemente demons-
trada com a valil-tRNA sintetase (ValRS). Veja, V. Doring, H. D. Mootz, L. A. Nangle, T. L.
Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P. Schimmel e P. Marliere, Science, 292:501 (2001). A
ValRS pode aminoacilar de forma errénea tRNAVal com Cys, Thr ou aminobutirato (Abu);
estes aminoacidos nao cognatos sdo subsequentemente hidrolisados pelo dominio de edi-
¢ao. Apds a mutagénese aleatéria do cromossomo de Escherichia coli, foi selecionada uma
cepa mutante de Escherichia coli que tinha uma mutagao no sitio de edicao de ValRS. Esta
ValRS defectiva na edigdo carrega incorretamente tRNAVal com Cys. Pelo fato de Abu se
assemelhar estericamente a Cys (o grupo -SH de Cys é substituido com -CH3 em Abu), a
ValRS mutante também incorpora Abu em proteinas quando esta cepa mutante de Escheri-
chia coli é cultivada na presenga de Abu. As andlises por espectrometria de massas mos-
tram que cerca de 24 % das valinas sao substituidas por Abu em cada posi¢do de valina na
proteina nativa.

A sintese em fase sdlida e métodos semissintéticos também permitiram a sintese
de varias proteinas contendo novos aminoacidos. Por exemplo, veja as seguintes publica-
¢oes e referéncias citadas a este respeito, que as seguintes: Crick, F. J. C. Barrett, L. Bren-
ner, S. Watts-Tobin, R. General nature of the genetic code for proteins. Nature, 192:1227-
1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. Studies on polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-
imidazole replacements on the S-protein activating potency of an S-peptide fragment. J. Am.
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Chem. 88(24) 5914-5919 (1966); Kaiser, E. T. Synthetic approaches to biologically active
peptides and proteins including enzymes, Acc Chem Res, 22:47-54 (1989); Nakatsuka, T.,
Sasaki, T., Kaiser, E. T. Peptide segment coupling catalyzed by the semisynthetic enzyme
thiosubtilisin, J. Am. Chem. Soc., 3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Construct-
ing proteins by dovetailing unprotected synthetic peptides: backbone-engineered HIV prote-
ase, Science, 256(5054):221-225 (1992); Chaiken, I. M. Semisynthetic peptides and pro-
teins. CRC Crit Rev Biochem, 11(3):255-301 (1981); Offord, R. E. Protein engineering by
chemical means? Protein Eng. 1(3):151-157 (1987); e Jackson, D. Y., Burnier, J., Quan, C.,

Stanley, M., Tom, J., Wells, J. A. A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of Ribonu-
clease A with Unnatural Catalytic Residues, Science, 266(5183):243 (1994).

A modificagdo quimica foi usada para introduzir uma variedade de cadeias laterais
ndo naturais, incluindo cofatores, marcadores de spin e oligonucleotideos em proteinas in
vitro. Veja, por exemplo, Corey, D. R., Schultz, P. G. Gnerations of a hybrid sequence-
specific single-stranded deoxyribonuclease, Science, 238(4832):1401-1403 (1987); Kaiser,
E. T., Lawrence D. S., Rokita, S. E. The chemical modification of enzymatic specificity, Annu
Rev Biochem, 54:565-595 (1985); Kaiser, E. T., Lawrence, D. S. Chemical mutation of en-
zyme active sites, Science, 226(4674):505-511 (1984); Neet, K. E., Nanci A., Koshland, D. E.
Poperties of thiol-subtilisin, J. Biol. CHem., 243(24):6392-6401 (1968); Polgar, L. B., M. L. A
new enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin J. Am. Chem. Soc.,
31563-3154 (1966); e Pollack, S. J., Nakayama, G. Schultz, P. G. Introduction of nucleophiles
and spectroscopic probes into antibody combining sites, Science, 242(4881):1038-1040
(1988).

Definindo Polipeptideos através de Imunorreatividade
Pelo fato de os polipeptideos da presente invengao fornecerem uma variedade de

novas sequéncias de polipeptideos (por exemplo, compreendendo aminoacidos seleciona-
dos (por exemplo, aminoacidos ndo naturais), no caso de proteinas sintetizadas no sistema
de tradugao neste relatorio, ou, por exemplo, no caso de novas sintetases, novas sequén-
cias de aminoacidos padréo), os polipeptideos também fornecem novas caracteristicas es-
truturais que podem ser reconhecidas, por exemplo, em ensaios imunoldgicos. A produ¢iao
de antissoro, o qual se liga especificamente aos polipeptideos da presente invengéo, assim
como os polipeptideos que sao ligados por tal antissoro, sd0 uma caracteristica da inven-
¢ao. O termo “anticorpo”, conforme usado neste relatério, inclui, mas nzo é limitado a um
polipeptideo consideravelmente codificado por um gene de imunoglobulina ou genes de i-
munoglobulina, ou fragmentos dos mesmos, que se ligam e reconhecem especificamente
um analito (antigeno). Os exemplos incluem anticorpos policlonais, monoclonais, quiméricos
e de cadeia Unica e semelhantes. Os fragmentos de imunoglobulinas, incluindo fragmentos
Fab e fragmentos produzidos por uma biblioteca de expressao, incluindo exibi¢do de fago,
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também s&o incluidos no termo “anticorpo”, conforme usado neste relatério. Veja, por exem-
plo, Paul (1999) Fundamental Immunology, 42 Ed., Raven Press, Nova lorque, para estrutura
e terminologia de anticorpos.

Por exemplo, a invengéo inclui RSs e proteinas preparadas utilizando tRNAs e/ou
RSs da presente invengao que se ligam especificamente a ou que sdo especiticamente imu-
norreativas a um anticorpo ou antissoro gerado contra um imunégeno compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos. Para eliminar a reatividade cruzada com outros homdélogos, o
anticorpo ou antissoro é subtraido com a proteina disponivel, tal como o polipeptideo do tipo
selvagem, por exemplo, os polipeptideo “controle”. Quando a proteina selvagem correspon-
de a um acido nucleico, um polipeptideo codificado pelo acido nucleico é gerado e usado
para propésitos de subtragao de anticorpo/antissoro.

Em um formato tipico, o imunoensaio usa um antissoro que foi recrutado contra um
ou mais polipeptideos ou uma subsequéncia consideravel dos mesmos (isto &, pelo menos
30 % da sequéncia completa fornecida). O grupo de imundgenos polipeptidicos potenciais
derivados da proteina sé@o coletivamente referidos abaixo como “os polipeptideos imunogé-
nicos”. O antissoro resultante é opcionalmente selecionado para ter baixa reatividade cruza-
da contra os homologos da sintetase controle e qualquer de tal reatividade cruzada é remo-
vida, por exemplo, por imunoabsorgdo, com um ou mais dos homdlogos controle, antes do
uso do antissoro policlonal no imunoensaio.

De modo a produzir antissoro para uso em um ensaio imune, um ou mais dos poli-
peptideos imunogénicos é produzido e purificado, conforme descrito neste relatério. Por e-
xemplo, uma proteina recombinante pode ser produzida em uma célula recombinante. Uma
cepa obtida por cruzamento endogadmico de camundongos (usada neste ensaio, pois 0s
resultados sdo mais reprodutiveis devido a identidade genética virtual dos camundongos) é
imunizada com a(s) proteina(s) imunogénica(s) em combinagdo com um adjuvante padrio,
como adjuvante de Freund, e um protocolo padrdo de imunizagao de camundongo (veja, por
exemplo, Harlow e Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publi-
cations, Nova lorque, para uma descrigdo padrao de produgdo de anticorpo, formatos de
imunoensaios e condi¢des que podem ser usadas para determinar imunorreatividade espe-
cifica.

As referéncias e debate adicionais de anticorpos também s&o encontrados neste re-
latério e podem ser aplicados neste relatério para definir polipeptideos por imunorreativida-
de. Sen&o, um ou mais polipeptideos sintéticos ou recombinantes derivados das sequéncias
divuigadas neste relatorio sao conjugados a uma proteina de transporte e usados como um
imunégeno.

Os soros policlonais séo coletados e titulados contra o polipeptideo imunogénico no
imunoensaio, por exemplo, um imunoensaio em fase sélida com uma ou mais das proteinas
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imunogénicas imobilizadas em um suporte sélido. O antissoro policlonal com um titulo de
10° ou mais é selecionados, reservado e subtraido com os polipeptideos de sintetase con-
trole para produzir antissoro policlonal, titulado, reservado e subtraido.

O antissoro policlonal, titulado, reservado e subtraido é testado quanto a reatividade
cruzada contra os homélogos controle em um imunoensaio comparativo. Neste ensaio com-
parativo, as condi¢gbes de ligagéo discriminatérias sdo determinadas para o antissoro poli-
clonal, titulado e subtraido que resulta em uma razio sinal/ruido pelo menos cerca de 5 a 10
vezes maior para ligagéo do antissoro policlonal titulado a proteina imunogénica em compa-
ragéo a ligagdo aos homologos de sintetase controle. Isto é, a estringéncia da reagdao de
ligagéo é ajustada pela adigdo de competidores ndo especificos, tais como albumina ou leite
em po desnatado, e/ou pelo ajuste de condigdes salinas, temperatura e/ou semelhantes.
Estas condi¢Ges de ligagdo sdo usadas em ensaio subsequentes para determinar se um
polipeptideo de teste (um polipeptideo comparado aos polipeptideos imunogénicos e/ou aos
polipeptideos controle) é especificamente ligado pelo antissoro policlonal subtraido.

