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Descricao

Método de ligacao

Campo da invencao

Esta aplicagao relaciona-se com um método de 1ligagdo de
duas ou mais moléculas, por exemplo, tal como ligacdes de

um péptido sintético com um péptido recombinante.

Antecedentes da invencao

Metodologias de engenharia de proteinas tém provado ser
indisponiveis para gerar ferramentas bases de proteinas
para aplicacdo em investigacao, diagndsticos, descoberta de
medicamentos e proteinas terapéuticas. A habilidade para
manipular a estrutura primdria de uma proteina de uma forma
controlada abre muitas possibilidades nas ciéncias
bioldégicas e médicas. Como consequéncia ha um esforco em
desenvolver metodologias para modificacéo de local

especifico de proteinas e sua subsequente aplicacao.

As duas principais aproximacdes para gerar proteinas sao
através de métodos ou sinteses gquimicas. Até a data os dois
métodos tém provado sSer complementares; metodologias
recombinantes permitem proteinas de qualguer tamanho serem
geradas mas em geral estdo restrictos a montagem dos
aminodcidos proteinogenicos. Assim, em geral, a introducao
de camadas e sondas em proteinas recombinantes tem de ser
implementado pos trasnlacionalmente e nao permite

modificacdes ao esqueleto da proteina.

Os métodos mais comuns para rotular uma proteina

recombinante usa uma amina ou um tiol versadao reactoiliva da
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camada que ird reagir convalentemente com a cadeia de lado
lisina/N% grupo amina ou uma cadeia cisteina lateral com a
proteina respectivamente. Para tais métodos de rotulagem
para serem especificos num sitio, um derivativo da proteina
apropriado tem que ser engendrado para conter uma uUnica
funcionalidade reactiva na posicdo a ser modificada. Isto
requer que todas as outras funcionalidades naturalmente
ocorrentes na sequéncia primdria sejam removidas através de
aminodcido mutagénese. No caso de funcionalidades de amina
proteina, isto é essencialmente impossivel devido a
abundancia de residuos de lisina nas proteinas e a presenca
de funcionalidade amina no N terminal de sequéncia. Da
mesma forma para a cisteina este processo é trabalhoso e é

normalmente prejudicial para a funcdo da proteina.

A  produgdo de proteinas tendo modificagdes em sitio
especifico e/ou camadas € mais facilmente alcancavel usando
métodos de sintese quimicos. As sinteses quimicas de
proteinas permitem multiplas modificacdes a serem
incorporadas em ambos os lados da cadeia e grupos do
esqueleto da proteina de uma forma especifica, mas, em
geral, o tamanho mdximo de sequencia gque pode ser

sintetizado e isolado é cerca de 50-10 aminodcidos.

Ligacdo de proteina

Outra aproximacdo para a geracao de proteinas é ligacao de
proteina/péptido. Nesta aproximacgéao funcionalidades
quimicas mutuamente reactivas (ortogonal a quimica dos
aminodcidos naturalmente ocorrentes, por exemplo gue reage
por gquimicas mutuas comprado com as reacgdes dos grupos
reactivos dos aminodcidos ocorrentes naturalmente) sé&o
incorporadas no N e C terminal de fragmentos de polipeptido

desprotegidos tal que guando eles sd&o misturados eles
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reagem de uma maneira quimico selectiva para juntar as duas
sequencias juntas (COtton GJ e Muir TW. Chem.Biol., 1999, 6,
Red47-R454). O principio de 1ligacdo gquimica € mostrado

esquematicamente na Figura 1.

Um numero de quimicos tém utilizado para a ligacdo de dois
péptidos sintéticos onde um diverso intervalo de diferentes
funcionalidades gquimicas podem ser incorporadas no terminal
de polipeptidos wusando sinteses de fases sdélidas de

péptidos.

Isto inclui a reaccgdo entre um tiodcido e bromo-algquil para
formar tioéster (Scholzer M e Kent SBH, Science, 1992, 256,
221-225), reaccgao de um aldeido com uma cisteina N terminal
ou teronina para formar tiazolidina ou oxazolidina
respectivamente (Liu C-F e Tam J P. Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA, 1994, 91, 6584 - 6588), reaccao entre uma hidrazida e
um aldeido para formar uma hidrazona (Gaertner HF e outros,
Bioconj. Chem., 1992, 3, 262 - 268) reaccdao de um grupo
aminoxi e um aldeido para formar uma oxima (Rose K. J. Am.
Chem. Soc., 1994, 116, 30 - 33), reaccadao de azidas e
fosfinos de aril para formar uma ligacdo amida (Staudinger
ligation) (Nilsson BL, Kiessling LL, e Raines RT. Org. Lett.,
2001, 3, 9 - 12, Kiick e outros Proc. Nalt. Acad. Sci. EUA,
2002, 99, 10 - 24) e a reaccao de um péptido C terminal
tioéster e um peptido N terminal cisteina para formar uma
ligagcdo amida nativa (Dawson e outros, Science, 1994, 266,
776) (Native chemical 1ligation US6184344, EP 0832096 Bl).
Este método de ligacdo guimica nativa é uma extensadao de
estudos por Wieland e co trabalhadores que mostraram que a
reccao de ValSPh e CysOH é tampao aquoso rende o dipeptido
ValCysOH (Wieland T e outros,. Liebigs Ann. CHem., 1953,
583, 129-149).
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Contudo o método de ligag¢ao nativa tornou-se popular, ele
requer cisteina contendo péptido para a reacgcao e assim, se
uma cisteina ndo estiver presente na posicdo apropriada na
proteina, uma cisteina precisa ser incorporada no sitio e
ligacdo. Contudo a introducdao de grupos tiol extra na
sequéncia da proteina pode ser prejudicial para a sua
estrutura/funcdo, especialmente uma vez que a cisteina tem
uma propensdo para formar ligacgdes dissulfireto o que pode

comprometer a funcao da proteina.

Como uma consequéncia das dificuldades e problemas
associados com técnicas conhecidas pata ligacdo, a ligacéo
de dois fragmentos sintéticos geralmente apenas incorpora
proteinas de <cerca de 100 - 150 aminodcidos a serem

gquimicamente sintetizadas.

Contudo maiores proteinas tém sido sintetizadas por ligacao
de mais que dois fragmentos, isto provou-se ser
tecnicamente dificil (Camarero e outros J. Pept. Res., 1998,
54, 303-316, Canne Le e outros, J. Am. Chem. Soc., 1999,
121, 8720 - 8727).

Semi-sintese de proteina

Tecnologias de ligacao que ©permitem ambas proteinas
sintéticas e fragmentos de proteinas derivadas recombinadas
serem juntas foram descritos. Isso permite proteinas
grandes serem construidas de combinacgdes de fragmento
sintéticos e recombinantes permitindo mofificac®ao de
proteinas especificamente num sitio com ambas entidades
naturais ou nao naturais. Usando a chamada semi-sintese de
proteina, muitos grupos diferentes podem ser incorporados
especificamente num sitio em multiplos sitios diferentes na

proteina alvo.
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De forma a utilizar proteinas recombinantes em estratégias
de ligacdo os fragmentos recombinantes tém que conter as
funcionalidades reactivas para facilitar a 1ligacao. Um
aproximag¢do para introduzir uma Unica funcionalidade
reactiva numa proteina recombinante tem sido através da
oxidacgao periodato da serina N terminal contendo sequencias.
Tal tratamento converte serina num grupo glioxil que contem
0 aldeio N terminal. Hidrazida sintética contendo péptidos
foi entdo ligada ao N terminal destas proteinas de uma
maneira quimico selectiva através de formacdo de ligacéo
hidrazona com a proteina grupo glioxil N terminal (Gaertner
HF e outros Bioconj. Chem., 1992, 3, 262 - 268, Gaertner HF,
e outros, J. Biol. Chem., 1994, 269, 7224 - 7230). Outra
aproximacdo tem sido gerada por proteinas recombinadas
anexadas ao N terminal destas proteinas via formulacdo de
ligacdo de amida de uma maneira andloga a “ligacdo guimica
nativa” (Cotton GJ e Muir TW. Chem. Biol., 2007, 7, 253 -
261). Contudo na ligacdo de péptidos sintéticos wusando
técnicas de ligacdao gquimica, a tecnologia requer que
cisteina seja introduzida no sitio de ligagdoc se primeira

sequéncia nao contem um na posicao apropriada.

Técnicas de unido de proteina

Recentes tecnologias foram desenvolvidas para permitir
proteinas recombinantes contendo  grupos C terminais
tioéster serem geradas. A funcionalidade do tioéster C
terminal garante um uUnico grupo reactivo na proteina dque
pode ser wutilizado para 1libacdao de proteina. Proteinas
recombinates C terminal tioéster sao prduzidas ©por
manipulacdo de fendmenos ocorrentes naturalmente conhecido
como unido de proteinas (Paulus H. Annu Rev Biochem 2000,

69, 447 - 486).
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Unido de proteinas € um processo de pds translacao em gque o
a proteina percursora entra num série de arranjos i1ntra
moleculares que resulta em remocdo precisa de um regido
interna, referida aqui como intein, e 1ligacdo de duas
sequencias de flancos, chamdas exteins (figura 2). Enguanto
que normalmente ndo had requisitos de sequencia no intein e
extein estes sao caracterizados por muitos motivos
conversadores de sequéncia e mais de cem membros deste

dominio de proteina foram identificados.

