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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "METODOS
DE CRIAGAOE DE TRIAGEM DE BIBLIOTECAS DE DNA CODIFICADO".
ANTECEDENTES DA INVENCAO

O custo crescente do farmaco descoberto levou a busca perma-

nente por novos métodos de triagem de maior espago quimico tao econdmi-
co quanto possivel para encontrar moléculas com maior poténcia e pouca ou
nenhuma toxicidade. Abordagens de quimica combinatéria na década de 80
foram originalmente anunciadas como sendo métodos para transcender o
paradigma de descoberta de farmacos, mas nao tiveram éxito devido a ta-
manhos da biblioteca insuficientes e métodos inadequados de deconvolu-
cao. Recentemente, o uso de bibliotecas combinatérias de DNA exibido de
pequenas moléculas criou uma nova mudanga de paradigma para a selegéao
de compostos de chumbo terapéutico.

Morgan et al. (Pedido de Patente norte-americano n°
2007/0224607, incorporado por referéncia) identifica os principais desafios
no uso de abordagens combinatérias de DNA exibido na descoberta do far-
maco: (1) a sintese de bibliotecas de complexidade suficiente e (2) a marca-
cao de moléculas que sao ativas nas triagens usadas. Além disso, Morgan et
al. afirma que quanto maior o grau de complexidade de uma biblioteca, ou
seja, o nimero de estruturas distintas presentes na biblioteca, maior a pro-
babilidade de que a biblioteca contenha moléculas com a atividade de inte-
resse. Assim, a quimica utilizada na sintese de biblioteca deve ser capaz de
produzir um vasto nimero de compostos dentro de um prazo razoavel. Esta
abordagem tem sido geralmente bem-sucedida em identificar moléculas com
quimiotipos diversificados e de alta afinidade. No entanto, uma série de
guestdes veio a tona com relagdo a geragao de bibliotecas de enorme com-
plexidade e a avaliagdo da saida de sequenciamento na escala que tem sido
descrita. Por exemplo, a purificagdo de uma biblioteca seguinte a multiplas
transformacgdes quimicas (por exemplo, geralmente 3 ou 4 etapas) e trans-
formacdes biolégicas (por exemplo, a ligacdo enzimatica de marcagoes
DNA) é inconveniente e resulta em uma quantidade significativa de "ruido”

na biblioteca, seja por sintese incompleta de moléculas ou marcacéo errada
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durante a etapa de ligacdo. Além disso, a quantidade de sequenciamento
que é necessaria para interrogar populagdes selecionadas é impressionante,
normalmente exigindo métodos de sequenciamento "nextgeneration” ("pré-
xima geracao"). Este ultimo é devido ao fato de que esquemas de marcagao
genética sofisticada embutidos na parte de DNA da biblioteca, juntamente
com algoritmos de bioinformatica para a analise da saida de sequenciamen-
to "NextGeneration", sdo obrigados a filtrar através do ruido e identificar su-
cessos na biblioteca. Como resultado, mesmo com essas metodologias, o
sequenciamento ainda nao é avancado o suficiente para capturar totalmente
a diversidade de sequéncias (representando tanto éxito real e "ruido") de
uma determinada triagem.

Exibicdo de DNA de bibliotecas combinatérias de pequena mo-
lécula depende de sintese de dividir e agrupar multietapa da biblioteca, aco-
plada a adicdo enzimatica de marcag¢des de DNA que codificam tanto a eta-
pa sintética quanto o bloco de construgao usado. Varias (por exemplo, 3 ou
4) etapas sintéticas sao normalmente realizadas e codificadas, e elas inclu-
em posi¢des de diversidade  (aqui descritas como A, B e C (figura 1)), tal
como aqguelas formadas acoplando blocos de constru¢do com, por exemplo,
grupos funcionais amina ou carboxilato em um arcabougo quimico que mos-
tra os blocos de construgdo anexados em orienta¢des definidas. Um exem-
plo de um arcabouco (S), que é frequentemente usado em bibliotecas com-
binatérias € uma molécula de triazina, que pode ser ortogonalmente derivati-
zada em trés posi¢des sobre a sua estrutura de anel.

O processo de formacao da biblioteca pode ser demorado, os
produtos sdo muitas vezes ineficientemente purificados, e o resultado é que
as reagdes nao conhecidas podem ocorrer as quais criam moléculas indese-
jadas e/ou desconhecidas ligadas ao DNA. Além disso, a purificacdo incom-
pleta da biblioteca pode resultar em contaminagdo cruzada de marcagoes
durante as etapas de ligagao, resultando em marcagao errada. O resultado
final para a selecao e sequenciamento de hits da biblioteca € que o sequen-
ciamento massivamente paralelo tem que ser empregado devido ao "ruido"

inerente de ambos os DNAs que estao ligados as moléculas que sao nao
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intencionais (por exemplo, produtos nao reagidos ou secundarios) ou que
sdo marcados errado. Assim, a eficiéncia do sequenciamento é perdida.

Em alguns casos, um oligonucleotideo iniciador, a partir do qual
a biblioteca de pequena molécula é construida, contém uma regido de inici-
ador de ligacdo para a amplificagdo da polimerase (por exemplo, PCR) na
forma de um oligonucleotideo de filamento duplo, covalentemente fechado.
Esta construcéo é muito problematica para a realizagéo de reagées de poli-
merase, devido a dificuldade de derreter o oligonucleotideo diplex e permitir
que um iniciador se ligue e inicie a polimerizacdo, que resulta em uma rea-
¢ao ineficiente, reduzindo o rendimento em 10 - até 1000 vezes ou mais.

Existe uma necessidade de uma abordagem mais faseada para
triagem e identificagdo de moléculas pequenas que tém maior poténcia e
pouca ou nenhuma toxicidade.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao apresenta um método para a criagao e tria-

gem de bibliotecas simplificadas de DNA codificado, devido ao menor nume-

ro de etapas sintéticas (por exemplo, nenhuma ligagcdo enzimatica ou ne-

nhum oligonucleotideo iniciador duplo filamentado covalentemente fechado)
e, portanto, substancialmente menos "ruido" durante a analise dos oligbme-
ros codificados (aqui chamados de "regides identificadoras"). Assim, o se-
quenciamento torna-se muito mais eficiente, ou, alternativamente, a analise
de micromatriz torna-se possivel, levando em consideragao as propensoes
inerentes que podem confundir a interpretacdo dos dados que podem ser
introduzidos por amplificacéo da regido de codificagdo. Foram também iden-
tificados métodos para a criagdo de uma maior diversidade de reag¢des qui-
micas em vez de simplesmente limitados a condigbes aquosas para tornar a
biblioteca de DNA codificado mais hidrofébica e soltvel em solventes orga-
nicos nas etapas subsequentes da sintese de biblioteca. Desta forma, as
reagdes quimicas podem ser realizadas com o rendimento potencialmente
maior, uma maior diversidade de blocos de construcao, e fidelidade melho-
rada das reagbes quimicas.

Assim, a presente invencao apresenta um método de marcagéao
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de bibliotecas quimicas de DNA codificado ligando um primeiro grupo fun-
cional de um ligante bifuncional a um oligonucleotideo iniciador na extremi-
dade 5' do oligonucleotideo iniciador, em que o oligonucleotideo iniciador
forma uma estrutura em formato de grampo, e ligando um segundo grupo
funcional do ligante bifuncional a um componente da biblioteca quimica. O
oligonucleotideo iniciador pode incluir uma primeira regido identificadora e
uma segunda regiao identificadora, de tal forma que a segunda regido identi-
ficadora hibridiza para a primeira regido identificadora do oligonucleotideo
iniciador. A segunda regido identificadora pode incluir uma marcacéao fluo-
rescente (por exemplo, um fluoréforo ou GFP) ou o rétulo biotinilado. Além
disso, a segunda regido identificadora ndo é amplificada antes da analise
ap6s uma etapa de selecao.

Em outra modalidade, a invengao apresenta um método de cria-
¢ao de bibliotecas de DNA codificado pela (a) criagdo de um primeiro nodo
de diversidade, (b) codificagdo do primeiro nodo de diversidade em vasos
separados, (c) agrupamento do primeiro nodo de diversidade, e (d) divisdo
do primeiro nodo de diversidade agrupado em um segundo conjunto de va-
sos separados, em que o primeiro nodo de diversidade reage para formar
um segundo nodo de diversidade. Em certas modalidades, o segundo nodo
de diversidade nao é codificado e agrupado.

Em outra modalidade, a presente invengao apresenta um méto-
do para a criagdo de bibliotecas usando rea¢cbes quimicas semi ou n&o a-
quosas (por exemplo, orgénicas) com maior rendimento, uma maior diversi-
dade de blocos de construgao, € um maior nimero de reagbes quimicas que
podem ser usados para criar mais bibliotecas combinatérias de DNA marca-
do do que as anteriormente alcancadas.