Em um outro exemplo, os imunoensaios no formato de ligagdo competitiva sdo u-
sados para a detecgdo de um polipeptideo de teste. Por exemplo, conforme observado, os
anticorpos que reagem cruzadamente sdo removidos da mistura de antissoro reservada por
imunoabsorgdo com os polipeptideos controle. O(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) depois
séo imobilizados em um suporte sélido que é exposto ao antissoro reservado subtraido. As
proteinas de teste sdo adicionadas ao ensaio para competir pela ligagdo ao antissoro sub-
traido reservado. A habilidade da(s) proteina(s) de teste em competir pela ligagdo ao antis-
soro subtraido reservado em comparagao a(s) proteina(s) imobilizada(s) é comparada a
habilidade do(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) adicionado(s) ao ensaio em competir pela
ligagéo (os polipeptideos imunogénicos competem eficazmente com os polipeptideos imu-
nogénicos imobilizados pela ligagdo ao antissoro reservado). A reatividade cruzada percen-
tual para a proteina de teste é calculada, usando calculos padrio.

Em um ensaio paralelo, a habilidade das proteinas controle em competir pela liga-
¢ao0 ao antissoro subtraido reservado é opcionalmente determinada em comparagéo a habi-
lidade do(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) competirem pela ligagdo ao antissoro. De novo,
a reatividade cruzada percentual para os polipeptideos controle é calculada, usando calcu-
los padrao. Quando a reatividade cruzada percentual é pelo menos 5 a 10x tdo alta quanto
para os polipeptideos de teste em comparagdo aos polipeptidios controle e ou quando a
ligagdo dos polipeptideos de teste estd aproximadamente na faixa da ligagdo do polipepti-
deo imunogénico, diz-se que os polipeptideos de teste se ligam especificamente ao antisso-
ro subtraido reservado.

Em geral, o antissoro imunoabsorvido e reservado pode ser usado em um imuno-
ensaio de ligagdo competitiva, conforme descrito neste relatério, para comparar qualquer
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polipeptideo de teste ao(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) e/ou controle. De modo a fazer
esta comparagao, os polipeptideos imunogénicos, teste e controle sdo avaliados em uma
ampla gama de concentragdes e quantidade de cada polipeptideo exigida para inibir 50 %
da ligagdo do antissoro subtraido, por exemplo, para um controle imobilizado, proteina de
teste ou imunogénica é determinada usando técnicas padrdo. Se a quantidade do polipepti-
deo de teste requerido para a ligagdo no ensaio competitivo € menor do que duas vezes a
quantidade do polipeptideo imunogénico que é exigido, entdo se diz que o polipeptideo de
teste se liga especificamente a um anticorpo gerado para a proteina imunogénica, a quanti-
dade é pelo menos cerca de 5 a 10x tdo alta quanto para o polipeptideo controle.

Como uma determinagao adicional de especificidade, o antissoro reservado é op-
cional e completamente imunoabsorvido com o(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) (ao invés
dos polipeptideos controle) até que pouca ou nenhuma ligagao do antissoro reservado sub-
traido por polipeptideo imunogénico para o(s) polipeptideo(s) imunogénico(s) usado(s) na
aminoabsorgao é detectavel. Este antissoro completamente imunoabsorvido é entdo testado
quanto a reatividade com o polipeptideo de teste. Se pouca ou nenhuma reatividade é ob-
servada (isto é, ndo mais que 2x a razao sinal/ruido observada para ligagdo do antissoro
completamente imunoabsorvido ao polipeptideo imunogénico), entdo o polipeptideo de teste
é especificamente ligado ao antissoro elicitado pela proteina imunogénica.

Os detalhes adicionais sobre proteinas, anticorpos, antissoro, etc. podem ser en-
contrados em USSN 10/825.867 intitulado “Expanding the Eukaryotic Genetic Code”; WO
2002/085923, intitulado “In vivo incorporation of unnatural amino acids”; Patente U.S. N2
6.927.042 intitulada “Glycoprotein synthesis”; e Publicagdo de Patente U.S. N2 US
2004/0198637, intitulada “Protein Arrays”, os quais sdo incorporados como referéncia neste
relatério.

KITS

Os kits também s&o uma caracteristica da invengao. Por exemplo, é fornecido um
kit para produzir uma proteina que compreende pelo menos um aminoacido selecionado,
por exemplo, um aminoacido ndo natural, em uma célula, onde o kit inclui um recipiente con-
tendo uma sequéncia de polinucleotideos que codifica um O-tRNA e/ou um O-tRNA e/ou
sequéncia de polinucleotideos que codifica uma O-RS e/ou uma O-RS. Em uma modalida-
de, o kit inclui adicionalmente pelo menos um aminoéacido selecionado. Em uma outra moda-
lidade, o kit inclui um tRNA aminoacilado da invengao. Em uma outra modalidade, o kit com-
preende adicionalmente materiais de instrugdo para produzir a proteina.

Um exemplo adicional € um kit para produzir uma proteina que compreende pelo
menos um aminoacido selecionado, por exemplo, aminoacido nido natural, em um sistema
de tradugéo livre de células, onde o kit inclui um recipiente contendo uma sequéncia de poli-
nucleotideos que codifica um O-tRNA e/ou um O-tRNA e/ou uma sequéncia de polinucleoti-
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deos que codifica uma O-RS e/ou uma O-RS. Em uma modalidade, o kit inclui adicionalmen-
te um aminoacido selecionado. Em uma outra modalidade, o kit inclui um tRNA aminoacila-
do da invengdo. Em uma outra modalidade, o kit compreende adicionalmente materiais de
instrugao para produzir a proteina.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos sé@o oferecidos para ilustrar, mas nao para limitar a inven-
¢ao reivindicada. Uma pessoa habilitada reconhecerd uma variedade de pardmetros nao
criticos que devem ser alterados sem divergir do escopo da invengao reivindicada.

Exemplo 1: Selegcdo de Aminoacil-tRNA Sintetase contra Para-Acetil Fenilalanina

Duas bibliotecas de DNA foram triadas para aminoacil-tRNA sintetases contra para-
acetil fenilalanina, um aminoacido nao naturalmente codificado. Estas bibliotecas consistem
em seis mutagdes no gene da tirosil tRNA sintetase de Methanococcus jannaschi no plas-
mideo pBK.

Foi realizado procedimento de selegdo que consistiu de cinco rodadas alternadas
de selegao, trés positivas, duas negativas. As bibliotecas foram combinadas em uma razao
de 1:1 e eletroporadas na linhagem celular positiva (GeneHog com plasmideo de selegao
positiva, pREP) e plaqueadas em placas com meios minimos (GMML) com antibiéticos a-
propriados e o aminoacido ndo naturalmente codificado para-acetil fenilalanina (pAF). As
placas foram incubadas a 37 °C durante cerca de 40 horas, em que as células foram recu-
peradas por scraping. O DNA foi extraido usando um procedimento de Qiagen Mini-Prep e
entao foi purificado em gel de agarose para isolar o DNA de plasmideo da biblioteca.

Este DNA foi entdo eletroporado em linhagem celular negativa (GeneHog com
plasmideo de sele¢do negativa derivado de pBAD). Estes transformantes foram plaqueados
em placas de LB com antibidtico apropriado sem o aminoacido nao naturalmente codificado
(PAF). Apés cerca de 17 horas, estas células foram recuperadas por scraping e o DNA de
plasmideo foi purificado usando o procedimento de Qiagen Mini-Prep e entéo foi purificado
em gel de agarose.

As rodadas subsequentes de selegéo foram feitas utilizando o mesmo método de
eletroporagao, plaqueamento, recuperacgao e purificagao de DNA. Na ultima (quinta) rodada
de selegao, as diluigbes seriadas foram feitas das células de selegéo positiva transformadas
que foram plaqueadas em placas com meios minimos. As coldnias individuais foram entdo
retiradas e cultivadas em um bloco de 96 pogos durante a noite. Este bloco foi entdo repli-
cado em placas com meios minimos com concentragdes variadas de cloranfenicol (o antibié-
tico de seleg&o positiva) com e sem aminoacido nao natural pAF. Apds cerca de 40 horas de
crescimento a 37 °C, as placas foram visualmente comparadas para determinar quais cold-
nias cresceram na maior concentracao de cloranfenicol, mas que nao cresceram ou cresce-
ram de forma insatisfatéria na auséncia do aminoacido nao naturalmente codificado pAF. As
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coldnias que preencheram estes critérios foram cultivadas durante a noite. O DNA foi isola-
do das culturas por Mini-Prep e purificagdo em gel de agarose e foi sequenciado.

A partir desta sele¢ao por pAF, foram encontrados 13 clones tendo sequéncias Uni-
cas de aminoacido e foram submetidos a caracterizacdo adicional para determinar a fideli-
dade e processividade da pAF-tRNA sintetase.

Para caracterizar estas sintetases, supressdes ambar em pequena escala foram
realizadas para mostrar que o aminoacido néo naturalmente codificado pAF foi incorporado
em um polipeptideo e os resultados foram visualizados por SDS-PAGE. Uma Unica coldnia
foi retirada e cultivada durante a noite em caldo LB, que foi entdo usado para inocular 50 mL
de LB. Estas células foram cultivadas em uma OD de 0,3 a 0,4, ponto em que aliquotas de
1,5 mL foram tomadas como pontos de pré-indugao e a cultura foi dividida em dois frascos.
Um mM de pAF foi adicionado a uma divisdo e ambas foram cultivadas durante 30 minutos.
Apo6s 30 minutos de crescimento, ambas as culturas (pAF +/-) foram induzidas com 0,2 % de
L-Arabinose e cultivadas durante 4,5 horas e a ODgq foi registrada. As aliquotas de 1,5 mL
foram tomadas dos frascos de pAF +/- para a andlise através de SDS-PAGE.