O primeiro passo em unido envolve uma N->S (ou N->0) troca
de acil que a unidade N-extein € transferida para a cadeia
lateral SH ou grupo OH de um residuo conservado de
Cys/Ser/Thr, sempre localizado no N terminal imediato do
intein. Ensaios nestes mecanismos levaram ao desenho de um
numero de inteins mutantes que so ajuda o primeiro passo de
unido de proteina (Chong e outros Gene. 1997, 192, 271 -
281, Noren e outros, Anew. Chem. Int. Ed. Engl., 2000, 39,
450 - 466). Proteinas expressas como na camada de fusdes N
terminal a um destes inteins pode ser clivado por tioles
via reacgado intremolecular transtiocesterification, para
gerar a proteina recombinante C terminal tioéster
derivativo (figura 3) (Chong e outros Gene. 1997, 192, 271 -
281, Noren e outros, Anew. Chem. Int. Ed. Engl., 2000, 39,
450 - 466 New England Biolabs Impact system WO 00/18881, WO
0047751). Sequencias de péptido contendo um residuo de
cisteina N terminal podem ser especialmente ligadas co C
terminal de proteinas tioéster recombinantes (Muire outros
Proc. Nalt. Acad. Sci. EUA., 1998, 95, 6705 - 6710, Evans
Jr e outros Prot. Sci., 1998, 7, 2256—  2264), num
procedimento chamado ligacadao de proteina (EPL) ou ligacao

de proteina mediada de intein (IPL).
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A ligagado guimico selectiva de ceistina N terminal contendo
péptidos para tioéster C terminal contendopeptidos, sendo
eles sintéticos ou recombinantes, ¢ levada a cabo

tipicamente em pH basico e na presenca de cofactor tiol.

A estratégia também requer introducdo de ceistina no sitio
de ligacdo, se um nao ¢ adequadamente posicionado na
sequéncia primdria. Estes requerimentos desta aproximacdo
de ligacdo tém o potencial de alterar a estrutura e/ou
funcdo de ambos o produto de proteina de ligacdo e os

reagentes iniciais.

Por exemplo o chemokine RANTES € instdvel num tapdo de 100
mM NaCl, 100 mM fosfato de sédio pH 7.4 contendo 100 mM
acido 2-mercaptoetanosulfonico (MESNA) ; um tampao
tipicamente usado para a ligacdo de moléculas de C terminal
tioéster com moléculas contendo N terminal (ligacao de

proteina expressa e ligacao quimica nativa).

Rantes contem duas ligacgdes disulfido criticais para manter
a estrutura e funcdo da proteina. No tampdo tipico de
ligacado descrito em cima a proteina foi convertida em 48
horas numa mistura da proteina reduzida e a proteina MESNA
aduta. A maioria das misturas d eproteina subsequentemente
formam um precipitado, presumivelmente reflectindo a

natureza destas espécies.

De acordo, o0s inventors acreditam que reaccgdes de ligacéo
que requerem tiol contendo tampdes sao, em geral, nao
adequadas para manter a integridade de proteinas contendo
ligagdes dissulfido, tais como antibidéticos, fragmentos
anti corpos dominios anti corpos, citogquina, factores de
crescimento, etc. Assim existe um requisito para

aproximacdes de ligacdo que sao tipicamente levadas a cabo
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na auséncia de tiol. Por exemplo, quando monitorizado
durante um numero de dias, foili descoberto que RANTES ¢&
estdavel em 100 mM NaCl, 100mM de tampdo fosfato de sdédio pH
7.4 e 100 mM tampao acetato de sdédio pH 4.5 (resultados de
inventor nao publicados). Reaccgdes de ligacao gque podem ser
levadas a cabo sob tais condicgdes devem ser aplicadas para

ambas proteinas contendo dissulfido e nédo dissulfido.

Rotulagem de proteina

Historicamente 1ligacdo de proteina significa Jjuntar dois
fragmentos de péptidos/proteinas mas isto é sindénimo com
rotulagem de proteina onde o rotulo é um péptido ou péptido
derivativo. Igualmente se uma molécula pequena sintética
nado peptidica contem a funcionalidade qguimica reactiva
necessaria para ligacdo de proteina, entdo ligacdao da
molécula de sintese directamente ao N ou C terminal da
proteina em sitios especificos de rotulagem da proteina.
Assim tecnologias desenvolvidas para a ligacao de
fragmentos de proteina podem também ser usadas para a
rotulagem directa de ambos N ou C terminais de péptidos ou

proteinas num sitio especifico.

Proteinas recombinantes contendo fung¢des N-terminal glicoxi
(geardo através de oxidacao periodata do N- terminal
correspondente proteina serina) tém sido especificas de
sitio N terminal rotuladas atarves de reaccdo de hidrazida
ou aminoxi derivativos do rétulo (Geoghegan KF e Stoh JG.
Biononf ~Chem., 1992, 3, 138 - 146, Alouni S e outros Eur.
J. Biochem., 1995, 227, 238 - 334). Também proteinas
recombinantes contendo residuos de cisteina N terminal
foram rotuladas N terminalmente através de reaccdao com

rétulos contendo tioéster funcionalidades, o rdétulo sendo o
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acil substituto do tioéster (Chem., 1990, 10, 424 - 430)

para formar amidas e tiazolidinas respectivamente.

Ensinado um numero de métodos para ligacdo de proteinas
cada uma tem as suas potencialidades. Esxiste a necessidade
de um novo método de ligacao, especialmente aqueles que sao
compativeis com fragmentos ambos sintéticos e recombinantes
e qgque podem ser usados em proteinas contendo 1ligacao
dissulfido ou em ©proteinas gque nao contem ligacao

dissulfido, que irdo complementar as tecnologias existentes.

Sumdrio da invencgdo

Os presentes inventores descobriram um numero de problemas
associados com o estado da arte e desenvolveram um novo
método para ligacdo de moléculas peptidicas gque resolve um

numero de problemas dos estado da arte.

De acordo, num primeiro aspecto da invencgdo é garantido um
método para producdo de produto oligopéptido, o método

compreende 0s passos de:

a) garantir um primeiro oligopéptido, o) primeiro
oligopéptido tendo um grupo reactivo onde o grupo reactivo
¢ um grupo hidrazina, um grupo hidrazida ou um grupo

aminooxy

b) garantir um segundo oligopéptido, o segundo oligopéptido
tendo um grupo activado Ester, onde o grupo Ester activado
¢ um grupo tioéster, um grupo éster fendlico, um grupo

hidroxisuccinimida, ou um O-acylisouned,

c) permitir o grupo reactivo formar um produto oligopéptido

para reagir com o éster activado.
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Grupo do segindo oligopéptido para formar um produto
oligopéptido, em que o primeiro e segundo oligopéptido
estdo ligados via grupo de ligacdo com Formula I, Formula

II ou Formula IITI.

Formula I

—C—NH~-NH—

Formula IT

N
—C—~NH~0—

Formula IIX
0 ;
il il
S O ) 3 S 2 (O o No—

Assim um nono aspecto da invencdo garante um método para
prduzir um produto oligopéptido, o método compreende o0s

passos:

a) garantir um primeiro oligopéptido, o) primeiro

oligopéptido tendo um grupo cetona ou aldeido,

b) garantir um molécula percursora de oligopéptido, a
molécula percursora de oligopéptido compreendendo um
segundo oligopéptido ligado a um dominio intein N

terminalmente,
c) reagir a dita molécula percursora de oligopéptido com

hidrazina para gerar uma molécula de oligopéptido

compreendendo um oligopéptido intermediario, dito
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oligopéptido intermedidrio tendo um grupo hidrazida C

terminal,

d) permitir ao grupo aldeido ou cetona do primeiro
oligopéptido reagir com o grupo hidrazida da molécula
oligopéptido para formar um produto oligopéptido, em que o
primeiro oligopéptido e o segundo oligopéptido estao

ligados através de um grupo de ligacdo hidrazona.

Um exemplo deste aspecto € mostrado na Figura 6.

Um décimo aspecto da invencdo garante um método para

rotular um oligopéptido, o método compreende 0SS passos:

a) Garantir uma molécula rotulo, a molécula de rotulo tendo

um grupo aldeido ou cetona,

b) garantir uma molécula percursora de oligopéptido, a
molécula percursora de oligopéptido compreendendo um

primeiro oligopéptido ligado N terminal a um dominio intein,

c)reagir a dita molécula percursora de oligopéptido com
hidrazina para gerar uma molécula de oligopéptido
compreendendo um oligopéptido intermediario, dito
oligopéptido intermediario tendo um grupo terminal

hidrazida.

d) permitir ao grupo aldeido ou cetona da molécula de
rotulo reagir com o) grupo hidrazida da molécula
intermediaria de oligopéptido para formar um produto
oligopéptido rotulado, em que a molécula de rotulo e

oligopéptido estdo ligados via grupo de ligacdo hidrazone.
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Numa incorporagdo preferida do nono e décimo aspecto da

invengao, o grupo hidrazone tem Formula VII:

Onde R €& H ou qualguer substituido ou nao substituido,

preferivelmente nao substituido, grupo alquil.

Em aspectos preferidos do nono e décimos aspecto da
invencado, o método é levado a cabo com um pH no intervalo
de 1.0 a 7.0, preferivelmente pH 1.0 a ph 6.0, mais
preferivelmente no intervalo de pH 2.0 a pH 5.5, mais
preferivelmente o intervalo de pH 2.0 a pH 4.5.

Numa incorporagdo particular do nono e decimo aspecto da
invencao, o grupo aldeido ou cetona do oligopéptido ou do

rotulo é um grupo o-dicetona ou um grupo o-keto aldeido.

Num décimo primeiro aspecto da presente invencao &
garantido um produto oligopéptido produzido usando um
método de acordo com o primeiro, segundo ou quarto aspecto
da invencdo, em que o primeiro e segundo oligopéptidos sao
ligados via grupo de ligagdo tendo Formula II ou Formula

ITT.