Em geral, os métodos da presente invengéo proveem um con-
junto de bibliotecas que contém, por exemplo, uma ou duas posigbes de di-
versidade em um arcabougo quimico que pode ser eficientemente gerado
em alto rendimento, selecionado para identificar blocos de construgéo indivi-
duais ps ou combinagbes de blocos de construgdo que residem em, por e-

xemplo, uma ou duas posigées de diversidade, e iterativamente diversificado
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em, por exemplo, uma segunda, terceira, e/ou quarta posicao de diversidade
para criar moléculas com propriedades melhoradas. Além disso, os métodos
aqui descritos permitem uma andlise ampla e extensa dos compostos sele-
cionados tendo uma propriedade desejada biolégica, que, por sua vez, per-
mite que compostos relacionados com relagdes estruturais familiares sejam
identificados (por exemplo, relagdes estrutura-atividade).

Por "arcaboucgo" significa uma porgédo quimica que exibe nodo
(s) de diversidade em uma geometria especial particular. Nodo (s) de diver-
sidade é tipicamente ligado ao arcaboucgo durante a sintese da biblioteca,
mas em alguns casos, um nodo de diversidade pode ser anexado ao arca-
bougo antes da sintese da biblioteca (por exemplo, em adi¢éo das regides
de identificador). Em algumas modalidades, o arcabougo é derivatizado de
tal forma que ele pode ser ortogonalmente desprotegido durante a sintese
da biblioteca e, posteriormente, reagido com nodos de diversidade diferentes
(por exemplo, usando a marcagao de identificador em cada etapa).

Por "regiao identificadora" significa a por¢do de marcagao de
DNA da biblioteca que codifica a adigdo do bloco de construgdo a biblioteca.

Por "oligonucleotideo iniciador" significa os oligonucleotideos de
partida para a sintese de biblioteca que contém também um ligante covalen-
temente ligado e uma porgao funcional para adicdo de um nodo de diversi-
dade ou arcabouco. O oligonucleotideo pode ser simples ou duplo filamen-
tado. O oligonucleotideo pode consistir em bases naturais ou modificadas.

Por "porgao funcional" significa uma porgéo quimica compreen-
dendo um ou mais blocos de construgao que podem ser selecionados a par-
tir de qualquer molécula pequena ou projetados e construidos com base em
caracteristicas desejadas, por exemplo, solubilidade, disponibilidade de doa-
dores e receptores de ligagdo de hidrogénio, graus rotacionais de liberdade
das ligagbes, carga positiva, carga negativa, e assim por diante. A por¢ao
funcional deve ser compativel com a modificagcdo quimica de tal forma que
ela reaja com a cabeg¢a. Em certas modalidades, a por¢ao funcional pode ser
ainda reagida como uma entidade bifuncional ou trifuncional (ou superior).

Porgées funcionais também podem incluir blocos de construgdo que sdo u-
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sados em qualquer um dos nodos de diversidade ou posicdes. Exemplos de
blocos de construgdo e marcagdes de DNA de codificacdo séo encontrados
nas Tabelas 1 e 2. Ver, por exemplo, publicacédo do pedido de patente norte-
americano n°® 2007/0224607, incorporado por referéncia.

Por "bloco de construgcao" significa uma unidade quimica estrutu-
ral que esta ligada a outras unidades quimicas estruturais ou pode ser ligada
a outras tais unidades. Quando a porg¢ao funcional € polimérica ou oligoméri-
ca, os blocos de construgédo sdo as unidades monoméricas do polimero ou
oligdbmero. Blocos de construgao também podem incluir uma estrutura de
arcabouco (por exemplo, um bloco de construgédo de arcabougo) a qual s&o,
ou podem ser anexadas uma ou mais estruturas adicionais (por exemplo,
blocos de construgéo periférica). Os blocos de construgao podem ser quais-
quer compostos quimicos que sdo complementares (isto €, os blocos de
construcao devem ser capazes de reagir para formar uma estrutura que in-
clui dois ou mais blocos de construgdo). Normalmente, todos os blocos de
construgao usados terdo pelo menos dois grupos reativos, embora alguns
dos blocos de construgdo usados terdo apenas um grupo reativo cada. Gru-
pos reativos em dois blocos de construgdo diferentes devem ser comple-
mentares, ou seja, capazes de reagir para formar uma ligacao covalente.

Por "ligante" significa uma molécula que liga a parte de &cido
nucleico da biblioteca a espécies funcionais exibidas. Tais ligantes s@o co-
nhecidos na técnica, e aqueles que podem ser usados durante a sintese da
biblioteca incluem, mas nao estao limitados a, 5'-O-Dimetoxitritil-1',2'-
Dideoxirribose-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)]-fosforamidita; 9-O-
Dimetoxitritil-trietileno  glicol, 1-[(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)}-fosforamidita;
3-(4,4'-Dimetoxitritiloxi) propil-1-[(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)]-fosforamidita;
e 18-0O-Dimetoxitritilhexaetilenoglicol, 1-[(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)]-
fosforamidita. Tais ligantes podem ser adicionados um depois do outro em
diferentes combinacdes para gerar ligantes de diferentes comprimentos de-
sejados. Por "ligante ramificado" significa uma molécula que se liga a posi-
cao de acido nucleico da biblioteca em 2 ou mais espécies funcionais idénti-

cas da biblioteca. Ligantes ramificados sdo bem conhecidos na técnica e
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exemplos podem consistir em duplicadores simétricos ou assimétricos (1) e
(2) ou um triplicador simétrico (3). Ver, por exemplo, Newcome et al., Dendri-
tic Molecules: Concepts, Synthesis, Perspectives, VCH Publishers (1996);
Boussif et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7297-7301 (1995); and Jansen
et al., Science 266: 1226 (1994).

Como usado aqui, o termo "oligonucleotideo" se refere a um po-
limero de nucleotideos. O oligonucleotideo pode incluir DNA ou qualquer
derivado do mesmo conhecido na técnica que pode ser sintetizado e utiliza-
do para reconhecimento de pares de base. O oligonucleotideo nao tem que
ter bases contiguas, mas pode ser intercalado com por¢des de ligante. O
polimero de oligonucleotideo pode incluir nucleosideos naturais (por exem-
plo, adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, deso-
xitimidina, desoxiguanosina e desoxicitidina), analogos de nucleosideos (por
exemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3-metil
adenosina, C5-propinilcitidina, C5-propiniluridina, C5-bromouridina, C5-
fluorouridina, Cb5-iodouridina, C5-metilcitidina, 7-deazaadenosina, 7-
deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-metilguanina, e 2-
tiocitidina), bases quimicamente modificadas, bases biologicamente modifi-
cadas (por exemplo, bases metiladas), bases intercaladas, agticares modifi-
cados (por exemplo, 2'-fluororribose, ribose, 2'-desoxirribose, arabinose e
hexose), elou grupos de fosfato modificado (por exemplo, fosforotioatos e
ligacbes 5'-N-fosforamidita).

Por "operativamente ligadas" significa que duas estruturas qui-
micas s&o ligadas entre si de tal forma a manterem-se ligadas através das
varias manipulagbes que espera-se que elas sejam submetidas. Normalmen-
te, a porcao funcional e o oligonucleotideo de codificagéo estdo ligados co-
valentemente através de um grupo de ligagdo apropriado. Por exemplo, o
grupo de ligacdo pode ser uma molécula bifuncional com um sitio de fixacao
para o oligonucleotideo de codificagdo e um sitio de fixagdo para a porgéo
funcional.

Por "pequena molécula” significa uma molécula que tem um pe-

so molecular inferior a cerca de 1000 Daltons. Pequenas moléculas podem
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ser organicas ou inorganicas, e podem ser isoladas a partir de, por exemplo,
bibliotecas de compostos ou fontes naturais, ou podem ser obtidas por deri-
vatizacao de compostos conhecidos.

Outras caracteristicas e vantagens da invencéao serao evidentes
a partir da seguinte descricdo detalhada, desenhos, exemplos, e reivindica-
coes.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 € um esquema ilustrando as posi¢oes de diversidade A,

BeC.

Figura 2 € um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 1, mostrando, em parte, o oligonucleotideo inicia-
dor, que inclui uma estrutura em formato de grampo complementar na regiao
identificadora, que foi reagida com nodos de diversidade A e B. A regiao i-
dentificadora para B esta sendo adicionada. Nesta figura, o nodo de diversi-
dade "C" é a posicao potencial para uma posig¢ao diversidade adicional a ser
adicionada ap6s a adicao da regiao identificadora B.

Figura 3 € um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 1, mostrando, em parte, o oligonucleotideo inicia-
dor, que inclui uma sequéncia na regiado de lago da estrutura em formato de
grampo que pode servir como uma regiao de ligacao de iniciador para ampli-
ficacéo.

Figura 4 é um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 1, mostrando, em parte, o oligonucleotideo inicia-
dor, que inclui uma sequéncia nao complementar na extremidade 3' da mo-
lécula que pode servir para ligar uma segunda regiao identificadora a polime-
rizacéo ou a ligagdo enzimatica.

Figura 5 € um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 1, mostrando, em parte, o oligonucleotideo inicia-
dor, em que a regidao de lago do oligonucleotideo iniciador e pelo menos a
regiao identificadora no lado 3' da regido de lago pode servir para hibridizar
com um oligonucleotideo complementar, que também contém uma segunda

regiao identificadora.
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Figura 6 € um esquema de amplificagdo PCR do modelo em
formato de grampo, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 7 € um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 2, mostrando um oligonucleotideo em formato de
grampo que é covalentemente fechado (por exemplo, através de uma estru-
tura em formato de grampo ou quimicamente) na extremidade distal ao ligan-
te.