As aliquotas de 1,5 mL (pré-indugéo, pAF +, pAF -) foram centrifugadas e 10.000 xg
durante 10 minutos para sedimentar as células. As células depois foram colocadas em sus-
pensédo em quantidades proporcionais de Bacterial Protein Extraction Reagent (BPER, Pier-
ce) relativas as suas ODgoo NO momento da recuperagédo. A DNase | foi adicionada as célu-
las lisadas e incubada a 4 °C durante 20 minutos. As amostras depois foram combinadas
com um agente redutor e pigmentos de carregamento e corridas em um gel Bis-Tris 4 a 12
% em tampao MES durante 30 minutos. O gel foi lavado em H,O DI duas vezes durante 10
minutos e pigmentado com pigmento azul de coomasie. As bandas de pAF +/- foram compa-
radas para a fidelidade da pAF-tRNA RS para resultar na incorporagiao de pAF e a banda
pAF + foi comparada a pAF-tRNA RS previamente selecionada.

Para verificar a processividade das RSs, o0 mesmo procedimento foi realizado com
um plasmideo contendo miogiobina C-H6 S4am (S4am-Myo). O S4am-Myo depois foi purifi-
cado por IMAC e enviado para sequenciamento de proteina para determinar a quantidade
de incorporagao de pAF.

Das pAF-tRNA RSs identificadas desta selegdo foi encontrada uma sintetase (E9)
que incorpora pAF eficazmente, com eficacia maior do que 95 % de incorporagédo de pAF
em S4am-Myo. A incorporagao foi determinada por sequenciamento de aminoacidos, en-
quanto a processividade foi mostrada por comparagédo de bandas de proteina em géis de
SDS-PAGE. A sequéncia de nucleotideos para E9 é mostrada na SEQ ID NO.: 4 e a se-
quéncia de aminoéacidos de E9 é mostrada na SEQ ID NO: 5.

Um mutante adicional com atividade similar a E9 foi identificado e tem a sequéncia
de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO 17.
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Exemplo 2: Mutagénese de tRNA
Trés mutantes foram gerados de tRNA J17. A sequéncia de DNA de J17 do tipo

selvagem é mostrada na SEQ ID NO: 8 e nas Publicagbes de Patente U.S. N*=
2003/0108885 como SEQ ID NO: 1 e US 2003/0082575 como SEQ ID NO: 1 (Pedido de
Patente U.S. N* de Série 10/126.931 e 10/126.927, respectivamente), ambos dos quais sao
incorporados como referéncia neste relatério. tRNA de J17 tem um par oscilante U51:G63
no tronco TWC, conforme mostrado na Figura 1.

Trés mutantes J17 (F12, F13 e F14) foram gerados para produzir pares de bases
de Watson-Crick nas posi¢gdes 51 e 63 do tronco TWC. A mutagénese foi realizada por PCR
de sobreposi¢cao e os constructos finais foram clonados em sitios de EcoRl e Ndel em um
plasmideo pET19 compreendendo a sequéncia de polinucleotideos que codifica a aminoacil
tRNA sintetase E9 (SEQ ID NO.: 4) e a sequéncia de polinucleotideos que codifica o hormé-
nio de crescimento humano (hGH) com uma substituigdo do cédon dmbar (SEQ ID NO.: 16).
A expressao de hGH ocorreu sob o controle do promotor de T7.

Foram gerados dois fragmentos por PCR de sobreposi¢dao. O primeiro fragmento foi
obtido por extensé@o de primers. A sequéncia do forward primer usada para gerar cada um
dos trés mutantes foi:

GTAACGCTGAATTCCCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAA
ATCCGCAT GGCGC (Ftam11; SEQ ID NO: 9).

Para gerar o mutante F12 (51C:63G), o primer reverso seguinte foi usado:

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCCGGATTTGAACCGGCGCCATGCGGATTTAG
AGTCCGCC GTTCTGC (Ftam12; SEQ ID NO: 10).

Para gerar o mutante F13 (51U:63A), o primerreverso seguinte foi usado:

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCTGGATTTGAACCAGCGCCATGCGGATTTAG
AGTCCGCCGTTCTGC (Ftam13; SEQ ID NO: 11).

Para gerar o mutante F14 (51A:63U), o primer reverso seguinte foi usado:

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCAGGATTTGAACCTGCGCCATGCGGATTTAG
AGTCCGCCGTTCTGC (Ftam14; SEQ ID NO: 12).

Para gerar o segundo fragmento, o plasmideo pET19 J17 E9 hGH compreendendo
a sequéncia de polinucleotideos para tRNA J17 (SEQ ID NO: 8), a sequéncia de polinucleo-
tideos codificando a tRNA sintetase E9 (SEQ ID NO: 4) e a sequéncia de polinucleotideos
codificando o horménio de crescimento humano com uma substituigio de cédon ambar
(SEQ ID NO: 16) foram usadas como molde para amplificagdo com o par de primers seguin-
te:

CGCCGGACCACTGCAGATCCTTAGCGAAAGCTAAGGATTTTTTTTAAGC  (for-
ward primer; Ftam15; SEQ ID NO: 13) e CAAATTCGTCCATATGGGATTCC (Ftam16; SEQ
ID NO: 14). O forward primer foi usado para prolongar a sequéncia a partir da extremidade
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3’ de tRNA até o sitio Nde | do plasmideo. O produto resultante foi purificado em gel.

A etapa final de PCR de sobreposigdo envolveu o forward primer
GTAACGCTGAATTCCCGGCG (Ftam17; SEQ ID NO: 15), primer reverso Ftam16 (SEQ ID
NO: 14), o primeiro fragmento e o segundo fragmento. Os produtos montados foram digeri-
dos com EcoR | e Nde | e ligados no plasmideo pET19 J17 E9 hGH digerido com EcoR | e
Nde I. A sequéncia de cada constructo foi confirmada por sequenciamento e as sequéncias
de DNA para cada um dos tRNAs mutantes de J17 sdo mostradas como SEQ ID NO: 1
(F12), SEQ ID NO: 2 (F13), e SEQ ID NO: 3 (F14). Os tRNAs foram nomeados apds seus
primers reversos correspondentes.

Expressao de proteina

Os plasmideos codificando os tRNAs (J17, F12, F13 ou F14) foram transformados
em células hospedeiras bacterianas de E. coli cepa 1 e cepa 2 por meios quimicos e pla-
queados em placas de LB agar com 50 pg/mL de carbenicilina. As placas foram incubadas a
37 °C durante a noite. Para cada tRNA, uma Unica col6nia foi retirada para comegar uma
cultura durante a noite a 37 °C em 1 mL de 2xYT com 50 pg/mL de carbenicilina. Este 1 mL
de cultura foi usado para inocular duas culturas de 2xYT com 50 pg/mL de carbenicilina a 37
°C. Uma cultura de 10 mL foi suplementada com 4 mM de para-acetilfenilalanina. Na ODggo =
0,7, a expressao de hGH foi induzida com 0,4 mM de IPTG. Apds cultivo das células a 37 °C
durante 4 horas com 250 rpm, as células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 x g du-
rante 5 minutos. As células foram lisadas com reagente B-PER (Pierce, Rockford, IL), su-
plementadas com 5 pg/mL de DNAse |. O lisato celular total foi analisado através de SDS-
PAGE 4 a 12 %.

A Figura 2 mostra uma analise de lisatos celulares de cepa 1 de E. coli através de
SDS-PAGE. A supressédo de um cédon seletor no horménio de crescimento humano foi rea-
lizada usando J17 ou tRNA mutante (F12, F13, F14) de J17 e a aminoacil tRNA sintetase
E9. As células que hospedam mutantes J17 cresceram mais devagar em relagéo as células
que hospedam J17. Nenhum produto de hGh de comprimento total foi observado por SDS-
PAGE para os mutantes de tRNA na auséncia de para-acetilfenilalanina 4 mM. Na presenca
de para-acetilfenilalanina 4 mM, o produto de comprimento total foi produzido com cada um
dos mutantes de tRNA, demonstrando que estes pares de tRNA mutante-RS E9 sio ortogo-
nais ao mecanismo de E. coli. Com base em SDS-PAGE, o rendimento de hGH suprimido
dos mutantes de J17 foi de aproximadamente 1,5 a 2 vezes maior do que aquele de J17 na
cepa 1 de E. coli.

Um mutante de J17, F13, foi adicionalmente testado em linhagem celular bacteriana
de cepa 2 de E. coli para supressdo ambar, conforme mostrado na Figura 3. Na cepa 2 de
E. coli, a expressado, assim como os rendimentos de supressido dmbar foram reduzidos em
relagdo aqueles da cepa 1 de E. coli. Na auséncia de para-acetilfenilalanina, nenhum produ-
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to de hGH de comprimento total foi observado por SDS-PAGE. Na presenga de para-
acetilfenilalanina 4 mM, hGH de comprimento total foi observado para ambos os tRNAs.
Com base em SDS-PAGE, o rendimento de hGH suprimido de F13 foi cerca de trés vezes

maior do que aquele de J17.

Uma corrida de fermentagdo comparando J17 e F13 foi realizada com um volume

final de aproximadamente 1,5 L. O plasmideo que codifica o tRNA J17 e o plasmideo que

codifica tRNA de F13 foram transformados na cepa 1 de E. coli. A densidade celular final

para cada um foi de aproximadamente 190 g de células umidas/L. O titulo de hGH foi de 347

mg/L para o clone J17 e 542 mg/L para o clone F13.