Num décimo segundo aspecto da presente invencdao é garantido
um oligopéptido rotulado pelo método de gqualgquer um dos
aspectos do quinto ao oitavo aspectos da invencdo, em que o
rotulo e o oligopéptido sdo ligados via um grupo de ligacao

tendo Formula II ou Formula III.

Caracteristicas preferidas de cada aspecto da invencéao

servem para cada um dos outros aspectos por analogia.
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A invencdo serd agora descrita nos seguintes exemplos nao
limitativos com referencias feitas aos desenhos

incorporados em que:

A figura 1 ilustra esquematicamente o principio geral de

ligacao quimica.

A figura 2 1ilustra esquematicamente o mecanismo de juncao

de proteina.

A figura 3 ilustra a geracdo de proteinas recombinantes C -

terminal tioésteres.

A figura 4 ilustra a ligagdao de proteinas e péptidos
tioésteres com hidrazina e aminooxi contendo entidades,

taiscomo rétulos, péptidos e proteinas.

A figura 5 dilustra a geracao de péptidos hidrazida
sintéticos e recombinantes para ligacdo com tioésteres
contendo moléculas. 0O péptido ou rdétulo é o acil

substituinte do tioéster.

A figura 6 ilustra a geracao de péptidos hidrazidas
recombinantes para ligacdo com aldeido ou cetona contendo

moléculas.

A figura 7 ilustra analises SDS-PAGE de Grb2-SH2-GyrA-CBD
(imobiulizados em esferas de chilina) tratados com DTIT e
MESNA. Marcadores de peso molecular (linha 1); Grb2-SH2-
Gyra-CBD purificado imobilizado em esferas de chitina
(linha 4). Grb2-SH2-Gyra-CBD tratado com 100 mM DTT (linhas

5 e 7) ou 120 mM MESNA (linhas 7 e 10). Ambas as reaccgdes a
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solidez (linhas 5 e 8) e supernatantes da reaccdo(7 e 10)

foram analisados.

A figura 8 ilustra analises SDS-PAGE de Grb2-SH2-Gyra-CRBRD
(imobilizados em esferas de chilina) tratados com hidrazina.
Marcadores de peso molecular (linha 1); Grb2-SH2-Gyra-CRBD
purificado imobilizado em esferas de chitina fica granulado

apdés 20 horas de tratamento com tampdo fosfato apenas

(linha 2). Grb2-SH2-Gyra-CBD tratado com 220 mM hidrazina
em tampao fosfato durante 20 horas. Todaa rigidez da

reacgao foianalisada.

A figura 9 ilustra um espectro ESMS da hidrazida C terminal

derivativa deGrb2-SH2.

A figura 10 mostra analises SDS-PAGE da reacgdo entre
centona sintética contendo péptido CH;COCO-myc com Grb2-
SH2-C-terminal hidrazida e citocromo C. Marcadores de peso
molecular (linhal); Grb2-SH2-C-terminal DTT tioéster
(linha2). A recacdao entre Grb2-SH2-C-terminal hidrazida e
CH5;COCO-myc em pontos de tempo t=0 h (linha 3), t=24 horas
(linha 4), t=40 horas (linha 5) e t=72h (linha 6). Reaccao
entre citocromo C e CH3COCO-myc em pontos de tempo t=0

(linha 7), t=24 horas (linha 8), t=72 horas (linhas 10).

A figura 11 mostra a estrutura de CHsCOCO-Lys(Fl). O

isomero posicional 5-carboxi fluoresceina é mostrado.

A figura 12 ilustra analises SDS-PAGE da reacgao entre
CH3COCO-Lys (Fl) e Grb2-SH2 C-terminal hidrazida em 50 mM
tampao acetato de sdédio pH 4.5. Marcadores de peso
molecular (linhal); Grb2-SH2 C terminal hidrazida (linha 2).
A reacgdo entre Grb2-SH2 C terminal hidrazida e CHsCOCO-
Lys(Fl) em ponto de tempo t=4 horas (linha 3), t=24 horas
(linha 4), t=48 horas (linha 5).
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A figura 13 ilustra analises de SDS-PAGE da reacgdo entre
CH5COCO-Lys(Fl) com citocromo C em 100 mM tampao de acetato
de soédio pH 4.5. Marcadores de peso molecular (linha 1);
Citocromo C (linha 2). A reacgcdo entre Citocromo C e
CH;COCO-Lys(Fl) em pontos de tempo t=4 horas (linha 3),
t=24 horas (linha 4), t=48 hotas (linha 5).

A figura 14 ilustra analises SDS-PAGE da reaccgao de
CH5;COCO-Lys (Fl) com Grb2-SH2 C terminal hidrazida e com
citocromo C em 50 mM de tampao acetato de sdédio pH 4.5. (A)
mancha total de gel de proteina. Antes desta mancha de
coomassie (A), o gel era verde fluorescente (B). Marcadores
de peso molecular (linha 1); Grb2 SH2 C terminal hidrazida
(linha 2); Reaccdo entre Grb2 SH2 C terminal hidrazida e
CH;COCO-Lys(Fl) em pontos de tempo t=4 horas (linha 3),
t=24 horas (linha 4), t=48 horas (linha 5). CItocromo C
(linha 6); Reaccao entre citocromo C e CH3COCO-Lys(Fl) em
pontos de tempo t=4 horas (linha 7), t=24 horas (linha 8) e
£t=48 horas (linhas 9).

A figura 15 mostra analises SDS-PAGE da reacgdo entre
CH3COCO-Lys(Fl) e Grb2 SH2 C terminal hidrazida em 40%
acetonitrilo aquoso contendo 0.1% TFA; reaccdo apds 4 horas
(linha 1), 24 horas (linha 2), 48 horas (linha 3), Grb2 SHE

C terminal hidrazida (linha 4).

Exemplos

Exemplo 1 ligagdo de proteina/proteina de sitio especifico
rotulagem usando a reaccdo de tioésteres péptido/proteina

com composto contendo hidrazina/hidrazida ou

funcionalidades aminoxi.
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L) Reaccdo de um péptido tioéster C terminal com 100 mM

hidrazina a pH 6.0

200 mM de tampao fosfato de sdédio pH 6.0 contendo 100 mM
monohidrato hidrazina (200 uL) foram adicionados a um
modelo péptido tioéster sintético C terminal chamado
AS620plA (200 ng) para render uma concentracdo final de
péptido de 317 pM. AS626plA tem sequéncia ARTKQ TARK (Me)s
STGGKAPRKQ LATKAARK-COS-(CH;),-COOC;Hs (SEQ ID N°: 1) onde
um unico residuo de alanina (gque pode ser qualquer um dos
residuos da alanina de SEQ ID N°:1) é substituido por um
residuo de arginina. A reaccdo foi incubada a temperatura
ambiente o monitorizada com tempo por fase reversa
analitica HPLC. Coluna Cl18 Vydac (5uM, 0.46 x 25 cm).
Gradientes 1lineares de 4&gua acetonitrila/0.1% TFA foram
usados para eluir os péptidos numa taxa de fluéncia de 1 mL
min'. Péptidos individuais que eluiram da coluna foram

caraterizados por espectrometria massa electrospray.

B) Reaccdao de um péptido C terminal tioéster com 100mM

hidroxilamina a pH 6.0.

200 mM de tampao fosfato de sdédio pH 6.0 contendo 100 mM
hidroxilamina cloreto de hidrogénio (200 uL) foi adicionado
ao AS626plA (200 png) para render uma concentracdo de
péptido final de 317 (uM. A reaccdo foi incubada a
tempreatura ambiente o monitorizada com tempo por uma fase
analitica reversa HPLC. Voluna C18 de vydac (5 uM 0.46 x 25
cm) .

Gradientes lineares de &agua acetonitrila/0.1 % TFA foram
usados para eluir os péptidos a uma taxa de fluéncia de 1
mL min'. Péptidos eludidos da coluna foram caracterizados

por espectrometria massa electrospray.
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C) Reaclcao de um péptido C-terminal tioéster com 100 mM

hidroxilamina a pH 6.8

200 mM de tampao fosfato e sdédio pH 6.8 contendo 100 mM
hidroxilamina cloreto de hidrogénio (200 pM) foi adicionado
a AS626plA (200 pM) para render uma concentracdo final de
péptido de 317 uM. A reaccdo foi incubada a temperatura
ambiente e monitorizada com tempo por fase analitica

reversa HPLC. Coluna C18 Vydac (5 uM, 0.46 x 25 cm).

Gradientes lineares eluindo da coluna foram caracterizados

por espectrometria massa electrospray.

D) Reacgdo de um péptido C terminal tioéster com 10 mM

hidroxilamina a pH 6.8.

O procedimento como descrito em C) foi repetido,

substituindo 100 mM hidroxilamina com 10 mM hidroxilamina.

E) Reaccdo de um péptido C terminal tioéster com 10 mM

hidroxilamina a pH 7.5

O procedimento como descrito em D) foi repetido, com pH 7.5

F) Reaccdo de um péptido C terminal tioéster com 2 mM

hidroxilamina a pH 7.5

O procedimento como descrito em E) foi repetido,

substituindo 10 mM hidroxilamina com 2mM hidroxilamania.