Figura 8 € um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 2, mostrando a inclusdo de nodos de diversidade
adicionais.

Figura 9 é um esquema de um membro da biblioteca quimica de
DNA codificado do Modo 2, mostrando as etapas para a triagem de bibliote-
cas e métodos para deconvolucionar regiées identificadoras.

Figura 10 € um esquema mostrando oligonucleotideos usados
na biblioteca sintética. Cabeca (HP) foi sintetizada por DNA IDT e HPLC pu-
rificada. Setas indicam o sitio para restricao de BbvCl (sublinhado) ou diges-
tao denteada de Nb.BbvCl or Nt.BbvCl. Sequéncias das marcagdes de DNA
A1, B1, e C1 (filamentos superior e inferior), os iniciadores PCR 5' e 3', e a
extremidade 3' da HP sao também conhecidos.

Figura 11 € um gel eletroforético (TBE-ureia (15%) gel de eletro-
forese; UV sombreando uma placa de TLC) da cabe¢a em diferentes etapas
desta sintese. Cabeca HP (DNA IDT) foi acilada por Fmoc-amino-PEG2000-
NHS (JenKem Technology USA). Rota 1 € a HP (DNA IDT) oligonucleotideo
(42 nts). Rota 2 é HP acilada com Fmoc-amino-PEG2000-NHS. Apés adicao
de Tris-HCI, desprotecdo de Fmoc é observada. rota 3 é a reagdo bruta com
piperidina, mostrando desprotecdo completa de Fmoc. rota 4 é a mesma que
a rota 3 ap6s dessalgar em uma coluna NAP-5 e liofilizagao. (XC: xileno cia-
nol (migra como 60 nt DNA); BPB: bromofenol azul (migra como 15 nt DNA)

Figura 12 € um esquema mostrando as etapas em sintese de bi-
blioteca modelo. DTAF foi conjugado com cabeca modificada por amino-
PEG (HP-1) na primeira etapa. Ap6s esta etapa, uma porgédo de HP-1-DTAF

foi adicionalmente acilada com pentilamino-biotina.
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Figura 13A é um esquma da ligagdo das marcagdes de DNA. Fig
13B illustrata 4% de gel de agarose de biblioteca HP-1-DTAF-biotina em di-
ferentes etapas da ligacdo de marcagao de DNA. M: marcador; Rota 1: HP-
1-DTAF-biotin; Rota 2: 1+ marcacéo A apenas; Rota 3: 1 + marcagdes A, B,
e C, bem como extremidade 3' oligoligada. Setas indicam fluorescéncia ver-
de brilante (DTAF). Nenhuma separag¢do substancial é observada no gel.
Figura 13C illustrata amplificagdo PCR (24 ciclos) das reacdes de ligacao. M:
marcador (banda inferior € 100); Rota 1: amplificacdo PCR da banda fluo-
rescente verde a partir da rota 1 da figura 14B (HP-1-DTAF-biotina + marca-
cao A); Rota 2: amplificcado PCR da banda fluorescente verde a parti da
rota 2 da figura 13B (HP-1-DTAF-biotina + todas as 3 marcagdes e extremi-
dade 3' oligo); Rota 3: amplificagdo PCR da reagao de ligacado bruta HP-1-
DTAF-biotina + todas as 3 marcagdes; Rota 4: nenhum controle modelo.

Figura14 € um conjunto de géis eletroforéticos mostrando a puri-
ficacdo do composto modelo XChem e sele¢do modelo (via uma interagao
de ligacao entre a porgao de biotina do composto modelo XChem e estrep-
tavidina). Os géis sao géis 4-12% de SDS NuPage com tamp&o de execugéo
MES. Géis foram escaneados por fluorescéncia verde usando um laser 450-
nm. Figura 14A é um gel mostrando etapas de sintese e purificacdo. Amos-
tras foram misturadas com tampao de carregamento e fervidas. M: marca-
dor; Rota 1: HP-1 + DTAF; Rotas 2 e 2a: HP-1-DTAF + biotina (duas reactes
indenpendentes); Rotas 3-6 (etapas de purificacdo/selecdo modelo usandp
contas de estreptavidina Dynal): Rota 3: fluxo através; Rota 4: ultima lava-
gem (lavado com agua a 80°C por 10 minutos); Rotas 5 e 5" eluigdo com 25
mM de EDTA a 90°C (1° e 2°); Rotas 6 e 6": eluicdo com 25 mM de EDTA e
5 mM de NaOH a 90°C (1° e 2°). Figura 14B é um gel mostrando ligagéo de
HP-1-DTAF-biotina ("biblioteca de 1") a estreptavidina. Amostras foram mis-
turadas com gel carregando tampéo e diretamente carregado no gel sem
fervura. Amostras, como no gel da figura 14A, foram incubadas com um ex-
cesso de estreptavidina em 50 mM de NaCl/10 mM de Tris HCI, pH 7.0, por
10 minutos. "S" indica a adigao de estreptavidina. Amostras 5 e 6 foram a-
grupadas. Rota 1: HP-1-DTAF; Rota 1S: HP-1-DTAF + estreptavidina; Rota
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2: HP-1-DTAF-biotina (dessalgada); Rota 2S: HP-1-DTAF-biotina + estrepta-
vidina; Rota 4: ultima lavagem (lavagem com agua a 80°C por 10 minutos);
Rota 4S: dltima lavagem amostra + estreptavidina; Rota 5+6: amostras a-
grupadas 5, 5', 6 e 6' (fragcdes de eluicao a partir de beads de estreptavidina,
HP-1-DTAF-biotina purificada e selecionada; Rota 5+6S". HP-1-DTAF-biotina
+ estreptavidinaa purificada e selecionada. Note que nao existe nenhuma
diferenca notavel na migragao entre diferentes etapas de "biblioteca de sin-
tese 1". Figura 14C é 4% de gel de agarose de cabeca (Trilink) HP-T, reagi-
do com DTAF. Rota 1: Marcador; Rota 2: DTAF; Rota 3 HP-T-DTAF. Painel
esquerdo: visualizagdo UV do gel (colorido com brometo de etidio); painel
direito: mesmo gel escaneado por fluorescéncia em comprimento de onda de
excitagdo 450 nm (verde, fluoresceina). Figura 14D é 4-12% de SDS de gel
NuPage com tampéao de execucdo MES, mostrando ligagcdo de HP-T-DTAF-
biotina a estreptavidina. Amostras foram misturadas com tampéao carregando
em gel e diretamente carregado no gel sem fervura. Amostras, como no gel
da figura 14A, foram incubadas com um excesso de estreptavidina em 50
mM de NaCl/10 mM de Tris HCI, pH 7.0, por 10 minutos. Rota 1: DTAF; Rota
2: HP-T-DTAF; Rota 3: HP-T-DTAF + estreptavidina; Rota 4: HP-T-DTAF-
biotina (dessalgada); Rota 5: HP-T-DTAF-biotina + estreptavidina; Rota 6:
amostras agrupadas 5, 5', 6 e 6' (fragbes de eluigdo a partir de beads de es-
treptavidina, HP-1-DTAF-biotina purificada e selecionada; Rota 7: HP-1-
DTAF-biotina + estreptavidina purificada e selecionada.

Figura 15A é um esquema da sintese do construto para experi-
mento de liberagao intercelular T7 RNAP. O clone VH dsDNA foi amplificado
por PCR para afixar um sitio Bsml na extremidade 5' a montante do promo-
tor T7. Apos digestéo restrita e purificagdo, o construto foi ligado a HP-1-
DTAF-R7 (cabeca modificada com DTAF e peptideo (-Arg-eAhx)s-Arg). Figu-
ra 15B é um gel eletroforético da reagao de ligagao. Rotas 1 e 2 mostram
diferentes amostras HP-1 ligadas a VH; Rota 3 mostra produto PCR VH néao
ligado; e M é o marcador. Figura 15C é um gel eletroforético mostrando vali-
dacgao pelo promotor T7. O gel mostra uma reacdo de Megascript T7 (Ambi-

on, Inc.) usando amostras das Rotas 1-3 da figura 15B.
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Figura 16 € uma eletroforese em gel de agarose das etapas na
sintese 10x10 da biblioteca. Figura 16A é 4% de gel de agarose de cabeca
(Trilink) HP-T ligado com marcacgao A. Rota 1: Marcador; Rota 2: HP-T; Rota
3: marcagao A anelada; Rota 4;: HP-T ligado com marcagao A; Rota 5: HP-T
ligado com marcacao A e dessalgado em coluna Zeba. Figura 16B é 2% de
gel de agarose de ligagdo HP-T-A com 12 marcagdes B diferentes. Rota M:
Marcador, Rotas 1 e 9: HP-T-A; Rotas 3, 4, 5,6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15 e 16:
ligacdo HP-T-A com marcagdes B1- B12. Figura 16C é 4% de gel de agaro-
se da biblioteca agrupada (biblioteca B), com marcagbes A e B1-B12 liga-
das, apos reagao com cloreto ciandrico e aminas B1-B12. Rota 1: Marcador;
Rota 2: HP-T-A; Rota 3: Biblioteca-B agrupada e dessalgada em coluna Ze-
ba.