TABELA 1
SEQ .
Marcagao SEQUENCIA
ID NO:
DNA CCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCC
1 G
F12 CATGGCGCCGGTTCAAATCCGGCCCGCCGGACCA
DNA CCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCC
2 G
F13 CATGGCGCTGGTTCAAATCCAGCCCGCCGGACCA
DNA CCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCC
3 F14 G
CATGGCGCAGGTTCAAATCCTGCCCGCCGGACCA
ATGGACGAATTTGAAATGATAAAGAGAAACACATCTGAAATTAT
CAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAAAAAGATGAAAAA
TCTGCTGTTATAGGTTTTGAACCAAGTGGTAAAATACATTTAGG
GCATTATCTCCAAATAAAAAAGATGATTGATTTACAAAATGCTG
GATTTGATATAATTATATATTTGGCTGATTTACACGCCTATTTAA
ACCAGAAAGGAGAGTTGGATGAGATTAGAAAAATAGGAGATTA
TAACAAAAAAGTTTTTGAAGCAATGGGGTTAAAGGCAAAATAT
4 Acido nucle- | GTTTATGGAAGTGAACATGGTCTTGATAAGGATTATACACTGAA
ico E9 RS TGTCTATAGATTGGCTTTAAAAACTACCTTAAAAAGAGCAAGAA

GGAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATCCAAAGGT
TGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATGGGATTCATT
ATGAGGGCGTTGATGTTGCAGTTGGAGGGATGGAGCAGAGAA
A

AATACACATGTTAGCAAGGGAGCTTTTACCAAAAAAGGTTGTTT
GTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGGAGAAGGAAA
G
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ATGAGTTCTTCAAAAGGGAATTTTATAGCTGTTGATGACTCTCC
A
GAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCATACTGCCCAGCTG
GAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGATAGCTAAATACTTC
CITGAATATCCTTTAACCATAAAAAGGCCAGAAAAATTTGGIGG
AGATTTGACAGTTAATAGCTATGAGGAGTTAGAGAGTTTATTTA
AAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTTAAAAAATGCTGTAGCT
GAAGAACTTATAAAGATTTTAGAGCCAATTAGAAAGAGATTATA
A

MDEFEMIKRNTSEIISEEELREVLKKDEKSAVIGFEPSGKIHLGHYL
Q
IKKMIDLQNAGFDIIIYLADLHAYLNQKGELDEIRKIGDYNKKVFEA

Aminoacido | MGLKAKYVYGSEHGLDKDYTLNVYRLALKTTLKRARRSMELIAR
> E9 RS EDENPKVAEVIYPIMQVNGIHYEGVDVAVGGMEQRKIHMLARELL
PKKVVCIHNPVLTGLDGEGKMSSSKGNFIAVDDSPEEMAKIKKAY
CPAGVVEGNPIMEIAKYFLEYPLTIKRPEKFGGDLTVNSYEELESLF
KNKELHPMDLKNAVAEELIKILEPIRKRL
HL(TAG)3 CCCAGGGTAGCCAAGCTCGGCCAACGGCGACGGACTCTAAAT
6 tRNA cC
DNA GTTCTCGTAGGAGTTCGAGGGTTCGAATCCCTTCCCTGGGACC
A
GCGGGGGTTGCCGAGCCTGGCCAAAGGCGCCGGACTTCAAAT
. HL(TGA)1 CcC
tRNA DNA GGTCCCGTAGGGGTTCCGGGGTTCAAATCCCCGCCCCCGCAC
CA
J17 CCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCC
M. jannas-| G
8 chii CATGGCGCTGGTTCAAATCCGGCCCGCCGGACCA
MtRNA cua
DNA
Primer GTAACGCTGAATTCCCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGG
9 C
FTam11
GGACTCTAAATCCGCATGGCGC
Primer GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCCGGATTTGAACCGGCGCCAT
10 GC
FTam12
GGATTTAGAGTCCGCCGTTCTGC
11 Primer GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCTGGATTTGAACCAGCGCCAT
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Ftam13

GCCATGC
GGATTTAGAGTCCGCCGTTCTGC

12

Primer
FTami4

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCAGGATTTGAACCTGCGCCAT
GC
GGATTTAGAGTCCGCCGTTCTGC

13

Primer
FTam15

CGCCGGACCACTGCAGATCCTTAGCGAAAGCTAAGGATTTTTT
T
TAAGC

14

Primer
FTam16

CAAATTCGTCCATATGGGATTCC

15

Primer
FTami7

GTAACGCTGAATTCCCGGCG

16

hGH (DNA)

ATGGGCCACCACCACCACCACCACTTCCCAACCATTCCCTTAT
CcC
AGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACC
A
GCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTAGATC
C
CAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTC
C
CTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGG
A
AACACAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTG
C
TGCTCATCCAGTCGTGGCTGGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGA
GT
GTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAAC
GT
CTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTG
A
TGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCT
T
CAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGAT
GACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGA
A
GGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTG
CcC
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GCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAA
MDEFEMIKRN TSEIISEEEL REVLKKDEKS AVIGFEPSGK
IHLGHYLQIK KMIDLQNAGF DIlIYLADLH AYLNQKGELD
Mutante E1RKIGDYNK KVFEAMGLKA KYVYGSEHGL DKDYTLNVYR
LALKTTLKRA RRSMELIARE DENPKVAEVI YPIMQVNGIH
[E)§86R de YEGVDVAVGG MEQRKTEIMLA RELLPKKVVC IHNPVLTGLD
GEGKMSSSKG NFIAVDDSPE EIRAK1KKAY CPAGVVEGNP
IMEIAKYFLE YPLT1KRPEK FGGDLTVNSY EELESLFKNK
ELHPMRLKNA VAEELIKILE PIRKRL
18 Primer 1 de | gtattaccctgttatccctatggcgaaattcagaatgattctc
Y31
19 Primer 2 de | cagaaaccgcgtgttgttcctaaacaatgtaatcattac
Y31
20 Primer 3 de | gtaatgattacattgtttaggaacaacacgcggtttctg
Y31
o1 Primer 4 de | gagagcggtgtttgcgtactg
Y31
- Primer 5 de | attaccctgttatccctagacgctcagtggaacgaaaactcacg
Y31
o3 Primer 6 de | tagggataacagggtaatacaatttcaggtg
Y31
o4 Primer 7 de | ggtcagcttgtcgaaagtaccg
Y31
o8 Primer 8 de | ctacggttcgatcatctccagctagggataacagggtaat
Y31
Primer 1 de | gtattaccctgttatccctatggcgaaattcagaatgattctc
26 N51
27 Primer 2 de géttacattgtttgggaacaacacgcggtttctg
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N51
o8 Primer 3 de | cagaaaccgcgtgttgttcctaaacaatgtaatc
N51
o9 Primer 4 de | Gagagcggtgtagcgtactg
N51
30 Primer 5 de | attaccctgltatcccta gacgctcagtggaacgaaaactcacg
N51
a1 Primer 6 de | tagggataacagggtaatacaatttcaggtg
N51
40 Primer 7 de | ggtcagcttgtcgaaagtaccg
N51
Primer 8 de | ctaaacaatgtaatctagggataacagggtaat
3 N51
atggctatctcaatcaagaccccagaagatatcgaaaaaatgcgegtcgetggece
gactggctgccgaagtgctggagatgatcgaaccgtaggttaaaccgggegtcag
caccggcgagctggatcgcatctgtaatgattacattgttaatgaacaacacgceg
gtttctgcctgecteggctatcacggctatccgaaatcecgtitgcatctctatta
atgaagtggtgtgccacggtatcccggacgatgctaagctgctgaaagatggega
tatcgttaacattgatgtcaccgtaatcaaagatggtttccacggcgatacctcg
aaaatgtttatcgtcggtaagccgaccatcatgggcgaacgtctgtgccgcatca
cgcaagaaagcctgtacctggcgctacgcatggtaaaaccaggcattaatctgeg
cgaaatcggtgcggcgattcagaaatttgtcgaagcagaaggcttctcegtegtt
MAP Y31 cgtgaatattgcggacacggtattggtcgcggcticcatgaagaaccgcaggtge
34 Ambar tgcactatgactcccgtgaaaccaacgtcgtactgaaacctgggatgacgttcac
Mutante A12 | catcgagccaatggtcaacgcgggtaaaaaagagatccgcaccatgaaagatgge
tggacggtaaaaaccaaagatcgcagcttgtctgcacaatatgagcatactattg
tggtgactgataacggctgcgaaattctgacgctacgcaaggatgacaccatccc
ggcgataatctcgcacgacgaataa
MAP N51 atggctatctcaatcaagaccccagaagatatcgaaaaaatgcgegtcgetggece
35 Ambar gactggctgccgaagtgctggagatgatcgaaccgtatgttaaaccgggcegtcag
Mutante D2 | caccggcgagctggatcgcatctgtaatgattacattgtitaggaacaacacgeg
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gtttctgcctgecteggcetatcacggcetatccgaaatcegtttgeatctetatta
atgaagtggtgtgccacggtatcccggacgatgctaagetgctgaaagatggcga
tatcgttaacattgatgtcaccgtaatcaaagatggtttccacggcgatacctcg
aaaatgtttatcgtaggtaagccgaccatcatgggcgaacgtctgtgccgeatca
cgcaagaaagcctgtacctggcgctacgcatggtaaaaccaggcattaatctgeg
cgaaatcggtgcggcgattcagaaatttgtcgaagcagaaggcttctccgtegtt
cgtgaatattgcggacacggtattggtcgcggcettccatgaagaaccgcaggtgce
tgcactatgactcccgtgaaaccaacgtcgtactgaaacctgggatgacgttcac
catcgagccaatggtcaacgcgggtaaaaaagagatccgcaccatgaaagatggce
tggacggtaaaaaccaaagatcgcagcttgtctgcacaatatgagcatactattg
tggtgactgataacggctgcgaaattctgacgctacgcaaggatgacaccatccce
ggcgataatctcgcacgacgaataa

Exemplo 3: Vacina Viva da Ambrx para Mycobacterium avium subespécie paratu-

berculosis

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é uma bactéria patogéni-
ca que causa doenga de Johne no gado bovino e outros ruminantes. Um estudo recente
estimou que 21 % dos rebanhos leiteiros dos Estados Unidos sao infectados, resultando em
perdas econdémicas consideraveis a industria de laticinios, totalizando mais do que $200
milhdes por ano. A doenga de Johne apenas pode ser tratada com uma combinagao de an-
tibidticos, tais como Rifabutina e um macrolideo, tal como Claritromicina. Os regimes de tra-
tamento podem durar anos. Uma vacina de MAP eficaz é fundamental, pois as vacinas para
paratuberculose comercialmente disponiveis ndo sao completamente eficazes na prevengao
da doenga.