G) Reaccao de um péptido tioéster C terminal com 100 mM O-

mtilhidroxilamina (NH;-O-CHs) com pH 7.5
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200 mM de tampao fosfato de sédio com pH 7.5 contendo 100
mM O-mtilhidroxilamina (200 pM)foi adicionado a um péptido
sintético tioéster C terminal AS626plA (200 pg) para render
uma concentracao final de péptido de 317 pM. A reaccdo foi
incubada a temperatura ambiente e monitorizada com tempo
por fase analitica reversa HPLC. Coluna C18 wvydac (5 uM,
0.46 X 25 cm) . Gradientes lineares de agua
acetonitrila/0.1% TFA foram usados para eluir os péptidos

numa taxa de fluéncia de 1 mL min .

Péptidos individuais
eluindo da coluna foram caracterisados por espectrometria

massa electrospray.

H) Reaccao de um péptido tioéster C terminal com 10 mM O-

mtilhidroxilamina pH 7.5

0O procedimento como descrito em G) foi repetido,
substituindo 100 mM O-mtilhidroxilamina por 10 mM O-

mtilhidroxilamina.

I) Reacgdo de um proteina recombinante tiocéster C terminal

com 100 mM O-mtilhidroxilamina pH 7.5

O tioéster C terminal acido mercaptoetanosulfonico derivado
de Grb2-SH2 recombinante, foi gerado através de clivagem da
proteina de fusdo Grb2-SH2-Gyra intein-CBD como descrito no
exemplo 2 em baixo. Esta proteina tioéster C terminal
recombinante (100 pg) reagiu com 100 mM O-mtilhidroxilamina
em 200 mM de tampdo de fosfato de sédio pH 7.5 (200 uL). A
reacgcdo foi incubada a temperatura ambiente e monitorizada
com tempo por fase analitica reversa HPLC. Coluna C5 Vydac
(5 uM, 0.46 x 25 <cm). Gradientes lineares de 4&gua

acrtonitrila/0.1 % TFA foram usados para eluir os péptidos

a uma taxa de fluéncia de 1 mL min'. Péptidos individuais
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eluindo da coluna foram caracterizados por espectrometria

massa electrospray.

Resultados

Estes exemplos demonstram a nova estratégia para ligacdo de
proteina/sitio especifico rotulagem de proteina de ambas
sequencias sintéticas ou recombinantes de proteinas da
invencdo usando a reaccdao de péptido/proteina tioésters C
terminal com compostos contando hidrazina/hidrazida ou

funcionalidades aminoxi.

Como descrito em cima um péptido tioester C terminal 27
aminodacido sintentica ( o) etil 3-mercaptopropionato
tioéster derivativo) foi tratado com hidrazina e

hidroxilamina sob varias condigdes /Tabela 1).

Tratamento com 100 mM hidrazina a pH 6.0 formou uma espécie
de péptido que elui antes do péptido tioéster inicial como
analisado po HPLC. Este material foi identificado como o
esperado péptido hidrazida por ESMS: massa observada=3054
Da, esperada (av. Isdétopo comp) 3053. A reaccdo do péptido
tioéster C terminal com hidrazina para formar hidrazida foi
monitorizada com tempo por fase reversa HPLC. Apenas o
matrial desejado foi formado sem qualquer formacao de
produto lateral mesmo apds 3 dias. A estabilidade do
péptido hidrazida, sob as condigdes da reaccao, indica que
a reacgao ocorre no grupo tioéster C terminal e é guimico
selectivo na natureza. Também realca a aplicacdao desta
reaccado para ligacao de proteinas e rotulagem (e horas 70%

conversao, 4 horas > 95% conversao).

Para decidir qual aminooxi contendo compostos quimico

selectivos reage com péptido/proteina tioésteres C terminal,
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para permitir ligacdo de proteinas e rotulagem especifica
de sitio, um péptido tioéster C terminal sintético foi

tratado com hidroxilamina sob varias condicgdes (tabela 1).

Um péptido tioester 27 aminoacidos sintético purificado
(etil 3-mercaptopropionato tioéster, massa abservada 3155
Da) foi incubado com temperatura ambiente com diferentes
concentracdes de hidroxilamina em tampdes aguosos de pH
variavel. Em todos os casos os péptido tioéstr C terminal
reagiu para formar um Unico produto que eludiu primeiro que

o0 péptido tioéster inicial como analisado por dase reversa

HPLC. Este material corresponde ao péptido acido
hidroxamico esperado como determinado por ESMS: massa
observada = 3052 Da, esperada (av. Isdétopo comp) 3054 Da.

Os movimentos da reaccgdo foram monitorizados usando fase
reversa HPLC. O péptido tioéster C terminal foi convertido
ao péptido correspondente &acido hidroxamico de uma forma
limpa sem formagdo de produtos laterais. Aumentando o pH do
tampao da reacgao acelera a taxa de reaccgao. Por exemplo,
com uma concentracao de 100 mM NH,OH, movendo o pH 6.0 para
PH 6.8 a percentagem de formacdo de produto apds uma hora
aumenta de 25% a 91%. A taxa de reacgao com 100 mM NH;OH

com pH a 6.0, foil comparada com 10 mM NH,OH com pH a 6.8.

A taxa de reaccdao do péptido tioéster C terminal com
hidroxalimina para formar o) correspondente acido
hidroxamico, aumenta com o aumento de pH e decresce com a
diminui¢do de concentragdes de NH;OH. Para identificar
condigcdes de pH e concentracao de reagente adequadas para
ligacdo e rotulagem de proteina/péptido, a rotulagem foi
levada a cabo sob aumento de pH e diminuicao dga

concentracao de NH;OH.
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A reaccado com 10 mM NH,OH ficou 83% completa apds 4 horas

com pH a 6.8, enquanto pH a 7.5 diminui, 70% do péptido

inicial a-tioéster sendo convertido no correspondente acido

hidroxamico apdés 8 horas. Foli notado gque uma peguena

quantidade de um produto lateral, correspondente em massa

ao péptido Acido, foi formada  durante a reaccao.

Presumivelmente isto foi formado por um reaccgao de

hidrélise de competicdo lateral com pH a 7.5, que nao foi
observada com 10 mM NH;OH com pH 7.5 devido a reaccéao

rapida nesta maior concentracdo de reagente.

Tabela 1
Reagente | Cencentracgao | pH Percentagem de formacao de produto
com O tempo
1 2 4 8 72
hora horas | horas | horas | horas
NH,NH, 6.0 - 70 100
NH,OH 6.0 25 48.1 76.3 - 100
NH,0OH 6.8 91 100
NH,OH 6.8 26 - 83 100
NH,0OH 7.5 - 82.7 100 100
NH,0OH 7.5 11.2 17 38 70 80*

* Todos os materiais inicias reagiram com 80% conversao para o

produto desejado e ~20% para o produto lateral de hidrdlise.

Para

contendo

suportar

sitio,

investigar a

composto

reacgao

quimico
com tioésteres

ligagdo de proteinas e

tratado com O-metilhidroxilamina.

O péptido tioéster C terminal 27 amicoacidos purificado

sintético

(etil

selectiva de

3-mercaptopropionato

péptido/proteina,

tioéster,

amiooxi

rotulagem especifica de

0 péptido tiocéster C terminal sintético AS626pl foi

massa
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observada 3155 Da) foi incubado em temperatura ambiente com
100 mM O-metilhidroxilamina em 200 mM de tampao de fosfato
de sdédio pH 7.5. O péptido tioéster C terminal reagiu para
formar um uUnico produto dque elul antes que o péptido
tioéster inicial como analisado por fase reversa HPLC. Este
material corresponde ao péptido esperado N-metoxi péptido
amida como determinado por ESMS: massa observada = 3070 Da,
massa esperada 3068 Da. Os movimentos da reacgdo foram
monitorizados wusando fase reversa HPLC (Tabela II). O
peptido tioéster C terminal foi convertido no
correspondente N metoxi péptido amina derivatico de um
forma limpa sem formacado lateral de produtos, com a reaccao
75% completa apds 24 horas. Sob estas condig¢gdes nenhuma

hidrdélise de tioéster foil observada.

Tabela II

Reagente | Concentracao | pH Percentagem de formacao de

produto com o tempo

1 2 5 24 72

hora | horas | horas | horas | horas

NH,0CH3 100 mM 7.5 - 7.5 28 76

Quando a reaccao foi repetida sob as mesmas condicdes mas
com 10 mM O-metilhidroxilamina subsituindo oas 100 mM O-
metilhidroxilamina, a taxa de reaccgao foi inferior. Contudo,
apdés 72 horas, 88% do péptido tioeste C terminal reagiu.
Sob estas condigdes formacdo de produto lateral foi
observada, em adicdao a formacdo do produto desejado. Mesmo
assim, apds 72 horas, 30-40% do produto de reaccado foi
estimado ser o produto de reaccgado de ligacao desejado (N-
metoxi péptido amida) através de andlise de HPLC da mistura

de reaccao.
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As reaccgdes de O-metilhidroxilamina com proteinas tioéster

C terminal recombinantes foram também investigadas.

Grb2-SH2 recombinante foi gerado como o tioéster C terminal
acido mercaptoetanosulfonico derivativo, através de
clicagem de tiol da proteina de fusao Grb2-Gyra intein-CRD,
como descrito no exemplo 2. Esta proteina tioéster C
terminal recombinante ragiu com 100 mM O-metilhidroxilamina
com pH de 7.5. Analises da mistura de reaccado apds 18 horas
por HPLC e ESMS mostraram que a proteina tioéster C
terminal foi completamente convertida en duas espécies de
proteinas. Estas duas proteinas derivativas correspondem ao
produto de reaccadao de ligacdo desejado, nomeadamente Grb2-
SH2 C terminal N-metoxi amida (massa esperada 12067 Da;
massa aboservada 12067 Da), e uma forma oxidada proteina
tioéster foir observada. Assim todos as proteinas tioéster
C terminal recombinantes tém quimico selectividade ligada
com O-hidroxilamina através de uma reaccdo de formacdo de
ligacdo de amida especificamente no terminal da proteina
por exemplo a reacgao suportou rotulagem em sitio

especifico no C terminal da proteina recombinante.