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencio apresenta uma série de métodos para iden-

tificar um ou mais compostos que se ligam a um alvo biol6égico. Os métodos
incluem a sintese de uma biblioteca de compostos, em que os compostos
contém uma porg¢ao funcional tendo uma ou mais posi¢oes de diversidade. A
porcao funcional dos compostos é operativamente ligada a um oligonucleoti-
deo iniciador que identifica a estrutura da porgao funcional. Em resumo, o
Modo 1 prové uma série de métodos para preservar o carater duplo filamen-
tado do dsDNA durante sintese de biblioteca, o que é importante durante a
etapa de reagao quimica, e pode ser usado (como mostrado nas Figuras 2-
6) para a geragao de até dois nodos de diversidade. O Modo 2 (Figuras 7-9)
antecipa um nodo de diversidade e usa um oligonucleotideo em formato de
grampo que é covalentemente fechado (por exemplo, através de uma estru-
tura em formato de grampo ou quimicamente) na extremidade distal ao ligan-
te. O Modo 3 prové métodos para criar bibliotecas com um, dois, trés ou
mais nodos de diversidade. Os Modos 1, 2 e 3 s&o descritos em detalhes
abaixo.
Modo 1

A presente invencao apresenta um método para identificar um

ou mais compostos que se ligam a um alvo biolégico. O método inclui a sin-



10

15

20

25

30

13/37

tese de uma biblioteca de compostos, em que os compostos contém uma
porcao funcional tendo ndo mais do que duas posi¢coes de diversidade. A
porcao funcional dos compostos é operativamente ligada a um oligonucleoti-
deo iniciador que identifica a estrutura da porgao funcional, provendo uma
solucao contendo compostos de iniciador A.

O oligonucleotideo iniciador inclui um ligante L (por exemplo, po-
lietileno glicol) com um nimero inteiro de um ou mais, em que os oligonucle-
otideos iniciadores contém uma porg¢ao funcional que inclui blocos de cons-
trucdo A anexados ao L e separados em vasos de reagao A, em que A é um
namero inteiro de dois ou maior, que & operativamente ligado a um oligonu-
cleotideo iniciador que identifica os blocos de construgao A.

Em algumas modalidades, os blocos de construcdo A podem ser
adicionalmente derivatizados através de um nodo comum S. Em outras mo-
dalidades, A é subsequentemente transformado com S, S sendo uma molé-
cula de arcaboug¢o que permite nodos adicionais da introdugéo de diversida-
de. Em algumas modalidades, A-S pode ser triado diretamente, represen-
tando um uUnico nodo de diversidade. Em outras modalidades, os vasos de
reacao A-S (por exemplo, que pode primeiro incluir uma purificagao de A-S a
partir de matérias-primas) séo misturados e aliquotados em vasos de reagao
B, em que B € um numero inteiro de um ou maior, e reagidos com um dos
blocos de construgdo B. A-S-B, ainda em vasos de reacdo B, é em alguns
casos reagido com um bloco de construgéo C, em que C € um numero intei-
ro de um, é purificado e submetido a uma reagéao de polimerizagcéo ou liga-
¢ao usando iniciadores B, em que os iniciadores B diferem em sequéncia e
identificam os blocos de construgcao B.

Em certas modalidades, A-S pode ser um nimero inteiro de um.
Em uma modalidade, A-S pode ser ligado diretamente a oligonucleotideos
iniciadores B, e seguinte a reacao de blocos de construgao B, as reacoes B
sdo mistas. Em certas modalidades, a mistura A-S-B, em que B representa
somente o nodo de diversidade, é exibida diretamente, representando um
anico nodo de diversidade. Em outras modalidades, a mistura A-S-B, em que

B representa somente o nodo de diversidade, € subsequentemente aliquota-
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da em vasos de reagao C, reagida com blocos de construgdo C, e submetida
a segunda polimerizacao de filamento ou reacao de ligagao usando iniciado-
res C, na qual os iniciadores C diferem em sequéncia e identificam os blocos
de construcéo C.

Em certas modalidades, B pode ser um numero inteiro de um e
A-S é maior que um, caso em que A-S, agora derivatizado com B, é aliquo-
tado em vasos de reacgéo C, reagido com blocos de construgdo C, e subme-
tido a segunda reacao de polimerizacao de filamento usando iniciadores C,
em que os iniciadores C diferem em sequéncia e identificam os blocos de
construcao C. Esta estratégia geral pode ser expandida para incluir nodos de
diversidade adicionais (por exemplo, D, E, F, etc.) para que o primeiro nodo
de diversidade seja reagido com blocos de construcdo e/ou S e codificado
por um oligonucleotideo inicial, misturado, realiqguotado em vasos e, em se-
guida, o nodo de diversidade subsequente é derivatizado por blocos de
construcao, que sao codificados pelo iniciador utilizado para a polimerizagao
ou reacéo ligagao.

Em certas modalidades, A pode ser um nimero inteiro de um, B
pode ser um namero inteiro de um, e oligonucleotideos iniciadores C s&o
usados. A-S-B, ligado a oligonucleotideos iniciadores C, € formado em vasos
de reacgao C, reagido com blocos de construgédo C, e exibido diretamente.

Em certas modalidades, S é reagido primeiro com o oligonucleo-
tideo iniciador, e A, B e/ou C (por exemplo, ou D, E, F, e assim por diante)
sao posteriormente reagidos.

Em certas modalidades, A, B ou C (por exemplo, ou D, E, F, e
assim por diante) podem conter sitios para nodos de diversidade adicionais.
Se este for o caso, entdo S pode ou ndo pode ser usado ou necessario para
introduzir nodos de diversidade adicionais.

Em uma modalidade, o oligonucleotideo iniciador inclui uma es-
trutura em formato de grampo complementar na regido identificadora (figura
2). A regiao identificadora pode ser, por exemplo, de 2 a 100 pares de bases
de comprimento, de preferéncia 5 a 20 pares de bases de comprimento, e

mais preferivelmente 6 a 12 pares de bases de comprimento. O oligonucleo-
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tideo iniciador adicionalmente inclui uma sequéncia ha regiao de lagco da es-
trutura em formato de grampo que pode servir como uma regiao de ligagao
do iniciador para amplificagao (figura 3), de tal forma que a regido de ligagao
do iniciador tenha uma temperatura de fusdo mais elevada para seu iniciador
complementar (por exemplo, que pode incluir acompanhar as regides identi-
ficadoras) do que a regiao identificadora sozinha.

Em uma modalidade, a regido de lago pode incluir bases modifi-
cadas que podem formar formacgdes duplex de mais afinidade do que bases
nao modificadas, tais bases modificadas sendo conhecidas na técnica (figura
3). O oligonucleotideo iniciador pode adicionalmente incluir uma sequéncia
nao complementar na extremidade 3' da molécula que pode servir para ligar
uma segunda regido identificadora tanto para a polimerizagcéo ou para liga-
cao enzimatica (figura 4). Em uma modalidade, os filamentos podem ser
posteriormente reticulados, por exemplo, usando psoraleno.

Em outra modalidade, a regido de lago e pelo menos a regiao
identificadora no lado 3' da regido de laco podem servir para hibridizar com
um oligonucleotideo complementar, que também contém uma segunda regi-
ao identificadora (figura 5). Nos casos onde muitos blocos de construgéo e
marcagdes correspondentes sao usados (por exemplo, 100 marcagbes),
uma estratégia de misturar e dividir pode ser empregada durante a etapa de
sintese de oligonucleotideos para criar o0 numero necessario de marcagoes.
Tais estratégias de misturar e dividir para a sintese de DNA s&o conhecidas
na técnica. Em uma modalidade, os filamentos podem ser posteriormente
reticulados, por exemplo, usando psoraleno. Os membros da biblioteca re-
sultante podem ser amplificados por PCR apés selecdo para entidades de
ligacdo contra um alvo (s) de interesse (figura 6).