Conexao Entre MAP e Doenca de Crohn Humana

A doenca de Crohn afeta entre 400.000 a 600.000 pessoas na América do Norte.
As estimativas de prevaléncia para o Norte da Europa variaram de 27 a 48 em 100.000.
Suspeita-se que MAP seja um agente causador da doenga de Crohn em seres humanos,
mas esta conex&o é controversa. Partindo do pressuposto que MAP é um agente causador
da doenga de Crohn, a Giaconda pretende comercializar uma combinagdo de Rifabutina,
claritromicina e clofazimina (Myoconda) como uma terapia medicamentosa potencial para a
doenga de Crohn. Com uma resposta clinica de quase 95 % do experimento clinico inPhase
Il, o experimento Fase llla demonstrou um aperfeigoamento estatisticamente significante na
obtengao de remissdo em 16 semanas em comparagao a terapia convencional. Entretanto,
Myoconda® ndo apresentou resultados estatisticamente significantes na manuten¢iao da
remissao depois que a terapia foi concluida neste experimento.

Atualmente, as vacinas disponiveis oferecidas sdo vacinas vivas atenuadas (cepa
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316 F), com base em células totais mortas (cepa 18) e também existe um experimento de
vacina de subunidade em andamento, entretanto, as vacinas atuais apenas retardam a eli-
minagéo fecal e progressao a doenga clinica, mas nao protegem contra a infecgdao (Expert
Rev. Vaccines 7(6) 2008). Portanto, procura-se uma vacina que seja racionalmente atenua-
da.

Devido ao fato de que a sequéncia genémica completa de MAP foi publicada
(PNAS 2005 12344-12349) e a expressdo do gene estranho em MAP foi realizada, a dele-
cao especifica do gene e mutagéo sitio-especifica sdo agora ferramentas disponiveis para
MAP (Applied and Environmental Microbiology 2008, 1687-1695). A vacina da Ambrx sera
um organismo total geneticamente modificado MAP dependente de aminoacido ndo natural
que sera administrada como uma vacina para prevenir infeccdo por MAP em animais. Ge-
nes essenciais sdo selecionados e depois sdo transformados para incluir uma ou mais mu-
tagbes ambar sitio-especificas. O MAP é caracterizado através da cultura celular com e sem
0 aminoacido ndo natural presente no meio de cultura, taxas de reversdo sdo caracterizadas
e o0 organismo total.

Exemplo 4: Criacdo de Supressdo Competente/Células Lambda Red

Uma cepa de E. coli foi preparada. A cepa de E. coli é capaz de supressao ambar e
Recombinagao Lambda Red. E. coli W3110 foram preparadas contendo pKD46n mostrado
na Figura 5 e depois foram transformadas por eletroporagdo com o plasmideo pVK10/camR
mostrado na Figura 4. Transformantes positivos foram selecionados em placas de LB agar
contendo ampicilina 50 pug/mL e cloranfenicol 34 ug/mL cultivadas durante 48 horas a 30 °C.

Células eletrocompetentes contendo os dois plasmideos foram preparadas através
do crescimento de uma cultura de 500 mL contendo os dois plasmideos em meio LB con-
tendo ampicilina 50 ug/mL, cloranfenicol 34 ug/mL e arabinose 0,2 % em uma OD600 final
de 0,5. As células depois foram lavadas trés vezes em glicerol 10 % e recolocadas em sus-
pensédo em 500 uL de glicerol 10 %. Aliquotas de 60 uL foram armazenadas a -80 °C para
uso posterior.

Exemplo 5: Criacdo de Metiona Amino Peptidase Letal Condicional

Cepas de E. coli com metiona amino peptidase condicionalmente letal foram gera-
das. Uma mutagdo ambar foi introduzida em um dos dois sitios no gene de metiona amino
peptidase, Y31 ou N51. Para integrar estes mutantes no cromossomo de E. coli, uma parte
linear de DNA recombinante foi gerada por sobreposigdo da PCR, conforme mostrado no
diagrama na Figura 6. Primeiro, usando os primers 1 e 2 (SEQ ID NO: 18 ou 26), a extremi-
dade 5’ do gene de metiona amino peptidase foi clonada (produto A da PCR), terminando no
aminoacido selecionado (Y31 ou N51) que foi convertido do cddon nativo ao cddon ambar. A
extremidade 3’ do gene de metiona amino peptidase foi clonada, iniciando com a mutagio
ambar, usando os primers 3 (SEQ ID NO: 20 ou 28) e 4 (SEQ ID NO: 21 ou 29) (produto B
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da PCR). Os dois produtos de reagao se sobrepdem na sequéncia que flanqueia a mutagao
ambar, e estes produtos foram amplificados com os primers 1 (SEQ ID NO: 18 ou 26) e 4
(SEQ ID NO: 21 ou 29) para fornecer o produto C, o gene de metiona amino peptidase com-
pleto com uma substituigdo no cédon ambar na posicdo 31 ou 51.

Para criar o molde de mutagénese completo, um marcador de resisténcia a Cana-
micina flanqueado por I-scel residente em sitios de reconhecimento da endonuclease foi
amplificado usando os primers 5 (SEQ ID NO: 22 ou 30) e 6 (SEQ ID NO: 23 ou 31) no DNA
a partir de uma cepa de E. coli previamente gerada (produto D da PCRY). Os primers 7 (SEQ
ID NO: 24 ou 32) e 8 (SEQ ID NO: 25 ou 33) foram usados para amplificar a sequéncia ge-
némica a montante da metiona amino peptidase e da extremidade 5’ da metiona amino pep-
tidase, para incluir a remogdo do marcador de resisténcia a canamicina e recombinag¢ao
homdloga (produto E da PCR). O molde de DNA final para a transformagéo foi criado ampli-
ficando-se os fragmentos E, D e C usando os primers 7 (SEQ ID NO: 24 ou 32) e 4 (SEQ ID
NO: 21 ou 29).

Exemplo 7: Transformacio e Selecdo de Clones de Metiona Amino Peptidase Letal
Condicional

O molde de transformagao gerado por sobreposicdo de PCR foi usado para trans-
formar células positivas de pKD46, pVK10-camR eletrocompetentes. Transformantes positi-
vos foram selecionados através do crescimento de colonias em placas de LB agar contendo
Ampicilina 50 ug/mL, Canamicina 50 yg/mL e pAF 2 mM durante 48 a 72 horas a 30 °C. Pa-
ra testar o crescimento dependente de pAF, 96 colonias para cada sitio foram cultivadas em
1 mL de LB contendo Ampicilina 50 pug/mL, Canamicina 50 pg/mL e pAF 1 mM durante 72
horas a 30 °C, também mostrado nas Figuras 7, 8 e 9. Estes clones depois foram plaquedos
em réplica em LB &gar contendo Ampicilina 50 ug/mL, Canamicina 50 ug/mL e pAF 2 mM e
LB agar contendo Ampicilina 50 pg/mL e Canamicina 50 ug/mL sem pAF. Estas placas em
réplica foram cultivadas durante 72 horas a 30 °C e depois foram contadas quanto ao cres-
cimento. Os clones que exibiram crescimento apenas na presenca de pAF 2 mM foram se-
lecionados para analise adicional.

Exemplo 8: Selecédo e Maturacéo do Clone

Os clones que foram positivos quanto a dependéncia de pAF foram selecionados
para estudo adicional.

Estes clones foram Y31 A12, Y31 C5, Y31 E3, N51 D2 e N51 H9. Os clones foram
novamente triados individualmente e todos cresceram apenas em meio contendo pAF. To-
dos os clones foram sequenciados quanto & presenga de um cédon ambar (tag) no sitio a-
propriado: Y31 ou N51. Todos os cinco apresentaram um cédon ambar na localizagdo apro-
priada. Os clones Y31 A12 e N51 D2 depois foram isolados e o plasmideo pKD46 foi remo-
vido através de tratamento por calor repetido a 37 °C.
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Uma vez que pKD46 e resisténcia a ampicilina foram removidos, as células foram

transformadas com plasmideo contendo a enzima I-Scel. Depois do tratamento com esta

enzima, varios clones foram selecionados e testados quanto a resisténcia a canamicina. Os

clones que nao foram resistentes a canamicina foram resequenciados e congelados em es-

toques de glicerol 10 %. Estes clones serao os clones de metiona amino peptidase depen-

dentes de pAF finais.

Em algumas modalidades da presente invengdo, as taxas de reversdo desejadas,

esquematicamente consideradas na Figura 11, serdo menores do que 10° de frequéncia de

reversdo com uma unica troca. Os clones Y31 e N51 foram testados e as taxas de reversao

sao mostradas na Tabela 2.