Exemplo 2 Geracgao de proteina Grb2 SH2 C terminal hidrazida

recombinante

Para investigar (i) a habilidade para gerar proteinas
recombinantes C terminal hidrazina através de clivagem
selectiva de proteina - fusdes intein com hidrazina e (ii)
seu subsequente uso em reacc¢bes de ligacao/rotulagem, o
dominio SH2 do adaptador de proteina Grb2 foi escolhido

como sistema de modelo.

Sequéncia de dominio humano de Grb2 SH2
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HPW FEFGKIPRAKA EEMLSKQRHA GAFLIRESES APGDFSLSVK
FGNDVQHFKV LRDGAGKYFL WVVKENSLNE LVDYHRSTSV
SRNQQIFLRD IEQVPQQPT

Expressao de dominio Gbr2-SH2 - fusdo intein Gyra

A sequencia de ADN que codifica o dominio SH2 da Grb2
humana aparece no seu C terminal com um residuo de glicina
extra que foil clonado na expressao plasmidea (NEC) pTXBl.
Este vector pTXBlgerz-snz(cly) codifica para uma proteina de
fusdo onde o dominio SH2 da Grb2 ¢ ligado via um residuo de
glicina ao N terminal do intein GyrZA, que por sua vez é
ligado a regidao do N terminal de um chitina de 1ligacéo
(CBC). Células E. <coli foram transformadas com este
plasmideo e cresceram em LB médio para fase mid log e
expressao de proteina induzida por 4 horas a 37° C com 0.5
mM IPTG. Apds centrifugacdo as células foram resuspensas em
tampao de lise (1 mM EDTA, 250 mM NaCL, 5% glicerol, 1 mM
PMSF, 25 mM HEPES, pH 7.4) e lisadas por sonicacdao. A
fracdo soluvel foi carregada numa coluna de chitina pré
equilibrada em tampdo de lise. A coluna foi entdo lavada
com tampdo de lavagem (1 mM EDTA, 250 mM NaCL, 0.1% Triton-
X 100, 25 mM HEPES, pH 7.0) para render Grb2-SH2-Gyra-CBD

purificado imobilizado em esferas de chitina (figura 7).

Geracdo de Grb2-SH2 C terminal tioésteres por inducgdo de

clivagem de tiol da fusao intein de Grb2-SH2-GyrA.

Para garantir que o dominio intein na proteina era
funcional a proteina de fusadao foi exposta a tiois para
estimar a extensdo de clivagem via transtioesterificacéao.
Esferas de chitina contendo Grb2-SH2-GyrA-CBD imobilizado
foram equilibradas em 200 mM NaCl, 200 mM tampao fosfato pH

7.4. Ditiotreitol (DTT) ou acido 2-mercaptoetanosulfonico
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foram equilibrados em 200 mM NACL, 200 mM tampao fosfato pH
7.4 para dar 50% rigidez com uma concentracao final de tiol
de 100 mMou 120 mM respectivamente. As misturas foram entao
endurecidas a temperatura ambiente e aliquotas analisadas
por SDS-PAGE. Apds 48 horas os sobrenadantes das reaccgdes
foram isolados e subsequentemente analisados por HPLC e

ESMS.

Tratamento de fusdao de Grb2-SH2-intein GyrA-CBD com ambos
DTT e MESNA resulta em clivagem da proteina de fusdo em
duas espécies de proteinas (Figura 7). O tamanho molecular
dos dois fragmentos correspondem ao do Grb2-SH2 e o GyrA-
fusdo intein, indicativo gque a clivagem teve lugar na
juncdo intein - SH2. Clivagem da proteina percursora de
fusdo libera o dominio SH2 no sobrenadante enquanto que a
porgcdao intein GyrA-CBD fica imobilizada nas esferas de
chitina. Apds clivagem com ambos DTT ou MESNA, analises
ESMS dos sobrenadantes confirma que Grb2-SH2 foi gerado
como também o espreado DTT ou MESNA C terminal tioéster

derivativos respectivamente.

Massa esperada de Grb2-SH2 DTT - C terminal tioéster =
12173.9 Da; massa observada 12173.5 Da. Massa esperada de
Grb2-SH2 MESNA - C terminal tioéster = 12162.0 Da; massa
observada 12163.0 Da.

Geracdo de Grb2-SH2 C terminal hidrazida por clivagem

induzida de hidrazine do Grb2-SH2-GyrA fusao intein.

A invencdo sugere gque a ligacdo tioéster entre Grb2-SH2 e o
intein GyrA na proteina percursora de fusdo é clivada com
hidrazina. A reacg¢ao dquimico selectiva de hidrazina no
grupo tioéster ligando Grb2 SH2 ao intein, libera o dominio

Grb2-SH2 no sobrenadante e o seu C terminal hidrazida
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correspondente. Esferas de chilina contendo Grb2-SH2-GyrA-
CBD imobilizado foram entdo equilibradas em 200 mM NaCl,
200 mM tampao de fosfato pH 7.4 e monohidrato de hidrazina
adicionado no mesmo tampdo dando 50% de rigidez com uma
concentracdo final de hidrazina de 200 mM. A mistura foi
entdo endurecida com temperatura ambiente e analisada por
SDS-PAGE (figura 8). Apds 20 horas o sobrenadante foi

removio e analisado por HPLC e ESMS.

Tratamento de Grb2-SH2-intein GyrA-CBD fundido com
hidrazina resulta em clivagem da proteina de fusdao em duas
espécies. O tamanho molecular dos dois fragmentos como
analisado por SDS-PAGE corresponde a Grb2-SH2 e o GyrA-
intein de fusado, indicativo que a clivagem teve lugar na
unica ligagao tioéster entre o SH2 e os dominios intein.
Clivagem da proteina percursora de fusdo libera o dominio
SH2 para o sobre nadante enquanto que a porcao Gyra intein-
CBD fica imobilizada nas esferas de chilina. Analises HPLC
e ESMS da clivagem sobrenadante confirma gue uma espécie
unica de proteina fol gerada que corresponde a hidrazida C
terminal derivativa do Grb2-SH2. Massa esperada de Grb2-SH2
C terminal hidrazida ) 12051.7 Da; massa observada 12053.0

Da. (figura 9)

Apds 20 horas de reaccao Grb2-SH2 C terminal hidrazida foi
isolada do sobrenadante por (i)uso de RPHPLC seguido de
liofilizacdo ou (ii) por filtracdo de gel. Nesta ultima a
solucad de reaccdo de hidrazida C terminal Grb2-SH2 foi
carregada numa coluna de péptido superdex (Amersham
Biosciences) e eluida com um tampdo de andamento de 50 mM
acetato de sédio pH 4.5. Isto rendeu uma solucao de
hidrazida C terminal Grb2-SH2 purificada em 50 mM acetato

de sédio pH 4.5. Esta solucao foi concentrada usando um
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filtro centricon (3000MWCO) sendo depois congelada e

armazenada a —-20° C até ser usada.

Uma amostra da hidrazida C terninal Grb2-SH2 (100 ng)
purificada e liofilizada foi tratada com a protease Lys-C
(5 pg) em 100 mM de tampdo bicarbonato de aménio com pH 8.2
(100 npL). Apds incubacdo a 30° C durante a noite a reaccédo
foi 1liofilizada e analisada por espectrometria de massa
MALDI. A massa observada do fragmento C terminal
proteolitico (FNSLNELVDYHRSTSVSRNQQIFLRDIEQVPQQOPTG)
corresponde ao da desejada hidrazida C terminal derivativa
(massa esperada de fragmento de hidrazida C terminal

proteolitica 4229 Da; massa observada 4231 Da).

Exemplo 3 veneracgao de proteina de ligagdo recombinante C-

terminal hidrazida maltose

Como uma demostracdo do descrito para geracdo de proteinas
recombinantes C-terminal hidrazia através de clivagem
selectiva de proteina - fusbdes intein com hidrazina, a
geracdo da hidrazida C terminal derivativa de proteina de

ligagdo maltose (MBP) foi investigada.

Sequencias de MBP humanos usadas

MKIEEGKLVIWINGDEKGYNGLAEVGK
KFEKDTGIKVTVEHPDEKLEETZ KTEFPQOQVA
ATGDGPDIIFWAHDRFEFGGYAQSGLTLA
EITPDKAFQDEKLYPFTWDAVRYNGTZ KL
IAYPIAVEALSLIYNEKDLILPNPPEKTW
EEIPALDKELEKAKGKSALMENLOQETPY
FTWPLIAADGGYAFKYENGEKYDTIZEKTDYV
GVDNAGAKAGLTFLVDLIZEKNEKHMNAD
TDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWS

27/38



NIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPTFEFV
GVLSAGINAASPNEKELAKEFLENYTLTL
TDEGLEAVNEKDEKPLGAVALZKSYETETETL
AKDPRIAATMENAQKGETIMPNTIPOQMS
AFWYAVRTAVINAASGRQTVDEA ALIE KD

Expressdao de MBP - Sce VMA fusédo intein

O vector de expressao pMYB5 (New England Biolabs) codifica
para uma proteina de fusdo compreendendo proteina de
maltose de ligacdo (sequencia em cima) fundida no N
terminal ao intein Sce VMA, que € por sua vez fundido ao N
terminal de um dominio de 1ligacdo chitina (CBD) para

facilitar a purificacao.