Por exemplo, uma cabecga, que inclui um oligonucleotideo inicia-
dor, pode ser reagida com um ligante e A, que inclui, por exemplo, 1000 va-
riantes diferentes. Para cada bloco de construgao A, uma marcacao de DNA
A pode ser ligada ou iniciador estendido para a cabeca. Estas reagdes po-
dem ser realizadas em, por exemplo, uma placa de 1000 pogos ou placas de

10 x 100 pogos. Todas as reagbes podem ser agrupadas, opcionalmente
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purificadas, e divididas em um segundo conjunto de placas. Em seguida, o
mesmo procedimento pode ser realizado com blocos de construgéo B, que
também incluem, por exemplo, 1000 variantes diferentes. Uma marcagao de
DNA B pode ser ligada a cabega, e todas as reagdes podem ser agrupadas.
Uma biblioteca de 1000 x 1000 combinagdes de A a B (ou seja, 1.000.000
compostos), marcada por um milhdo de diferentes combinagbes de marca-
coes. A mesma abordagem pode ser estendida para adicionar variantes C,
D, E, etc. A biblioteca gerada pode entéo ser usada para identificar compos-
tos que se ligam ao alvo. A composi¢do dos compostos que se ligam a bibli-
oteca pode ser avaliada por PCR e sequenciamento das marcagdes de DNA
para identificar os compostos que foram enriquecidos.
Modo 2

Em outra modalidade (figura 7), o método inclui sintetizar uma
biblioteca de compostos, em que os compostos contém uma porgéo funcio-
nal tendo nao mais do que duas posigoes de diversidade. A porcgéao funcional
dos compostos é operativamente ligada a um oligonucleotideo iniciador, que
contém uma sequéncia genética Unica que identifica a estrutura da porgéo
funcional provendo uma solugdo compreendendo compostos iniciadores A,
em que L € um ndmero inteiro de um ou mais, onde os compostos iniciado-
res incluem uma porg¢ao funcional tendo blocos de construgcdo A separados
em vasos de reacgdo A, onde, por exemplo, A € um numero inteiro de dois ou
mais, que & operativamente ligado a um oligonucleotideo inicial que identifi-
ca os blocos de construgdo A. Em algumas modalidades, os blocos de cons-
trugao A sao pré-derivatizados com um S comum. Em outras modalidades, A
é posteriormente transformado com S, sendo S uma molécula de arcabougo
que permite nodos adicionais de introducéo de diversidade. Em seguida, os
vasos de reagdo A-S (que podem incluir uma primeira purificacdo de A-S a
partir de matérias-primas) sdo misturados e aliquotados em vasos de reacao
B, em que B é um nlmero inteiro de um ou maior, e reagido com um dos
blocos de construcdo B. A-S-B, ainda em vasos de reacdo B &, em algumas
modalidades, reagido com um bloco de construgdo C, onde C é um namero

inteiro de um, é purificado, € mantido separado em vasos B para triagem.
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Em algumas modalidades, A-S € um ndmero inteiro de um. Em uma modali-
dade, A-S pode ser ligado diretamente a oligonucleotideos iniciadores B e,
ap6s a reagao de blocos de construgao B, as reagbes B sdo misturadas e
aliquotadas em vasos de reac¢do C, reagidas com blocos de construcéo C, e
mantidas separadas em vasos C para triagem. Em outras modalidades, B
pode ser um numero inteiro de um e A-S é maior que um, caso em que A-S,
agora derivatizado com B, é aliquotado em vasos de reacao C reagidos com
blocos de construgdo C, e mantidos separados em vasos C para triagem.
Esta estratégia geral pode ser expandida para incluir nodos de diversidade
adicionais (por exemplo, D, E, F, etc.) para que o primeiro nodo de diversi-
dade seja reagido com blocos de construgao e/ou S e codificado por um oli-
gonucleotideo iniciador, misturado, realiquotado em vasos, em seguida, o
nodo de diversidade subsequente é derivatizado através de blocos de cons-
trucdo e mantido em seus respectivos vasos para triagem (figura 8).

Por exemplo, como descrito no Modo 1, uma cabega, que inclui
um oligonucleotideo iniciador, pode ser reagida com um ligante e blocos de
construcao A, que incluem, por exemplo, 1000 variantes diferentes. Bloco de
construgdao A, uma marcagao de DNA A pode ser ligada ou iniciador esten-
dido para a cabeca. As reacdes podem ser agrupadas. Em seguida, o mes-
mo procedimento pode ser realizado com blocos de construgao B, mas uma
marcacgao de DNA n&o é adicionada para B. Como B nao é codificado para,
todas as reagdes de "B" podem ser agrupadas (por exemplo, 1000 reagdes)
e uma etapa de selecao pode ser realizada para identificar todos os blocos
de construgcdo A que produzem o efeito desejado de ligagdo com blocos de
construcdo B desconhecidos. Uma biblioteca de blocos de construgéo A i-
dentificada na etapa de selecdo (por exemplo, blocos de construgao 10 A)
pode ser entao reagido com os mesmos blocos de construgao B, resultando
em uma selegéo de 10.000 compostos ou menos. Nesta rodada, marcagbes
DNA para B podem ser adicionadas e blocos B que produzem o efeito de
ligacdo desejado em combinagdo com os, por exemplo, blocos de constru-
¢ao 10A podem ser identificados, resultando em uma convolugao etapa a

etapa de uma biblioteca inicial de, por exemplo, 1.000.000 compostos. Um
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conjunto destes compostos finais podera ser testado individualmente para
identificar o melhor, por exemplo, aglutinantes, ativadores ou inibidores.

Para evitar o agrupamento de todas as reagdes ap6s sintese B,
um leitor BIND (SRU Biosystems), por exemplo, pode ser usado para moni-
torar ligagdo sobre uma superficie de sensor em formato de alta taxa de
transferéncia (por exemplo, placas de 384 pocos e placas de 1536 pocos).
Por exemplo, os blocos de construgcado A podem ser codificados com as mar-
cacgdes de DNA e os blocos de construgéo B podem ser codificados em po-
sicdo. Aglutinantes podem ser identificados usando um sensor BIND, se-
quenciamento e analise de micromatriz ou analise de restrigdo de digerir das
marcacgoes A. Esta analise permite a identificacdo de combinagdes de blocos
de construgdo A e B que produzem as moléculas desejadas. Outros méto-
dos para o monitoramento de ligagdo conhecidos daqueles versados na téc-
nica podem ser utilizados, incluindo, por exemplo, ELISA.

Modos 1e 2

O oligonucleotideo iniciador dos Modos 1 e 2 pode conter uma
estrutura em formato de grampo, complementares na regido identificadora.
O oligonucleotideo iniciador contém ainda uma sequéncia na regido de lago
da estrutura em formato de grampo que pode servir como uma regiao de
ligacao de iniciador para amplificagao, de tal forma que a regido de ligagcao
do iniciador tenha uma temperatura de fusdao mais elevada por seu iniciador
complementar (que pode incluir regiées identificadoras de acompanhamen-
to) do que a regiao identificadora sozinha.

Em uma modalidade, o oligonucleotideo iniciador inclui uma mo-
lécula ligante capaz de ser funcionalmente reagida com blocos de constru-
cao. A molécula ligante pode ser conectada diretamente a extremidade 5' do
oligonucleotideo através de métodos conhecidos na técnica ou pode ser in-
corporada dentro da molécula, por exemplo, fora de uma base derivatizada
(por exemplo, a posicdo C5 de uridina), ou o ligante pode ser colocado no
meio do oligonucleotideo usando técnicas-padrao conhecida na técnica.

O oligonucleotideo iniciador pode ser filamento simples ou de fi-

lamento duplo. A formagao de um oligonucleotideo de filamento duplo pode
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ser alcancada através da formagao de estrutura em formato de grampo do
oligonucleotideo ou através de reticulagdo cruzada usando, por exemplo,
uma por¢ao de psoraleno, como sao conhecidas na técnica.

O oligonucleotideo iniciador pode conter duas regides de ligacao
primarias (por exemplo, para permitir uma reacdo de PCR) em ambos os
lados da regido que codifica o identificador do bloco de construgao. Alterna-
tivamente, o oligonucleotideo iniciador pode conter um sitio de ligagao de
iniciador na extremidade 5'. Em outras modalidades, o oligonucleotideo inici-
ador € uma estrutura em formato de grampo é a regiao do lagco forma um
sitio de ligacdo de iniciador ou o sitio de ligagao do iniciador é introduzido
através de hibridizacdo de um oligonucleotideo para a regiao identificadora
do lado do 3' do lago. Um oligonucleotideo iniciador, gue contém uma regiao
homoéloga a extremidade 3' do oligonucleotideo iniciador e carregando uma
regiao de ligagdo do iniciador em sua extremidade &' (por exemplo, para
permitir uma reacdo de PCR) pode ser hibridizado com o oligonucleotideo
iniciador, e pode conter uma regido identificadora que codifica os blocos de
construcao utilizados em uma das posi¢des de diversidade. O oligonucleoti-
deo iniciador pode conter informacgdes adicionais, tais como uma regiao de
nucleotideos aleatorizada, por exemplo, 2 a 16 nucleotideos de comprimen-
to, que esta incluida para analise bioinformatica.

Em uma modalidade, o oligonucleotideo iniciador ndo contém
um sitio de ligacao do iniciador de PCR.

Em outra modalidade, a biblioteca de compostos, ou uma parte
dela, é contatada com um alvo biolégico em condi¢cdes adequadas por pelo
menos um membro da biblioteca de compostos para se ligar ao destino, se-
guido da remog¢ao de membros da biblioteca que nado se ligam ao alvo, e
analisam a regiao ou regides identificadoras. Alvos biolégicos exemplares
incluem, por exemplo, enzimas (por exemplo, quinases, fosfatases, metila-
ses, demetilases, proteases e enzimas de reparo do DNA), proteinas envol-
vidas nas interacdes de proteinas : proteina (por exemplo, ligantes para re-
ceptores), alvos receptores (por exemplo, GPCRs e RTKs ), canais de ions,

bactérias, virus, parasitas, DNA, RNA, prions, ou hidratos de carbono).
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Em uma modalidade, a biblioteca de compostos, ou uma parte
dela, é contatada com um alvo biolégico em condigcbes adequadas a pelo
menos um membro da biblioteca de compostos que se liga ao alvo, seguido
da remog¢do dos membros da biblioteca que n&o se ligam ao alvo, seguido
de amplificagdo da regido identificadora por métodos conhecidos na técnica
e, posteriormente, analisam a regido identificadora ou regidées por métodos
conhecidos na técnica.