TABELA 2
Clone Teste 1 Teste 2
<3x10°
Y31 2,78 x 10°
(nada detectado)
<2x 10°
N51 6,82 x 10°
(nada detectado)
TABELA 3

Genes Essenciais em E. coil

Alt. Sim- | Simbolo | Produto de Gene

bolo

b0026 ileS Isoleucil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.5)

b0027 IspA Peptidase de sinal de lipoproteina (EC 3.4.23.36)

b0029 ispH* Proteina IspH (lytB)

b0083 ftsL Proteina de divisdo celular ftsL

b0084 ftsl Precursor da peptidoglicano sintetase ftsi

b0085 murE UDP-N-acetiimuramoilalanil-D-glutamato-2,6-diaminopimelato ligase
(EC 6.3.2.13)

b0088 murD UDP-N-acetilmuramoilalanina--D-glutamato ligase (EC 6.3.2.9)

b0089 ftsW Proteina de divisao celular ftsw

b0090 murG UDP-N-acetilglucosamina-N-acetilmuramil-(Pentapeptideo) pirofosfo-
ril-undecaprenol N-acetilglucosamina transferase (EC 2.4.1.)

b0091 murC UDP-N-acetilmuramato-alanina ligase (EC 6.3.2.8)

b0093 ftsQ Proteina de divisdo celular ftsQ

b0094 ftsA Proteina de divisdo celular ftsA

b0095 ftsZ Proteina de divisao celular ftsZ

b0098 SecA Subunidade secA da pré-proteina translocase
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b0168 map Metionina aminopeptidase (EC 3.4.11.18)

b0169 rpsB 30S proteina ribossomal S2

b0171 pyrH Uridilato quinase (EC 2.7.4.-)

b0172 frr Fator de reciclagem do ribossomo

b0174 uppS Undecaprenil pirofosfato sintetase (EC 2.5.1.31)

b0175 cdsA Fosfatidato citidililtransferase (EC 2.7.7.41)

b0180 fabZ (3R)-Hidroximiristoil-[proteina de transporte de acila] desidratase (EC
4.2.1.-)

b0181 IpxA Acil-[proteina de transporte de acila]-UDP-N-acetilglucosamina O-
aciltransferase (EC 2.3.1.129)

b0182 IpxB Lipideo-A-dissacarideo sintase (EC 2.4.1.182)

b0184 dnaE Subunidade alfa da DNA polimerase Ill (EC 2.7.7.7)

b0185 accA Subunidade alfa da acetil-coenzima A carboxilase carboxil transfera-
se (EC 6.4.1.2)

b0194 proS Prolil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.15)

b0416 nusB proteina B da substéancia de utilizagdo de N

b0420 dxs 1-Desdxi-D-xilulose 5-fosfato sintase (EC 4.1.3.37)

b0421 iSPA Geraniltranstransferase (EC 2.5.1.10)

b0470 dnaX Subunidade tau de DNA polimerase Il (EC 2.7.7.7)

b0474 adk Adenilato quinase (EC 2.7.4.3)

b0526 cysS Cisteinil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.16)

b0634 mrdB Proteina determinante na forma de bastido rodA

b0635 mrdA Proteina de ligagdo a penicilina 2

b0640 holA Subunidade delta de DNA polimerase Il (EC 2.7.7.7)

b0642 leuS Leucil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.4)

b0680 ginS Glutaminil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.18)

b0893 serS Seril-tRNA sintetase (EC 6.1.1.11)

b0914 msbA Proteina de ligagao a ATP de transporte provavel msbA

b0918 kdsB 3-Desoxi-mano-octulosonato citidililtransferase (EC 2.7.7.38)

b0930 asnS Asparaginil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.22)

b0954 fabA 3-Hidroxidecanoil[proteina de transporte de acila] desidratase (EC
4.2.1.60)

b1084 me Ribonuclease E (EC 3.1.4.-)

b1092 fabD Malonil CoA-proteina de transporte de acila transacilase (EC
2.3.1.39)

b1093 fabG 3-Oxoacil-[proteina de transporte de acila] redutase (EC 1.1.1.100)
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b1098 tmk Timidilato quinase (EC 2.7.4.9)

b1099 holB Subunidade delta’ de DNA polimerase Ill (EC 2.7.7.7)

b1116 lolC Proteina transmembrana do sistema de liberagao de lipoproteina 1oIC
b1117 lolD proteina de ligagao a ATP do sistema de lipoproteina lolD

b1118 lolE Proteina transmembrana do sistema de liberagao de lipoproteina IolE
b1133 trmU tRNA (5-metilaminometil-2-tiouridilato)-metiltransferase (EC 2.1.1.61)
b1207 prsA Ribose-fosfato pirofosfoquinase (EC 2.7.6.1)

b1274 topA DNA topoisomerase | (EC 5.99.1.2)

b1288 fabl Enoil-[proteina de transporte de acila] redutase [NADH] (EC 1.3.1.9)
b1714 pheS Cadeia alfa da fenilalanil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.20)

b1716 rplT 508S proteina ribossomal L20

b1718 infC Fator de iniciagao de tradugéo IF-3

b1740 nadE NAD(+) sintetase dependente de NH(3) (EC 6.3.5.1)

b1866 aspS Aspartil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.12)

b1876 argS Arginil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.19)

b2185 rplY 508 proteina ribossomal L25

b2234 nrdA Cadeia alfa da ribonucleosideo-difosfato redutase 1 (EC 1.17.4.1)
b2235 nrdB Cadeia beta da ribonucleosideo-difosfato redutase 1 (EC 1.17.4.1)
b2323 fabB 3-Oxoacil-[proteina de transporte de acila] sintase | (EC 2.3.1.41)
b2400 gitx Glutamil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.17)

b2411 ligA DNA ligase (EC 6.5.1.2)

b2412 ZipA Proteina de divisao celular zipA

b2496 yfgE Proteina hipotética yfgE

b2514 hisS Histidil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.21)

b2563 acpS Holo-[proteina de transporte de acila] sintase (EC 2.7.8.7)

b2606 rplS 508 proteina ribossomal L19

b2607 trmD tRNA (Guanina-N(1)-)-metiltransferase (EC 2.1.1.31)

b2609 rpsP 30S proteina ribossomal S16

b2610 ffh Proteina da particula de reconhecimento do sinal

b2614 grpE Proteina GrpE

b3018 plsC 1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase (EC 2.3.1.51)

b3019 parC Subunidade A da topoisomerase IV (EC 5.99.1.-)

b3030 parkE Subunidade B da topoisomerase IV (EC 5.99.1.-)

b3041 ribB 3,4-di-Hidroxi-2-butanona 4-fosfato sintase

b3067 rpoD Fator sigma da RNA polimerase rpoD

b3165 rpsO 30S proteina ribossomal S15
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b3183 yhbZ Proteina de ligagao a GTP hipotética yhbZ

b3230 rpsi 30S proteina ribossomal S9

b3231 rpiM 508 proteina ribossomal L13

b3287 def Peptideo deformilase (EC 3.5.1.88)

b3298 rpsMm 308 proteina ribossomal S13

b3300 secY Subunidade secY da pré-proteina translocase

b3301 rplO 508 proteina ribossomal L15

b3303 rps 30S proteina ribossomal S5

b3304 rpIR 50S proteina ribossomal L18

b3305 rplF 50S proteina ribossomal L6

b3307 rpsN 30S proteina ribossomal S14

b3309 rpiX 508 proteina ribossomal L24

b3310 rpIN 508 proteina ribossomal L14

b3311 rpsQ 308 proteina ribossomal S17

b3316 rpsS 30S proteina ribossomal S19

b3317 rplB 50S proteina ribossomal L2

b3318 rpIwW 508 proteina ribossomal L23

b3319 rplD 50S proteina ribossomal L4

b3320 rplC 50S proteina ribossomal L3

b3321 rpsJ 30S proteina ribossomal S10

b3340 fusA Fator de elongagao G

b3342 rpsL 30S proteina ribossomal S12

b3384 trpS Triptofanil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.2)

b3464 ftsY Proteina de divisao celular ftsY

b3559 glyS Cadeia beta da glicil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.14)
b3633 kdtA 3-Desodxi-D-mano-acido octulosénico-transferase (EC 2.-.-.-)
b3634 coaD Fosfopanteteina adenililtransferase (EC 2.7.7.3)

b3640 dut Desoxiuridina 5'-trifosfato nucleotideo-hidrolase (EC 3.6.1.23)
b3648 gmk Guanilato quinase (EC 2.7.4.8)

b3702 dnaA Proteina do iniciador de replica¢ido cromossémica dnaA
b3730 glmu Proteina gimU bifuncional

b3865 engB Proteina de ligagao a GTP provavel engB

b3967 murl Glutamato racemase (EC 5.1.1.3)

b3985 rpiJ 50S proteina ribossomal L10

b3986 rplL 508 proteina ribossomal L7/L12

b3987 rpoB Cadeia beta da RNA polimerase dirigida ao DNA (EC 2.7.7.6)
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b3988 rpoC Cadeia beta’ da RNA polimerase dirigida ao DNA (EC 2.7.7.6)
b4052 dnaB DNA helicase replicativa (EC 3.6.1.-)
b4142 groS Chaperonina 10 kDa
b4143 groL Chaperonina 60 kDa
b4147 efp Fator de elongagao P
b4200 rpsF 30S proteina ribossomal S6
b4226 ppa Pirofosfatase inorganica (EC 3.6.1.1)
b4258 valS Valil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.9)
b4361 dnaC Proteina de replicagao de DNA dnaC
b4362 dnaT Proteina primossomal |

Exemplo 9:

Cepa de origem do mesmo tipo e passagem, conforme usado para vacina contra
poliomielite (oral), sédo transformadas para incluir mutagées Ambar em mais do que um gene
essencial, e cultura.