Células E. coli foram transformadas com este plasmideo
desenvolvidas em LM médio para fase mid log e expressao de
proteina induzida para 4 horas a 37° C com 0.5 mM IPTG.
Apds centrifugacdao as células foram de novo suspensas num
tampao de lise (0.1 mM EDTA, 250 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM
PMSF, 25 mM HEPES, pH 7.4) e provocando-se lise por
soniacgao. A fraccgado soluvel foi carregada numa coluna de
chitina pré equilibrada num tampao de lise. A coluna foi
entao lavada com um tampao de lavagem (1lmM EDTA, 250 mM
NaCl, 0.1% Triton-X 100, 25 mM HEPES, pH 7.0) para render a
proteina de fusdao purificada (MBP-VMA-CBD) imobilizada em

esferas de chitina.

Geragao de MBP C-terminal tioésteres por tiol de clivagem

induzida do MBP-VMA- proteina de fusao intein
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Para verificar que o dominio intein na MBP-VMA-CBD era
funcional, a proteina de fusdo foili exposta acido acido 2-
mercapto—-etano-sulfdénico (MESNA) para avaliar a extensdo de
clivagem via transtioesterificacgdo. Esferas de chitina
contendo MBP-VMA-CBD imobilizado foram equilibradas em 200
mM NaCl, 200 mM tampao fosfato pH 7,4. MESNA foi entéao
adicionada as esferas em 200 mM tampdo fosfato pH 7,4 para
dar uma mistura de 50 % com uma concentragado final de tiol
de 120 mM. A mistura foi entdao endurecida a temperatura
ambiente e aliquotas analisadas por SDS-PAGE. Apds 48 horas

0Ss sobrenadantes da reacgao foram isolados e

subsequentemente analisados por HPLC e ESMS.

Tratamento de MBP-VMA-CBD fusadao com MESNA resulta em
clivagem da proteina de fusdo em duas espécies de proteinas.
O tamanho molecular dos dois fragmentos correspondentes ao
do MBP e da porcgao VMA-CBD, indicativo que a vlivagem teve
lugar na Jjuncg¢ao intein MBP-VMA. Clivagem da proteina
percursora de fusdo libera MBP para o sobrenadante enquanto
a porcao VMA-CBD fica imobilizada nas esferas de chitina.
Isto foi confirmado por andlises ESMS da clivagem do
sobrenadante, que contem uma espécie de proteina. Massa
esperada de MBP C terminal MESNA tioéster 43064Da; massa

observada 43098 Da.

Geracao de MBP C terminal por clivagem de hidrazina

unduzida do MBP-VMA proteina de fusdo intein.

Esferas de chitina contendo MBP-VMA-CBD imobilizado foram
equilibradas em 200 mM NaCl, 200 mM tampao fosfato pH 7.4 e
monohidrato de hidrazina adicionado no mesmo tampdo para
dar uma mistura de 50% com uma concentragao final de

hidrazina de 200 mM. A mistura foli entao endurecida a
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temperatura ambiente e analisada por SDS-PAGE e por HPLC e

ESMS.

Apds 20 horas de reacgcao MBP C terminal hidrazida foi
isolada do sbrenadante através (i) usando RPHPLC seguido
por liofilizacdo ou (ii) por filtracado de gel. Nesta ultima
abordagem a solucdo de reaccao MBP C terminal hidrazida foi
carregada numa coluna de peptideo superdex (Amersham
Biosciences) e eluido com um tampdo de 50 mM de acetato de
sédio pH 4.5. Isto rendeu uma solucadao de hidrazida MBP C
terminal purificada em 50 mMtampdo de acetato de sdédio pH
4.5. Esta solucdo de proteina foi concentrada usando um
filtro centricon (2000 MWCO) e congelada e aramzenada e -
20° C até ser usada.

Tratamento de MBP-VMA-CBD fusdo com hidrazina resulta

emclivagem da proteina fundida em duas espécies.

0O tamanho molecular dos dois fragmentos como analisado por
SDS-PAGE corresponde a MBP e a porgao de VMA-CBD,
indicativa que a clivagem teve lugar na unica ligacdo de
tioéster entre o dominio intein da porgao MBP-VMA. Clivagem
da proteina percursora de fusdo libera MBP no sobrenadante,
enquanto que a porcdo de VMA-CBD fica imobilizada nas
esferas de chitina. Analises HPLC e ESMS da clivagem do
sobrenadante confirmam que uma uUnica especiede proteina é
gerada com uma massa absorvida de 42988 Da. A diferenga de
massa esperada entre o tioéster MESNA C terminal do MBP
descobriu-se ser 43098 Da. Assim o produto da clivagem de
hidrazina da MBP-VMA-CBD ¢ 110 Da inferior, indicando que a

hidrazida C terminal desejada do MBP foi formada.

Exemplo 4 ligacgado de aldeido e cetona contendo péptidos e

rétulos para hidrazida C terminal recombinante contendo
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proteinas: Ligacdo de um péptido sintético c-myc a um

dominio recombinante Grb2 SH2

Os inventores puseram a hipotesse de proteinas C terminal
hidrazidas geradas por tratamento de hidrazida do
correspondente percursor de fusdo podem ser modificadas
egspecificamente num sitio por ligacdo quimico selectiva com
adeido ou cetona contendo ©péptidos e rdétulos. Para
demonstrar isto a habilidade de uma cetona sintética conter
péptido para ligar com a hidrazida C terminal Grb2-SH2
gerada em cima foi investigada. Um péptido sintético
correspondente a sequencia epitope c-myc foi sintetisada
GEQKLISEEDL-NH;, onde 4&cido piruvico foi Jjunto & amina
terminal do péptido como o ultimo passo da montagem. Este
péptido (designado CH3;COCO-myc) foi purificado a > 95%
pureza por RPHPLC e liofilizado (ESMS massa monoisotopica

esperada 1328.6 Da; massa observada 1328.6 Da).

Uma amostra de péptido CH;COCO-myc foi dissolvida em 100 mM
de tampdao de acetato de sédio pH 4.5 para dar uma
concentracao de péptido de 4 mM. Esta solucao de péptido
(100 pL) foi entdo adicionada a uma aliquota de proteina
hidrazida C terminal Grb2-SH2 liofilizada (- 250 npg) e a
reaccao monitorizada por SDS-PAGE (figura 10). Como
controlo CH3:COCO-myc foi tambem incubado com citocromo C,
uma proteina de tamanho similar a Grb2-SH2 mas sem

funcionalidade de hidrazida.

Analises de SDS-PAGE mostram que o péptido CH3COCO-myc
ligou-se com Grb2-SH2 C terminal hidrazida, como indicado
pela conversdao de Grb2-Sh2 C terminal numa espécie de
proteina de maior peso molecular (aproximadamente 1000-2000
Da maior). A reaccdo é virtualmente completa apds 24 horas

e o produto de reaccdo parece estar estdvel. Por outro lado
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ndo mudang¢a observavel no citocromo C com © tempo, por
exemplo, nao ligacao, mostrando que a reaccao de ligacao
ocorre na funcionalidade do C terminal hidrazida do Grb2-

SH2.

Apds 96 horas de reacgao o produto da reacgao de ligacao de
Grb2-SH2 foi isolado por HPLC e caracterizado por ESMS.
Ligacadao quimico selectiva de CHs;COCO-myc para Grb2-SH2 C
terminal hidrazida através de formacdao de ligacao de
hidrazona d& um produto de massa esperada de 13363.7 Da. A
massa de produto observada foi 13364.1 Da indicando que o

produto de ligacao foi formado.

Exemplo 5 Ligacad de aldeido e cetona contendo péptidos e
rétulos a hidrazida C terminal recombinante contendo

proteinas: Rotulagem de fluoresceina de Grb2-SH2.

Neste exemplo a hidrazida C terminal recombinante
derivativa gerada através de clivagem de hidrazina do
proteina percursora de fusadao intein, ragiu com uma cetona
contendo derivativo de fluoresceina para suportar rotulagem

fluorescentes especifica num sitio da proteina.

Para facilitar rotulagem fluorescente de proteinas
recombinantes C terminal hidrazida usando o método descrito
o fluorocromo precisa conter um grupo reactivo apropriado
para ligacao, nomeadamente uma funcionalidade de aldeido ou

uma cetona.

Para este fim um derivativo de fluoresceina foi sintetizado
contendo um grupo piruvoil. Inicialmente, Fmoc-Lys (Mtt)-OH
foi junto com uma pista de resina de amida e o grupo Mtt

removido usando procedimentos standard (1% TFA, 4%

triisopropilsilano em diclorometano) .
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5(6)carboxifluoresceina foi entdo junta com o grupo amino
lisina. O grupo Fmoc foi entdo removido e o &cido piruvico
junto com o grupo livre o-amino da lisina. Apds livagem da
resina, a desejada fluoresceina derivativa [designada
CH3COCO-Lys(F1l), ver figura 11] foi purificada > 95% pureza
por RPHPLC e liofilizada (ESMS, massa monoisotopica

esperada 576.2 Da; massa monoisotopica observada 576.0 Da).