Em uma modalidade o método de amplificagéo da regiao identi-
ficadora pode incluir, por exemplo, a reagcdo em cadeia polimerase (PCR),
amplificacao de cadeia linear (LCR), a amplificagédo de circulo rolante (RCA),
ou qualquer outro método conhecido na técnica para amplificar sequéncias
de acidos nucleicos.

Em uma modalidade adicional, a biblioteca de compostos néo é
agrupada apés a ultima etapa de adicéo de bloco de construgao e os grupos
sdo avaliados individualmente para identificar compostos que se ligam a um
alvo.

Em outra modalidade, as moléculas que se ligam a um alvo n&o
sdo submetidas a amplificagdo, mas sédo analisadas diretamente. Métodos
de analise incluem, por exemplo, analise de micromatriz ou métodos basea-
dos em beads decovolucionar as regiées identificadoras (figura 9). Moléculas
gue se ligam durante a etapa de triagem também podem ser detectadas por
um biossensor de cristal foténico livre de rétulo.

Em uma modalidade, o oligonucleotideo iniciador e/ou o oligonu-
cleotideo iniciador contém uma porgéo funcional que permite a sua detecgéo
por, por exemplo, marcas fluorescentes, pontos Q, ou biotina.

Em uma modalidade, a analise de micromatriz usa capacidade
de detecgdo avancgada, tal como, por exemplo, cristais foténicos de resso-
nancia evanescente.

Em uma modalidade, o método de amplificacdo inclui formar
uma emulsédo de agua em 6leo para criar uma pluralidade de microrreatores
aquosos, em que pelo menos um dos microrreatores tem pelo menos um

membro de uma biblioteca de compostos que se liga ao alvo, uma Unica be-
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ad capaz de se ligar ao oligonucleotideo de codificagdo do pelo menos um
membro da biblioteca de compostos que se liga ao alvo, e uma solugéao da
reacdo de amplificacdo contendo os reagentes necessarios para realizar a
amplificagcdo de acido nucleico, amplificando o oligonucleotideo de codifica-
¢ao nos microrreatores para formar cépias ampliadas do oligonucleotideo de
codificacdo, e ligando as copias amplificadas do oligonucleotideo de codifi-
cagao as contas nos microrreatores.

Uma vez que os blocos de construgao da primeira biblioteca que
se liga ao alvo de interesse foram identificados, uma segundo biblioteca po-
de ser preparada de forma iterativa, em que um ou dois nodos adicionais de
diversidade sao adicionados, e a biblioteca é criada e diversidade amostrada
como aqui descritos. Este processo pode ser repetido tantas vezes quantas
forem necessarias para criar moléculas com propriedades moleculares e
farmacéuticas desejadas.

Um bloco de construgao exemplar inclui, por exemplo, aminoaci-
dos (nao limitados a alfa-aminoacidos), reagentes de clique quimico (por
exemplo, azida ou cadeias alcalinas) com uma amina ou um reagente tiol. A
escolha de um bloco de constru¢do depende, por exemplo, da natureza do
grupo reativo utilizado no ligante, a natureza de uma molécula de arcabouco,
e o solvente utilizado para a sintese quimica. Ver, por exemplo, a Tabela 1.

Tabela 1. Blocos de Construcio de Posicdo A Exemplares

\_>—L (
Fmoc——HN O\ ,

Acido 3-(1-Fmoc-piperidina-4-il)- (®)
propidnico

®)
Ester de N-Hidroxisuccinimida de

acido 4-Azido-butan-1-oico

NH-Fmoc
T E
I COOH \\\L\\/-\
. COOH
\ Fmoc-L-propargilglicina

Boc
Acido Boc-L-indolina-2-carboxilico
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Fmoc-(4-carboxmet|I)plperazina

NH-Boc¢

\\\\\/'\

Boc-D-propargilglicinasDCHA

COOH

R

’ NH-Boc
P
Acido Boc-2-amino-1,2,3,4-tetra-
hidronaftaleno-2 -carboxilico

0

j/u\ N e

-Amlno-N (3-azidopropil)-3- mer-
capsuperiorropionamida

%]

Acido (S)-(-)-2-azido-6-(boc-
amino)hexanoico

[u]

Hal NG

N
H

HS
2-Amino-3-mercapto-N-(prop-2 -
inil)propionamida

..-*-.. AI)\QH

-NI-I

Acido (S)—5—a2|do—2—(Fmoc-
amino)pentanoico

N3

Boc NH

[a}

Boc-Lys(N3)-OH

=

o=

e

Fmoc-4-azidoFenilalanina

-4

b fpe—4
1

Blocos de construgéo B e C exemplares estdo descritos nas Ta-

belas 2 e 3, respectivamente. Um sitio de restricao pode ser introduzido, por
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exemplo, na posicdo B ou C para analise do produto final e selecao através
da realizagdo de PCR e restricao de digestdao com uma das enzimas de res-
tricdo correspondentes.

Tabela 2. Exemplos de Blocos de Construcdo de Posicao B e marcacées de

DNA de Codificacao

Nome Quimico e Estrutura

Sitio de Restri-
¢ao (Enzima de

Filamento Superior
Filamento Inferior

pirrolo[2,3-b]piridin-3-ilamina
(B2)

Restricéo)
HoN o~ | T/ICCGGA (Bs- | 5'-Fos-CCTCCGGAGA
S Sy pEl) (SEQ ID NO: 1)
6-Aminoquinolina (B1) 5'-Fos-TCCGGAGGAC
(SEQ ID NO: 2)
NN GGC/GCC (Sfol)| 5'-Fos-CCGGCGCCGA
Js (SEQ ID NO: 3)
NH, 5'-Fos-GGCGCCGGAC
3—Amin0-7-azaindol, 1H- (SEQ ID NO: 4)

~ N
O:h «2HCI
N

GGTAC/C (Kpnl)

5'-Fos-CCGGTACCGA

3-Aminoftalimida (B6)

(SEQ ID NO: 5)
Cloridrato de 2-(aminometil) 5'-Fos-GGTACCGGAC
benzimidazol (B3) (SEQ ID NO: 6)
HaN CAC/GTG (Pmll)| 5-Fos-CCCACGTGGA
O{J’N\ (SEQ ID NO: 7)
2-Metil-1H-benzimidazol-5- 5"F°§I'E%A|(I:DGJ§‘ZGAC
amina (B4) ( - 8)
N e GAGCT/C (Sacl)| 5-Fos-CCGAGCTCGA
(Aminometil)ciclopropano (SEQ ID NO: 9)
(B5) 5'-Fos-GAGCTCGGAC
(SEQ ID NO: 10)
NH; o GI/GATCC (Ba- | 5'-Fos-CCGGATCCGA
T mH]) (SEQ ID NO: 11)
= 5'-Fos-GGATCCGGAC
(0]

(SEQ ID NO: 12)
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Nome Quimico e Estrutura

Sitio de Restri-
cao (Enzima de

Filamento Superior
Filamento Inferior

Restricao)
O e AT/CGAT (Bsp-| 5-Fos-CCATCGATGA
DI) (SEQ ID NO: 13)
Hs 5'-Fos-ATCGATGGAC
3-Amino-4-metilbenzamida (SEQID NO:14)
(B7)
//N\l N\,> A/AGCTT (Hindl-| 5'-Fos-CCAAGCTTGA
NN 1)) (SEQ ID NO: 15)

. H
4-Azabenzimidazol (B8)

5'-Fos-AAGCTTGGAC
(SEQ ID NO: 16)

“
HoN_ s NH,

m-Xililendiamina (B9)

A/GATCT (Bglll)

5'Fos-CCAGATCTGA
(SEQ ID NO: 17)

5'Fos-AGATCTGGAC
(SEQ ID NO: 18)

NH,

1,2-Fenilenodiamina (B10)

GI/AATTC (Eco-
RI)

5'-Fos-CCGAATTCGA
(SEQ ID NO: 19)

5'-Fos-GAATTCGGAC
(SEQ ID NO: 20)

L
\N.
Anabasina (B11)

T/GATCA (Bcll)

5'-Fos-CCTGATCAGA
(SEQ ID NO: 21)

5'-Fos-TGATCAGGAC
(SEQ ID NO: 22)

NHz U
] "
2 CH; CH —C —0OH

S
N N

* HzD

H
Hidrato de DL-7-azatriptofano
(B12)

CAITATG (Ndel)

5'-Fos-CCCATATGGA
(SEQ ID NO: 23)

5'-Fos-CATATGGGAC
(SEQ ID NO: 24)
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Tabela 3. Exemplos de Blocos de Construcdo de Posicdo C de Marcacdes

de DNA de Codificacdo

Nome Quimico e Estrutura

Filamento Superior
Filamento Inferior

OCHs

HgN OCHs
3,4-Dimetoxianilina (C1)

5'Fos-GAACCTGCTT
(SEQ ID NO: 25)

5'-Fos-GCAGGTTCTC
(SEQ ID NO: 26)

) )

4-(1-Pirrolidinil

S

piperidina (C2)

5'-Fos-GAAGACGCTT
(SEQ ID NO: 27)