Cultura Celular:

i) Substratos celulares diferentes para a propagagao de virus incluem linhagem ce-
lular diploide humana, células de rim de macaco, linhagem celular Vero ou qualquer outra
cultura celular adequada, ii) Produgéo de células em larga escala: 1. Preparagdo do banco
celular de trabalho do fabricante (MWCB): MWCB, no caso de culturas celulares primarias
(células derivadas de tecido normal e armazenadas sob congelamento em temperatura me-
nor do que 70° C.) ou a partir de quaisquer outras, permitiu que a linhagem celular continua
seja preparada a partir das células e as células reservadas depois da subcultura em série
dentro do numero especificado de culturas celulares. 2. Qualquer um dos sistemas seguin-
tes pode ser usado, o qual é sempre adequado, para o aumento gradual no volume de célu-
las. Frascos rotatorios: O crescimento em frascos rotatérios difere daquele em culturas esta-
cionarias na distribuigcdo de células em superficie de vidro e em densidade celular maxima
atingivel. Culturas em frasco rotatério ndo se deterioram menos rapidamente, conforme elas
podem tolerar uma densidade quase duas vezes maior do que aquela das culturas estacio-
narias. As células de mamiferos cultivadas em cultura de monocamada se adaptardo melhor
a técnica de frascos rotatdrios. Preparagdes celulares: Estas sdo pilhas de bandejas de cul-
tura que compartilham uma entrada comum e orificio de saida. Estas fornecem células com
uma superficie de crescimento tdo grande quanto dentro do frasco rotatorio, mas ocupam
menos espago dentro do incubador. Estas sdo ideais para culturas celulares aderentes, tém
baixa contaminag¢do, risco e sdo compactas. Sistema de transporte Roux flasks Micro 3.
Amostras para culturas celulares controle sdo separadamente incubadas durante pelo me-
nos duas semanas e estas sdo examinadas quanto a evidéncia de alteragdes citopaticas.
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Propagacao do Virus da Poliomielite em Culturas Celulares:

i) Sistema de lotes de origens: a) Nivel de passagem como segue para a Vacina
contra a Poliomielite Oral OR b) Seu préximo nivel de passagem, conforme derivado para
suspensdao em massa monovalente que pode ser usada para a fabricagdo da vacina contra
a poliomielite oral. 1. A vacina é fabricada na base do sistema de lotes de origens virais.
Lotes de origens virais sdo uma quantidade de virus processada junta e de composig¢édo uni-
forme preparada a partir dos lotes de origem. 2. A subcultura do virus de origem nio deve
ser feita mais do que 10 vezes, contadas a partir de um lote de origem usado para a produ-
¢ao da vacina em que o laboratério original e testes de campo foram feitos.

Coleta Unica e Reservatérios Monovalentes:

O virus é propagado em culturas celulares e colhido a partir de culturas celulares
derivadas de um lote unico de células e processado. Isto € conhecido como coleta Unica. As
coletas unicas de um tipo de suspensao viral sdo processadas ao mesmo tempo para obter
forma bruta de reservatério monovalente.

Filtracdo ou Clarificacdo do Reservatdrio Monovalente:

A suspenséo viral bruta de cada reservatério monovalente é gradualmente purifica-
da através de filtros de porosidade decrescente. O propésito da etapa de filtragdo é remover
material particulado e outras substancias que podem afetar o processo de inativagao, tal
como agregados tendem a aumentar em repouso.

Concentracao do Reservatério Monovalente:

Cada reservatério monovalente filtrado é concentrado por Ultra-filtragao.

Purificacdo do Reservatério Monovalente:

A cromatografia com DEAE sepharose/coluna de DNA-ase imobilizada/coluna de
imunoadsorg¢ao é utilizada para a purificagao do reservatério monovalente. O processo de
purificagédo reduz sistematicamente o nivel de DNA celular a partir daquele da coleta de vi-
rus inicial por um fator de pelo menos 108. A concentragao de D-antigeno é determinada por
ELISA e exibicao de imunogenicidade comparavel em ratos. Consequentemente, a poténcia
é ajustada. Os reservatérios monovalentes do Poliovirus sdo combinados para formar o pro-
duto em massa trivalente final.

Formulagéo e Fabricacdo da Vacina:

A massa purificada é filtrada, preferivelmente através de filtro de 0,22 micron ou
0,45 micron.

O virus monovalente transformado continua na presenga do aminoacido nao natural
e € opcionalmente misturado com estabilizador e/ou preservante para a preparagao da vaci-
na monovalente, bivalente, trivalente ou multivalente.

Teste da Eficacia da Vacina:

A eficacia da vacina fabricada acima em comparagao a vacina de referéncia esta-
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belecida mostrou-se similar no método in vitro e/ou in vivo.

Varios outros testes com base nos métodos padrdo aceitos foram realizados na va-
cina fabricada acima, tal como determinagdo de pH, teste de esterilidade, teste quanto a
transformagao eficaz (por exemplo, divisdo e verificagdo de morte na auséncia do aminoéaci-
do n&o natural), estudo da toxicidade anormal, medi¢édo de volume, determinagdo de potén-
cia in vitro, teste da endotoxina, teste de identidade, estimativa do teor de nitrogénio da pro-
teina e determinag¢ao do teor de estabilizador e teor de formaldeido para garantir sua efetivi-
dade, seguranga e poténcia.

A poténcia in vitro da SIPV fabricada acima foi determinada usando ELISA Sandui-
che. Dois anticorpos priméarios recrutados em espécies diferentes contra o virus da poliomie-
lite foram utilizados para 0 mesmo e um segundo anticorpo conjugado com HRP é nova-
mente usado no segundo anticorpo primario. Os resultados foram analisados por compara-
¢a0 com padrao de referéncia.

O teste de identidade para a vacina foi realizado usando ELISA direto. O antigeno
foi revestido em placas de ELISA de 96 pogos e soro anti-polio tipo-especifico é utilizado
para determinar a presenga de todos os trés tipos de virus da poliomielite na vacina.

Embora a invengdo antecedente tenha sido descrita em alguns detalhes para fins
de clareza e entendimento, sera evidente para uma pessoa habilitada na técnica a partir de
uma leitura desta divulgagado que varias alteragdes na forma e detalhes podem ser feitas
sem divergir do verdadeiro escopo da presente invengdo. Por exemplo, todas as técnicas e
aparelhos descritos acima podem ser usados em varias combinagdes. Todas as publica-
¢Oes, patentes, pedidos de patentes e/ou outros documentos citados neste pedido s&o in-
corporados como referéncia na sua totalidade para todos os fins na mesma extensiao em
que cada publicagdo individual, patente, pedido de patente e/ou outro documento foram in-
dicados individualmente para serem incorporados como referéncia para todos os fins.
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REIVINDICACOES

1. Célula de Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP),
CARACTERIZADA pelo fato de que um aminoacido ndo natural foi incorporado na sequén-
cia de aminoacidos de um produto de gene essencial.

2. MAP, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
aminoacido nao natural é incorporado em um produto de gene de MAP que é exigido para
replicagao.

3. MAP, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que mais
do que um aminoacido nao natural € incorporado em mais do que um produto de gene es-
sencial.

4. Célula de E. coli, CARACTERIZADA pelo fato de que um aminoacido ndo natural
foi incorporado em um produto de gene essencial.

5. Célula bacteriana, CARACTERIZADA pelo fato de que um aminoacido nido natu-
ral foi incorporado em um produto de gene essencial.

6. Célula, CARACTERIZADA pelo fato de que um aminoacido ndo natural foi incor-
porado em um produto de gene essencial.
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Figura 11
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Figura 16

Vermelho = residuos de ligacdo
a metal ou substrato
Azul = seleg¢des de sitio ambar

K218 1c21



18

Figura 17

Vermelho = residuos de ligagdo
a metal ou substrato
Azul = selegdes de sitio ambar

1c21



RESUMO

“MICRO-ORGANISMOS E VACINAS DEPENDENTES DE REPLICACAO ATRA-
VES DO USO DE AMINOACIDOS NAO NATURAIS”

Composigdes e métodos para produzir vacinas, incluindo métodos em que vacinas
de organismo total sdo fornecidas com capacidades de replicagdo limitadas, desse modo,
aumentando a seguranga e eficacia da vacina, através do uso de aminoacido nao naturais
ou nao naturalmente codificados.
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<223> tRNA mutante derivado de tRNA Methanococcus jannaschii

<400> 2
ccggeggtag ticagcaggg cagaacggcg gactctaaat ccgeatggeg ctggttcaaa 60

tccagcccge cggacca 77

<210> 3

<211> 77

<212> DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<223> tRNA mutante derivado de tRNA Methanococcus jannaschii

<400> 3
ccggeggtag ttcagcaggg cagaacggeg gactctaaat ccgeatggeg caggttcaaa 60

tcctgecege cggacca 77

<210> 4

<211> 921

<212> DNA

<213> Attificial Sequence

<220>
<223> Sintetase mutante derivada de sintetase de Methanococcus

jannaschii

<400> 4
atggacgaat ttgaaatgat aaagagaaac acatctgaaa ttatcagcga ggaagagtta 60

agagaggttt taaaaaaaga tgaaaaatct gctgttatag gttttgaacc aagtggtaaa 120

atacatttag ggcattatct ccaaataaaa aagatgattg atttacaaaa tgctggattt 180
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gatataatta tatatttggc tgatttacac gcctatttaa accagaaagg agagttggat 240

gagattagaa aaataggaga ttataacaaa aaagttittg aagcaatggg gttaaaggca 300

aaatatgttt atggaagtga acatggtctt gataaggatt atacactgaa tgtctataga 360

ttggctttaa aaactacctt aaaaagagca agaaggagta tggaacttat agcaagagag 420

gatgaaaatc caaaggttgc tgaagttatc tatccaataa tgcaggttaa tgggattcat 480

tatgagggcg ttgatgttgc agttggaggg atggagcaga gaaaaataca catgttagca 540

agggagcttt taccaaaaaa ggttgtttgt attcacaacc ctgtcttaac gggtttggat 600

ggagaaggaa agatgagttc ttcaaaaggg aattttatag ctgttgatga ctctccagaa 660

gagattaggg ctaagataaa gaaagcatac tgcccagcetg gagttgttga aggaaatcca 720

ataatggaga tagctaaata cttccttgaa tatcctttaa ccataaaaag gccagaaaaa 780

tttggtggag atttgacagt taatagctat gaggagttag agagtttatt taaaaataag 840

gaattgcatc caatggattt aaaaaatgct gtagctgaag aacttataaa gattttagag 900

ccaattagaa agagattata a 921

<210> 5

<211> 306

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Sintetase mutante derivada de sintetase de Methanococcus

jannaschii
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<400> 5
Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser

1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Val
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu Gin Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Tyr Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu His Gly Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140
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Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met Gin Val Asn Gly lle His
145 150 155 160

Tyr Glu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lie Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Gilu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
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Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu
305

<210> 6

<211> 88

<212> DNA

<213> Halobacterium sp. NRC-1

<400> 6
cccagggtag ccaagctcgg ccaacggcga cggactctaa atccgttctc gtaggagttc 60

gagggttcga atcccttcce tgggacca 88

<210> 7

<211> 88

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> tRNA ortogonal que reconhece um cédon opala

<400> 7
gcgggggttg ccgagcctgg ccaaaggcgc cggacttcaa atccggtccc gtaggggttc 60

cggggticaa atcccecgece ccgeacca 88

<210> 8

<211> 77

<212> DNA

<213> Methanococcus jannaschii
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<400> 8
ccggceggtag ttcagcaggg cagaacggceg gactctaaat ccgeatggeg ctggttcaaa 60

tccggeccge cggacca 77

<210> 9

<211> 65

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 9
gtaacgctga attcccggeg gtagttcage agggcagaac ggcggactict aaatccgcat 60

ggcgce 65
<210> 10

<211> 67

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 10
gatctgcagt ggtccggegg gecggatttg aaccggegece atgeggatit agagtccgee 60

gttctge 67

<210> 11
<211> 67
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 11
gatctgcagt ggtccggegg getggatttg aaccagegec atgeggattt agagtcecgec

gttcetge 67

<210> 12

<211> 67

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 12
gatctgcagt ggtccggegg gcaggatttg aacctgegec atgcggattt agagtcegec

gttctgc 67

<210> 13

<211> 49

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 13
cgccggacca ctgcagatcc ttagcgaaag ctaaggattt tttttaage 49

60

60
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<210> 14

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 14
caaattcgtc catatgggat tcc

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer de oligonucleotideo sintético

<400> 15
gtaacgctga attcccggeg

<210> 16

<211> 600

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16

23

20

atgggccacc accaccacca ccacttccca accattcect tatccaggct ttttgacaac 60

gctatgctee gegeccateg tectgcaccag ctggectttg acacctacca ggagtttgaa 120

gaagcctaga tcccaaagga acagaagtat tcattcctgec agaaccccea gacctcectc 180
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tgtttctcag agtctattcc gacaccctcc aacagggagg aaacacaaca gaaatccaac 240

ctagagctgc tccgcatcte cctgetgcte atccagtegt ggctggagec cgtgeagttc 300

ctcaggagtg tcttcgccaa cagcectggtg tacggcgcect ctgacagcaa cgtctatgac 360

ctcctaaagg acctagagga aggcatccaa acgctgatgg ggaggcetgga agatggcage 420

cccecggactg ggcagatctt caagcagacc tacagcaagt tcgacacaaa ctcacacaac 480

gatgacgcac tactcaagaa ctacgggctg ctctactgct tcaggaagga catggacaag 540

gtcgagacat tcctgegcat cgtgcagtgce cgcetetgtgg agggecagcetg tggcttctaa 600

<210> 17

<211> 306

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Sintetase mutante derivada de sintetase de Methanococcus
jannaschii

<400> 17

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser

1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Val
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45
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lle Lys Lys Met lie Asp Leu Gin Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Tyr Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu His Gly Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met Gin Val Asn Gly lle His
145 150 155 160

Tyr Glu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GiIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190
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Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thrlle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Arg Leu Lys
275 280 285

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu
305

<210> 18
<211> 43
<212> DNA
<213> Atificial
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<220>
<223> Primer 1 de Y31

<400> 18
gtattaccct gttatcccta tggcgaaatt cagaatgatt ctc

<210> 19
<211> 39
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 2 de Y31

<400> 19
cagaaaccgc gtgttgttcc taaacaatgt aatcattac

<210> 20
<211> 39
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 3 de Y31

<400> 20
gtaatgatta cattgtttag gaacaacacg cggtttctg

<210> 21
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

43

39

39
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<220>
<223> Primer 4 de Y31

<400> 21
gagagcggtg tttgcgtact g

<210> 22
<211> 44
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 5 de Y31

<400> 22
attaccctgt tatccctaga cgctcagtgg aacgaaaact cacg

<210> 23
<211> 31
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Primer 6 de Y31

<400> 23
tagggataac agggtaatac aatttcaggt g

<210> 24
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

21

31

44
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<223> Primer 7 de Y31

<400> 24
ggtcagcttg tcgaaagtac cg 22

<210> 25
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 8 de Y31

<400> 25
ctacggttcg atcatctcca gctagggata acagggtaat 40

<210> 26
<211> 43
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 1 de N51

<400> 26
gtattaccct gttatcccta tggcgaaatt cagaatgatt ctc 43

<210> 27
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 2 de N51
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<400> 27
gattacattg tttaggaaca acacgcggtt tctg

<210> 28
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 3 de N51

<400> 28
cagaaaccgc gtgttgttcc taaacaatgt aatc

<210> 29
<211> 21
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Primer 4 de N51

<400> 29
gagagcggtg tttgcgtact g

<210> 30
<211> 44
<212> DNA
<213> Attificial

<220>
<223> Primer 5 de N51

16

21

34

34



10

15

20

25

30

35

<400> 30

attaccctgt tatccctaga cgctcagtgg aacgaaaact cacg

<210> 31
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer 6 de N51

<400> 31
tagggataac agggtaatac aatttcaggt g

<210> 32
<211> 22
<212> DNA
<213> Attificial

<220>
<223> Primer 7 de N51

<400> 32
ggtcagcttg tcgaaagtac cg

<210> 33
<211> 33
<212> DNA
<213> Attificial

<220>
<223> Primer 8 de N51

<400> 33

22

31
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ctaaacaatg taatctaggg ataacagggt aat 33

<210> 34
<211> 795
<212> DNA
<213> Attificial

<220>
<223> MAP Y31 Mutante Ambar A12

<400> 34
atggctatct caatcaagac cccagaagat atcgaaaaaa tgcgcgtcge tggccgactg 60

gctgccgaag tgctggagat gatcgaaccg taggttaaac cgggegtcag caccggegag 120

ctggatcgca tctgtaatga ttacattgtt aatgaacaac acgeggtttc tgcctgectc 180

ggctatcacg gctatccgaa atccgtttge atctctatta atgaagtggt gtgccacggt 240

atcccggacg atgctaagct gectgaaagat ggcgatatcg ttaacattga tgtcacegta 300

atcaaagatg gtttccacgg cgatacctcg aaaatgttta tcgtcggtaa gccgaccatc 360

atgggcgaac gtctgtgccg catcacgcaa gaaagcectgt acctggegcet acgcatggta 420

aaaccaggca ttaatctgcg cgaaatcggt gcggcgatic agaaattigt cgaagcagaa 480

ggcttctccg tegttcgtga atattgcgga cacggtattg gtcgeggctt ccatgaagaa 540

ccgcaggtgc tgcactatga ctcccgtgaa accaacgtcg tactgaaacc tgggatgacg 600

ttcaccatcg agccaatggt caacgcgggt aaaaaagaga tccgcaccat gaaagatgge 660

tggacggtaa aaaccaaaga tcgcagcttg tctgcacaat atgagcatac tattgtggtg 720

actgataacg gctgcgaaat tctgacgcta cgcaaggatg acaccatcce ggcgataatc 780
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tcgcacgacg aataa 795

<210> 35
<211> 795
<212> DNA
<213> Attificial

<220>
<223> MAP N51 Mutante Ambar D2

<400> 35
atggctatct caatcaagac cccagaagat atcgaaaaaa tgcgcegtcge tggccgactg 60

gctgccgaag tgctggagat gatcgaaccg tatgttaaac cgggegtcag caccggegag 120

ctggatcgca tctgtaatga ttacattgtt taggaacaac acgeggtttc tgcetgectc 180

ggctatcacg gctatccgaa atccgtttge atctctatta atgaagtggt gtgccacggt 240

atcccggacg atgctaagct gctgaaagat ggcgatatcg ttaacattga tgtcaccgta 300

atcaaagatg gtttccacgg cgatacctcg aaaatgttta tcgtcggtaa gccgaccatc 360

atgggcgaac gtctgtgccg catcacgcaa gaaagcctgt acctggegcet acgcatggta 420

aaaccaggca ttaatctgcg cgaaatcggt gcggcgattc agaaatttgt cgaagcagaa 480

ggcttctccg tegttcgtga atattgcgga cacggtattg gtcgeggctt ccatgaagaa 540

ccgeaggtgce tgcactatga ctccecgtgaa accaacgteg tactgaaacc tgggatgacg 600

ttcaccatcg agccaatggt caacgcgggt aaaaaagaga tccgcaccat gaaagatgge 660

tggacggtaa aaaccaaaga tcgcagcttg tctgcacaat atgagcatac tattgtggtg 720
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actgataacg gctgcgaaat tctgacgcta cgcaaggatg acaccatcce ggecgataatc 780

tcgcacgacg aataa 795
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