Para estabelecer a reatividade de CH3;COCO-Lys(Fl) com
proteinas e péptidos hidrazida C terminal, a reacgdo de
CH3COCO-Lys (F1) com um péptido sintético hidrazida C
terminal SLAYG-NHNH, foi investigada. Uma amostra de
CH3COCO-Lys (Fl) e péptido SLAYG-NHNH, foram dissolvidos em
100 mM de tampdo acetato de sédio pH 4.5 para dar
concentracdes finais de 0.3 mM e 2mM respectivamente. Apds
20 horas de incubacdao a temperatura ambiente a reaccédo foi
completa como determinado por andlises RPHPLC. Todo o
CH;COCO-Lys (F1) inicial reagiu para originar
predominantemente um uUnico produto. A massa que corresponde
ao desejado profuto de ligacado, nomeadmente conjugacao dos
dois reagentes através de formacdo de ligacdao hidrazona
(ESMS massa monoisotopica esperada 1079 Da; massa obsercada

1080 Da).

Tendo estabelecido a reaccdo especifica de CH3COCO-Lys(F1)
com hidrazida contendo péptidos, este derivatico de
fluoresceina foi usado para a rotulagem de sitio especifico
de Grb2 SH2 C terminal hidrazida recombinante (gerada

através de clivagem de hidrazina de Grb2 SH2-GryA-CRBD).

Dois métodos complementares foram empregues para
apurificacao de Grb2 SH2 C terminal hidrazida da reacgao de
clivagem da proteina de fusdo (exemplo2). A ©proteina

purificada foi isolada como um liofilizado sdélido ou numa
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solucdo de 50 mM tampdo de acetato de sdédio pH 4.5. Este
ultimo sistema de tampao foi escolhido de modo ao pH ser
adequado para reacgdes de formacao de ligacdao de hidrazone.
Uma aliquota de Grb2 SH2 hidrazida C terminal em 50 mM de
acetato de sdédio pH 4.5 (250 ng, 200 ng) foi adicionada
directamente numa amostra de CH3COCO-Lys(Fl) para dar uma
concentracdao final de fluorocromo de cerca de 0.3 mM. A
reaccao foi incubada a temperatura ambiente e monitorizada
por SDS-PAGE. Como controlo CH3;COCO-Lys(F1) foi também
incubado sob as mesma condigdes com citocromo C, uma
proteina de tamanho similar com Grb2-SH2 mas sem

funcionalidade de hidrazida.

Analises SDS-PAGE mostram que CH3COCO-Lys(F1l) ligou-se com
Grb2-SH2 hidrazida C terminal (figura 12) como indicado
pela conversao de Grb2-SH2 hidrazida C terminal numa unica
espécie de proteina com um aparente aumento no peso
molecular (aproximadamente 1000-2000 Da maior). Apds
analises SDS-PAGE das reaccgdes, imagem fluorescente do gel
confirma que a novo produto de reaccado formado contem um
rotulo fluorescente e que a reaccgao ¢ limpa com apenas uma
unica proteina fluorescente sendo formada (figura 14). A
reacgcao € virtualmente completa apds 24 horas e o produto

de reaccdo aparenta ser estavel sob estas condicles.

Por outro lado ndo houve mudanca observavel no citocromo C
ao longo do tempo da experiéncia, por exemplo nao ligacao,
(Figura 13) com uma completa auséncia de formacdo de
qualquer produto de proteina fluorescente (Figura 14). Isto
estabelece gque a reaccao de ligacdo ocorre na hidrazida C
terminal do Grb2-SH2, para render rotulagem sitio
especifico no C terminal da proteina recombinante. Apds 48

horas de reaccdo o produto da reaccdo de ligacdao com Grb2-
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SH2 foi isolado por HPLC. A massa deste produto, por ESMS,

confirmou a adicdo de um grupo fluorescente a proteina.

Noutro exemplo, Grb2-SH2 hidrazida C terminal liofilizada
foi directamente dissolvida em 100 mM acetato de sdédio pH
4.5 e adicionada a CHsCOCO-Lys(F1l). Alguma precipitacdo de
proteina foi observado, a fraccdao soluvel da proteina
reagiu com CH3;COCO-Lys(Fl) da maneira antecipada descrita

em cima.

Numa estratégia alternativa uma amostra de Grb2 SH2 C
terminal liofilizada (250 pg) foi dissolvida em 40% aquosa
acetonitrila contendo 0.1 % TFA (200 pL). Esta solucédo foi
entdo adicionada a uma amostra de CHs;COCO-Lys(F1l) para dar
uma concentracdo final de fluoresceina de cerca de 0.3 mM.
A solucadao foi encubada a temperatura ambiente e a reaccao
periodicamente analisada. Analises SDS-PAGE mostraram gue a
reaccdo de rotulagem ocorreu de uma forma limpa e
rapidamente sob estas condig¢des (Figura 15). Grb2-SH2
hidrazida C terminal foi convertida numa uUnica espécie de
proteina com um aparente aumento de peso molecular esperado
para o produto desejado e esta nova proteina formado era
verde fluoresente quando visualizada com uma lamapada UV.
ESMS do produto de reaccdo confirmou que uma molécula
fluorescente foi adicionada a proteina. A reaccao &
virtualmente completa apobds 4 horas, com incubacao
prolongada parecendo ser prejudicial para a formacao do

produto de ligacao.
Exemplo 6 ligacdo de aldeido ou cetona contendo péptidos e

rétulos para hidrazida C terminal recombinante contendo

proteinas: Rotulagem fluorescente de MBP.

35/38



Como exemplo a incorporacdao descrita foi usada para
rotulagem de sitio especifico C terminal de MBP com
fluoresceina. Uma amostra (250 ug) de MBP hidrazida C
terminal recombinante liofilizado (gerado através de
clivagem de hidrazina de MBP-VMA-CBD proteina percursora de
fusdo) foi dissolvida em acetonitrila 40% aquosa contendo
0.1% TFA (200 uL). A solucdo foi entdo adicionada "amostra
de CH3COCO-Lys(F1l) para dar uma concentracdo final de
fluoresceina de <cerca de 0.3 mM. A reaccdo foi entao
encubada a temperatura ambiente e periodicamente analisada

por SDS-PAGE.

Andlises SDS-PAGE mostraram que a reaccdo de rotulagem de
fluoresceina ocorreu sob estas condig¢des como indicado pela
formulacdo de uma Unica espécie de ©proteina verde
fluorescente com um peso molecular de cerca de 42 KbDa.
Analises MALDI da mistura de reaccao apds 48 horas foram
consistentes com a adicdo de uma molécula de fluoresceina

ao MBP.

Em suma, a presente invencdo garante novos métodos de
ligacdo de proteinas e rotulagem. Isto permite que ambos
fragmentos de ©proteinas sintéticos e recombinatemente
derivados sejam eficazmente juntos de uma maneira
regioselectiva. Assim isto permite que grandes proteinas
sejam construidas de combinacdes de fragmentos sintéticos e
recombinantes e permite que proteinas de qualgquer tamanho
sejam modificadas especificamente num sitio de uma maneira
sem precedentes. Isto ¢é de grande importancia para as
ciéncias bioldgicas e biomédicas e descoberta de
medicamentos quando se considera que - 30000 genes humanos
comportam centenas de milhares de diferentes espécies de

proteinas através de modificacdo pds translacional. Tais
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proteinas modificadas pds translacionalmente nado podem ser

acedidas através de tecnologias recombinantes actuais.

A aplicacdo de tais técnicas de ligacdo de proteinas pode
ser usada para ferramentas a base de proteinas,
terapéuticos de proteinas e em de novo design e podem abrir
muitas portas nas ciéncias bioldgicas e biomédicas gque nao

tem sido possivel.

Varias modificacgdes e variacgdes das incorporacgdes descritas
das 1invencdes serdo perceptiveis para os qualificados na
arte. Contudo a invencdo foi descrita com ligacdo a
incorporacgdes preferidas, deve ser entendido que a invencgéao
como reivindicado nao deve ser limitada as tais
incorporacgdes especificas. Varias modificag¢des dos modos
descritos para levar a cabo a invencdao qgue sejam obvias
para os qualificados na arte estdo cobertas pela presente

invencao.

Lisboa,
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Reivindicacdes

1. Um método para produzir um produto oligopéptido, o

método compreendendo 0S Passos:

a) tendo um grupo reactivo, onde o grupo reactivo & um
grupo hidrazina, uma grupo de hidrazida ou um grupo de

aminooxi;

b) garantir um segundo oligopéptido, o segundo oligopéptido
tendo um grupo éster activado, onde o grupos éster activado
¢ um grupo tioéster, um grupo éster fendlico, um grupo

hidroxisuccinimida ou um grupo O- acilisourea;

c) permitir ao grupo reactivo do primeiro oligopéptido
ragir com o grupo éster activado do segundo oligopéptido
para formar um produto oligopéptido, em que o primeiro e
segundo oligopéptidos estdao ligados através de um grupo de

ligacao tendo Formula I, formula II ou Formula III.

Formula I
i
e C— NH=-NH-—

Formula II

0
= C=NH~ O

Formula III
O O

i 11
—{L~NH—-NH—-C—
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2. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1 onde o grupo de
éster activado termicamente é um tioéster onde o péptido é

o0 acil subsistente do tioéster.

3. 0 método de acordo com a reivindicacdao 2 onde o dito
segundo polipéptido é gerado por reagente tiol dependente
de clivagem de uma molécula precursora, dita molécula
percursora compreendendo um segundo oligopéptido fundido N

- terminal com um dominio intein.

4, O método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores onde o grupo reactivo € um grupo aminooxi e o©

grupo éster activado é um tiéster.

5. 0 método de acordo com a reivindicagcdo 4 onde o dito
primeiro oligopéptido é produzido por reacgado de hidrazina
com um percursor de molécula, dito percursor de molécula
compreende um percursor de oligopéptido fundido N- terminal

a um dominio intein através de um grupo tioéster.