5'-Fos-GCGTCTTCTC
(SEQ ID NO: 28)

o
QCHs,

2-Metoxifenetilamina (C3)

5'-Fos-GACCAGACTT
(SEQ ID NO: 29)

5'-Fos-GTCTGGTCTC
(SEQ ID NO: 30)

ok

Ciclo-hexanometilamina (C4)

5'-Fos-GACGACTCTT
(SEQ ID NO: 31)

5'-Fos-GAGTCGTCTC
(SEQ ID NO: 32)

@/\,N“z

2-(1-Ciclo-hexenil)etilamina (C5)

5'-Fos-GACGCTTCTT
(SEQ ID NO: 33)

5'-Fos-GAAGCGTCTC
(SEQ ID NO: 34)

HoN N
e
N

H
5-Amino-2-(trifluorometil)benzimidazol
(C6)

5'-Fos-GAGCAACCTT
(SEQ ID NO: 35)

5'-Fos-GGTTGCTCTC
(SEQ ID NO: 36)

H
— N

¥
r . HL
o’N

Cloridrato de 5-fluoro-3-(4-piperidinil)-
1,2-benzisoxazol (C7)

5'-Fos-GAGCCATCTT
(SEQ ID NO: 37)

5'-Fos-GATGGCTCTC
(SEQ ID NO: 38)

HBCW/\NHZ

CHs
Isobutilamina (C8)

5'-Fos-GCAACCACTT
(SEQ ID NO: 39)

5-Fos-GTGGTTGCTC
(SEQ ID NO: 40)
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Nome Quimico e Estrutura Filamento Superior
Filamento Inferior
/['NHQ 5'-Fos-GCACAGACTT
[/- ] (SEQ ID NO: 41)
\\[/ 5'-Fos-GTCTGTGCTC
F

(SEQ ID NO: 42)
4-Fluorobenzilamina (C9)

Hsz 5'-Fos-GCGATCACTT

N (SEQ ID NO: 43)

5-(Aminometil)indol (C10) 5-Fos-GTGATCGCTC
(SEQ ID NO: 44)

j\ 5'-Fos-GCGGTTACTT
i *\IA-s-/‘v*N“’ (SEQ ID NO: 45)

N 5'-Fos-GTAACCGCTC
2-[(2-cloro-6-fluorobenzil)tio]etilamina (SEQ ID NO: 46)

(C11)

HN 5'-Fos-GCATGACCTT
KJ"\@\ (SEQ ID NO: 47)

CHs 5'-Fos-GGTCATGCTC
1-(4-Metilfenil)piperazina (C12) (SEQ ID NO: 48)

Gy 5'-Fos-GCGTACTCTT
Bt N e, (SEQ ID NO: 49)

H 5'Fos-GAGTACGCTC
N,N-Dimetil-N'-etiletilenodiamina (C13) (SEQ ID NO: 50)

Modo 3

Em qualquer dos modos aqui descritos (por exemplo, modos 1 e
2), o oligonucleotideo cabega pode ser modificado para suportar a solubili-
dade em condi¢des semi ou ndo aquosas (por exemplo, organicas). A cabe-
ca, em certas modalidades, inclui a regido identificadora. Em outras modali-
dades, a cabega com o ligante pode ser primeiro derivatizado com um bloco
de construgdo (por exemplo, uma porg¢ao funcional) ou arcabougo, e a se-
quéncia identificadora é entdo adicionada.

Bases de nucleotideos do cabega podem ser tornadas mais hi-
drofébicas, modificando, por exemplo, as posi¢cdes C5 de bases T ou C com
cadeias alifaticas sem significativamente prejudicar sua capacidade de liga-
céo de hidrogénio em suas bases complementares. Ver, por exemplo, a Ta-

bela 4 para exemplos de bases modificadas. Além disso, o oligonucleotideo
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cabeca pode ser intercalado com as modificagbes que promovam a solubili-
dade em solventes organicos. Por exemplo, fosforamidita de azobenzeno
pode introduzir uma porcao hidrofébica no projeto cabecga. Tais insercbes de
amiditas hidrofébicas na cabega podem ocorrer em qualquer parte da mole-
cula. No entanto, a inser¢cao nao pode interferir com a marcagcéao subsequen-
te usando marcagdes DNA adicionais durante a sintese de biblioteca ou as-
segurando reacdes de PCR, uma vez que uma selecao é finalizada e analise
de micromatriz, se usada por deconvolugdo de marcacgdo. Tais adicdes ao
projeto cabeca aqui descritas tornaria o cabega solivel em, por exemplo,
15%, 25%, 30%, 50%, 75%, 90%, 95%, 98%, 99%, ou 100% de solventes
organicos. Assim, a adicao de residuos hidrofébicos no projeto cabeca per-
mite a solubilidade melhorada em condigdes semi ou ndo aquosas (por e-
xemplo, organicas), durante renderizagdo do cabeca competente para a
marcagao de acidos nucleicos. Aléem disso, marcagbes de DNA que s&o pos-
teriormente introduzidas na biblioteca também podem ser modificadas na
posicdo C5 de bases T ou C de tal forma que elas também tornam a biblio-
teca mais hidrofébica e sol(vel em solventes organicos para as etapas sub-
sequentes da sintese de biblioteca.

Tabela 4. Exemplar modificado de bases de nucleotideos
Q
;—N/L HN’“j;ZC o
I

%f% .
N cal

| e
0)\N

DMTO S,
O—CNEt
| 5'-Dimetoxitrti-5-(1-Propinil)-2-
d—cnEt deoxiUridina,3'-[(2-cianoetil)-(N,N-
5'-Dimetoxitritil-N4-di- di-isopropil)]-fosforamidita

isobutilaminometilideno-5-(1-
Propinil)-2'-deoxiCitidina, 3'-[(2-
cianoetil)-(N,N-di-isopropil)]-
fosforamidita
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Xy °

OMTO HN
o

|
O-CNE bTHO

5'-Dimetoxitritil-5-fluoro-2'-
deoxiUridina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N- °'i:::"';?‘
di-isopropil)]-fosforamidita 5'Dimetoxitritil-5-(piren-1-il-etinil)-2'-
deoxiUridina,3'-[(2-cianoetil)-(N,N-
di-isopropil)]-fosforamidita

A molécula ligante entre o cabe¢a e uma biblioteca de pequena
molécula pode ser variada para aumentar a solubilidade do cabe¢a em sol-
vente organico. Uma grande variedade de ligantes esta comercialmente dis-
ponivel os quais podem acoplar a cabega com a biblioteca de moléculas pe-
guenas. Ligantes sao empiricamente selecionados para um projeto de uma
determinada biblioteca de pequena molécula (arcabougos e blocos de cons-
trucao) de tal forma que a biblioteca pode ser sintetizada em solvente orga-
nico, por exemplo, 15%, 25%, 30%, 50%, 75%, 90%, 95 %, 98%, 99%, ou
100% de solvente organico. O ligante pode ser variado utilizando reagtes
modelo anterior a sintese de biblioteca para selecionar o comprimento da
cadeia apropriado que solubiliza a cabegca em solvente orgénico. Ligantes
podem incluir ligantes com, por exemplo, o comprimento aumentado da ca-
deia alquila, unidades aumentadas de polietileno glicol, espécies ramificadas
com cargas positivas (para neutralizar as cargas de fosfato negativas sobre
o cabega), ou quantidades aumentadas de hidrofobicidade (por exemplo,
além de estruturas de anel de benzeno).

A molécula ligante pode fornecer um espacgador adequado entre
o DNA de cabeca e o membro de uma biblioteca de quimica. Por exemplo,
ligantes bifuncionais podem ser usados. Em certas modalidades, ligantes
bifuncionais podem incluir, por exemplo, trés partes. Parte 1 pode ser um
grupo reativo, que forma uma ligagdo covalente com o DNA, tal como, por
exemplo, um acido carboxilico, de preferéncia ativado por um éster de N-

hidréxi succinimida (NHS) para reagir com um grupo amino sobre o DNA
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(por exemplo, dT de amino modificado), uma amidita para modificar a extre-
midade 5' ou 3' de uma cabeca de DNA de filamento Unico (obtido por meios
da quimica de oligonucleotideos-padrao), pares de clique quimica (cicloadi-
cao de azida alcino na presenga de catalisador Cu (l)) ou grupos reativos
tiol. Parte 2 podem ser também um grupo reativo, que forma uma ligacéo
covalente com a biblioteca quimica, ou um bloco de construgcao na posicao A
ou porgao arcaboucgo. Tal um grupo reativo pode ser, por exemplo, uma a-
mina, um tiol, uma azida, ou um alcino para reagbes a base de agua ou va-
rios outros grupos reativos para as reagdes de base organica. Parte 3 pode
ser um espacgador quimicamente inerte de comprimento variavel, introduzido
entre a parte 1 e 2. Como um espacgador pode ser uma cadeia de unidades
de etileno glicol (por exemplo, PEGs de comprimentos diferentes), um alca-
no, um alceno, a cadeia de polieno, ou cadeia peptidica. O ligante pode con-
ter ramificagbes ou inser¢gdes com porgdes hidrofébicas (tal como, por e-
xemplo, anéis de benzeno) para melhorar a solubilidade da cabeca em sol-
ventes organicos, bem como porgées fluorescentes (por exemplo, fluoresce-
ina ou Cy-3) utilizadas para fins de detecgao de biblioteca.