6. Um método para producdo de um produto oligopéptido, o

dito método compreendendo 0SS passos:

a) Garantir um primeiro oligopéptido, o) primeiro
oligopéptido tendo um grupo reactivo, onde o grupo reactivo
¢ um grupo de hidrazina, um grupo de hidrazina ou um grupo

de aminooxi;
b) Garantir uma molécula percursora de oligopéptido, a
molécula percursora de oligopéptido compreendendo um

segundo oligopéptido fundido terminal N a um dominio intein;

c) Permitir ao grupo reactivo do primeiro oligopéptido

reagir com a molécula percursora de oligopéptido para

2/8



formar um produto oligopéptido, em que o primeiro e segundo
oligopéptidos sado ligados através de um grupo de ligacao

tendo Formula I, Formula II ou Formula III.

7. Um método de acordo com gqualquer uma das reivindicacgdes
anteriores onde o primeiro ou segundo oligopéptido & um
oligopéptido recombinante e outro do primeiro e do segundo

oligopéptido é um polipéptido sintético.

8. O método de acordo com gualguer uma das reivindicacdes
de 1 a 6, onde o primeiro oligopéptido e o segundo

oligopéptido sao oligopéptidos recombinantes.

9. 0 método de acordo com gualgquer uma das reivindicacdes
de 1 a 6, onde o primeiro oligopéptido e o segundo

oligopéptido séao oligopéptidos sintéticos.

10. O método para gerar uma proteina hidrazida, o dito

método compreende os passos de:

(a) Garantir uma molécula de proteina compreendendo um

oligopéptido fundido temrinal N a um dominio intein,

(b) Reagir a dita molécula de proteina com hidrazina, tal
que o dominio intein seja clivado do oligopéptido para

gerar a proteina hidrazida.
11. O método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
de 1 a 9 onde o passo (c) do método € levado a cabo num pH

no intervalo de 6.5 a 7.5.

12. O método de producdo de um produto oligopéptido, o

método compreende 0s passos:
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a) Garantir um primeiro oligopéptido, o) primeiro

oligopéptido tendo um grupo aldeido ou cetona,

b) Garantir uma molécula percursora de oligopéptido, a
molécula percursora de oligopéptido compreende um segundo

oligopéptido ligado N terminal a um dominio intein,

c) Reagir a dita molécula percursora de oligopéptido com
hidrazina para gerar uma molécula oligopéptida
compreendendo um oligopéptido intermediario, o dito
oligopéptido intermedidrio tendo um grupo terminal

hidrazida,

d) Permitir o grupo aldeido ou cetona do primeiro
oligopéptido reagir com o grupo hidrazida da molécula
oligopéptida intermediaria para formar um produto
oligopéptido, em gque o primeiro oligopéptido e o segundo
oligopéptido estadao ligados através de um grupo de ligacao

hidrazina.

13. Um produto oligopéptido produzido pelo método de
qualquer uma da reivindicacdes de 1 a 9, em gue o primeiro
e segundo oligopéptidos estao ligados através de um grupo

de ligacadao de Formula II ou Formula IITI.

14. Um método para rotular um oligopéptido, o método

compreende 0S8 pPassos:
a) Garantir uma molécula de rdétulo, a molécula de rotulo
tendo um grupo de reaccgdo, onde o grupo de reacgdo € um

grupo hidrazina, um grupo hidrazina ou um grupo aminooxi;

b) Garantir o oligopéptido, o oligopéptido tendo um grupo

éster activado, onde o grupo éster activado €& um grupo

4/8



tioéster, um grupo de éster fendlico, um grupo

hidroxisuccinimida, ou um grupo O-acilisourea;

c) permitir ao grupo de reacc¢do da molécula rotulada reagir
com O grupo éster activado do oligopéptido para formar o
oligopéptido rotulado, em gque a molécula rotulada e o
oligopéptido sdo ligados através de um grupo de ligacao

tendo Formula I, Formula II ou Formula IITI.

15. 0 método de acordo com a reivindicagado 14, onde no
passo (c), onde a dita molécula rotulada e o oligopéptido
estdo ligados através de um grupo de ligacdo tendo Formula
IT e onde o dito grupo de éster activado do passo (b) nao é
um tioéster, dito éster activado é um grupo éster activado

terminal.

l6. O método para rotular um oligopéptido, o método

compreende 0S passos:

a) garantir uma molécula rotulada, a molécula rotulada
tendo um grupo éster activado do qual o rotulo €& acil
substituinte, onde o grupo de éster activado € um grupo
tioéster, um grupo de éster fendélico, um grupo

hidroxisuccinimida ou um O-— acilisourea;

b) garantir o oligopéptido, o oligopéptido tendo um grupo
reactivo, onde o grupo reactivo é um grupo hidrazina, um

grupo hidrazida ou um grupo aminooxi;

c) permitir o grupo éster activado da molécula rotulada
reagir com o grupo reactivo do oligopéptido para formar o
oligopéptido rotulado, em que a molécula rotulada e o
oligopéptido estao ligados através de um grupo de ligacao

tendo Formula I, Formula II ou Formula III,
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Onde, no passo (c), onde a dita molécula rotulada e o
oligopéptido sédo ligados através de um grupo de ligacgao

tendo Formula II, o dito éster activado € um tioéster.

17. O método de acordo com a reivindicacao 16 onde o dito
oligopéptido é produzido por reacgao de hidrazina com uma
molécula percursora, dita molécula percursora compreendendo
um percursor de oligopéptido ligado N terminalmente com um

dominio intein através de um grupo tioéster.

18. O método para rotular um oligopéptido, o método

compreende 0S passos:

a) garantir um rotulo, o rotulo tendo um grupo reactivo,

b) (i) garantir um uma molécula percursora de oligopéptido,
a molécula percursora de oligopéptido compreendendo um
oligopéptido ligado N terminalmente a um dominio intein (ii)
permitir ao reagente tiol dependente de clivagem da
molécula percursora gerar a molécula de oligopéptido, dita
molécula de oligopéptido tendo um grupo tioéster no seu C

terminal,

c) permitir o grupo reactivo do rotulo reagir com a
molécula de oligopéptido para formar um oligopéptido
rotulado, em gque o rotulo e oligopéptido estdo lidagos

através de um grupo de ligacao endo Formula I, II ou III.
19. 0 método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
de 14 a 16 onde o grupo reactivo é um grupo de amiooxu e ©

grupo de éster activado é um tioéster.

20. 0 método de acordo com a reivindicacao 18, onde o grupo

reactivo é um grupo de aminooxi.
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21. O método para rotular um oligopéptido, o método

compreende 0S passos:

a) garantir uma molécula rotulada, a molécula rotulada
tendo um grupo reactivo, onde o grupo reactivo é um grupo

de hidrazina, um grupo de hidrazida ou um grupo de aminooxi,

b) garantir uma molécula percursora de oligopéptido, a
molécula percursora de oligopéptido compreendendo um
oligopéptido 1ligado N terminal a um dominio intein (ii)
permitindo clivagem de reagente tiol da molécula percusora
para gerar molécula de oligopéptido, dita molécula de

oligopéptido tendo um grupo tiocéster na seu N terminal,

c) permitir ao grupo reactivo da molécula rotulada reagir
com a molécula percursora de oligopéptido para formar um
produto oligopéptido rotulado, em gque a molécula rotulada e
o oligopéptido sdao ligados através de um grupo de ligacao
tendo Formula I, Formula II ou Formula III como definido em

cima.
22. 0O método de acordo com as reivindicag¢des de 14 a 21
onde o passo (c) do meto é levado a cabo com um pH no

intervalo de pH 6.5 a pH 7.5.

23. 0 método para rotular um oligopéptido, o método

compreendendo 0S passos:

a) garantir uma molécula rotulada, a molécula rotulada

tendo um grupo aldeido ou cetona,

b) garantir uma molécula percursora de oligopéptido, a

molécula percursora de oligopéptido compreendendo um
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primeiro oligopéptido ligao N terminalmente a um dominio

intein,

c) reagir a dita molécula percursora de oligopéptido com a
hidrazina para gerar uma molécula de oligopéptido
compreendendo um oligopéptido intermediario, dito
oligopéptido intermedidrio tando um grupo terminal

hidrazida,

d) permitir ao grupo aldeido ou cetona da molécula rotulada
reagir com o grupo hidraziada da molécula de oligopéptido
intermediaria para formar um produto oligopéptido rotulado,
em que a molécula rotulada e o oligopéptido estdo ligados

através de um grupo de ligacdo hidrazona.

24. 0 método de acordo com a reivindicacgdes 12 ou 23 onde o
grupo aldeido ou cetona é um grupo o-dicetona ou o-ceto-

aldeido.

25. Um oligopéptido rotulado produzido por um método de
qualguer uma das reivindicacgdes de 14 a 22 em que o rotulo
e o oligopéptido estao ligados através de um grupo de

ligacao tendo Formula I ou Formula ITI.

Lisboa,
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Figure 1 General principle of chemical ligation.
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Figure 2 Mechanism of protein splicing
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Figure 3 Generation of Recombinant C-terminal Thioester Proteins
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Figure 4 Ligation of protein and peptide thioesters with hydrazine and
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Figure 5 Generation of synthetic and recombinant peptide hydrazides
- for ligation with thioester containing molecules
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Figure 6 Generation of recombinant peptide hydrazides for ligation
with aldehyde and ketone containing molecules
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Figure 9. ESMS spectrum of the C-terminal hydrazide derivative of Grb2-SH2

Figure 10. SDS-PAGE analysis of the reaction between synthetic ketone containing
peptide CH3COCO-myc with Grb2-SH2 ~ C-terminal hydrazide and Cytochrome C.
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Figure 12
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Figure 15.
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