Exemplos de ligantes comercialmente disponiveis incluem, por
exemplo, ligantes amino-carboxilico (por exemplo, peptideos (por exemplo,
Z-Gly-Gly-Gly-Osu or Z-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Osu), PEG (por exemplo,
Fmoc-aminoPEG2000-NHS ou amino-PEG (12-24)-NHS), ou cadeias de
acido alcano (por exemplo, acido-Osu Boc-g-aminocaproico)), ligantes de
clique quimico (por exemplo, peptideos (por exemplo, azidohomalanina-Gly-
Gly-Gly-OSu ou propargilglicina-Gly-Gly-Gly-OSu), PEG (por exemplo, azi-
do-PEG-NHS), ou cadeias de acido alcano (por exemplo, acido 5-
azidopentanoico, (S)-2-(azidometil)-1-Boc-pirrolidina, ou éster de N-
hidroxissuccinimida de acido 4-azido-butan-1-oico)), ligantes reativos tiol (por
exemplo, PEG (por exemplo, SM(PEG)n NHS-PEG-maleimide), cadeias al-
cano (por exemplo, acido-Osu 3-(piridin-2-ildissulfanil)-propiénico ou 6-(3'-[2-
piridilditio]-propionamido)hexanoato))) de sulfossuccinimidila, amiditas para
sintese de oligonucleotideo (por exemplo, modificadores de amino (por e-

xemplo, 6-(trifluoroacetilamino)-hexil-(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)-
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fosforamidita), modificadores de tiol (por exemplo, S-tritil-6-mercaptohexol-1-
[(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)]-fosforamidita, ou modificadores de clique
quimico (por exemplo, 6-hexin-1-il-(2-cianoetil)-(N,N-di-isopropil)-
fosforamidita, 3-Dimetoxitritiloxi-2-(3-(3-
propargiloxipropanamido)propanamido)propil-1-O-succinoilal, alquilamino de
cadeia longa CPG, ou éster de de N-hidroxissuccinimida de acido 4-azido-
butan-1-0ico)).

Residuos hidrofébicos no projeto de cabega podem ser variados
com o projeto do ligante para facilitar sintese de biblioteca em solventes or-
ganicos. Por exemplo, a combinagdo de cabeca e ligante é projetada para
ter residuos apropriados em que o coeficiente de octanol : agua (Poct) seja
de, por exemplo, 1.0 a 2.5.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos pretendem ilustrar a invencéo. Eles nao

pretendem limitar a invengdo em nenhuma maneira.

Exemplo 1. Preparacao da cabeca (Variante 1)

Um oligonucleotideo cabeca fosforilado (oligo HP) tendo a se-
guinte sequéncia foi sintetizado e HPLC purificada por DNA IDT.
5'-(fosfato) TCCTGGCTGAGGCGAGAGTT(dT-C6-NH) TTCTCTCGCCT-
CAGCCAGGACC-3' (SEQ ID NO: 51)

O oligonucleotideo se dobrou em uma estrutura em formato de
grampo (figura 10) com uma inclinacdo e contém um sitio de clivagem
(CCTCAGC) para enzima de restricao BbvCl ou versées recortadas desta
enzima Nb.BbvCl ou Nt.BbvCl, que podem clivar o filamento superior ou o
inferior (New England BiolLabs). No meio do lago em formato de grampo, a
cadeia lateral dt C5-amino-modificado dT é inserida (dT-C6-NH; "C8" refere-
se ao ligante de carbono 6), que foi usado para o acoplamento do ligante
amino-PEG (PEG2000, aproximadamente 45 unidades de etileno glicol). Os
filamentos superior e inferior das marcagdes de DNA A, B, e C foram sinteti-
zados e purificados pro DNA IDT e purificados por dessalgagem-padrao.
Oligonucleotideos mais longos, tais como a extremidade 3' e os iniciadores
PCR, foram sintetizados por DNA IDT e HPLC purificada.
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Dez nanomoles do oligo HP foram dissolvidos em 50 pl de agua.
Um excesso molar de 20 vezes de éster Fmoc-amino-PEG2000-carboxil-
NHS (JenKem Technology USA) foi dissolvido em 50 pl de dimetilformamida
(DMF) e foi adicionado a solugao de oligonucleotideo em 2 porg¢ées durante
o curso de 2 horas a temperatura ambiente (composicao de solvente final de
50% DMF/50% de agua). Subsequentemente, 60 ul de 1 M de Tris HCI, pH
7.0 (concentracao final de 200 mM), foram adicionados para resfriar brusca-
mente o excesso de ésteres NHS, e a solugéao foi incubada por um adicional
de 30 minutos a temperatura ambiente. A mistura de reacéo resultante foi
diluida em 500 pl com agua e foi dessalgada passando através de uma co-
luna NAP-5 (Sephadex-25, GE Healthcare).

O material resultante foi liofilizado e dissolvido em 100 ul de a-
gua. 20 pl de piperidina (a uma concentracéo final de 20%) foram adiciona-
dos e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Um precipitado turvo
foi formado devido a desprotecédo da amina e liberagao do grupo grupo Fmoc
insolivel em agua. A reacao foi em seguida filtrada através de filtros amovi-
veis de 0.2-um (Millipore) e precipitada usando 300 mM de acetato de sédio
pela adicao de 3 volumes de etanol. A forma Fmoc protegido do oligonucleo-
tideo modificado foi encontrada como sendo soltvel em etanol e isopropa-
nol. Devido a alta eficiéncia de acoplamento, o cabega resultante (HP-1) foi
usado sem purificagao adicional (figura 11).

Exemplo 2. Preparacido do cabeca (Variante 2)

Uma cabeca completa (HP-1) tendo a seguinte sequéncia foi
preparada por Trilink, Inc., seguindo um procedimento similar como descrito
acima, e RP-HPLC purificado.
5'-(fosfato) TCCTGGCTGAGGCGAGAGTT(dT-C6-NH)(X) TTCTCTCGCCT-
CAGCCAGGACC-3' (SEQ ID NO: 52)
onde X permanece para amino-PEG2000.

Exemplo 3. Sintese de um membro da biblioteca modelo
Etapa1: Acoplamento de DTAF
A fim de preparar uma "biblioteca de 1," um composto modelo, 5

-(4,6-diclorotriazinil-aminofluoresceina) (DTAF; Anaspec) (figura 12), foi aco-
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plado ao grupo amino de HP-1. DTAF estruturalmente representa um arca-
boucgo de triclorotriazina com um composto amino acoplado. Para formar
uma biblioteca, arcabougos de triclorotriazina podem ser derivatizados com
uma diversidade de blocos de constru¢do em cada uma das trés posicdes do
cloro. DTAF também prové um rétulo fluorescente para a biblioteca modelo.
A reacgédo (10 pl) foi ajustada como segue. A 5 ul de 400 uM de HP-1 dissol-
vido em agua, 2 ul de 750 mM tampéao de borato, pH 9.5, e 1 ul de DMF fo-
ram aidcionados. DTAF foi dissolvido em DMF para 50 mM e 2 ul foi adicio-
nado a reagao. Concentracgdes finais do HP-1 e DTAF foram 200 uM e 10
mM, respectivamente, Assim gerando um excesso de 50 vezes do DTAF. A
concentracao de DMF final foi 30%. Foi notado que HP-1 pemaneceu soltvel
em até 90% DMF, demonstrando que ele foi solivel em um solvente organi-
co, por exemplo, DMF. A reacéo foi permitida prosseguir a 4°C por 16-20
horas. A mistura de reacao foi em seguida diluida com agua a 30-50 ul e
dessalgada em uma coluna de rotagéo Zeba (Pierce). Nenhuma purificacao
adicional foi finalizada neste ponto.

Etapa 2: Acoplamento de amino-biotina

Apo6s DTAF ter sido acoplado a HP-1, um grupo mais reativo na
molécula de arcabouco esta ainda disponivel para modificagdo. Foi escolhi-
do um analogo de amino-biotina, EZ-Link Pentilamina-Biotina (Pierce), para
se acoplar nesta posi¢do a fim de gerar um composto de ligagdo modelo (fi-
gura 12). A reagao foi ajustada como segue. 20 pl de uma mistura de reacao
continha em torno de 200 pmoles de HP-1-DTAF (Etapa 1) dissolvido em
150 mM de tampao de borato, pH 9.5, e 10 nmoles de pentilamina-biotina. A
reacao foi permitida prosseguir por 4-12 horas a 75°C. A reacéo foi em se-
guida purificada por dessalgagem em uma coluna de rotagdo Zeba, como
descrito acima.

Etapa 3: Ligacao das marcagdes de DNA a HP-1-DTAF-biotina

Marcacdes de DNA fosforiladas (regido iniciador de extremidade
3' e iniciadores PCR 5' e 3') foram sintetizadas por DNA IDT. Sequéncias de
oligonucleotideo (figura 13) sdo como seguem.
Marcacao de DNA A1 (superior): §5'-fos-GGAGGACTGT (SEQ ID NO: 53)
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Marcagao de DNA A1 (inferior): 5'-fos-AGTCCTCCGG (SEQ ID NO: 54)
Marcacao de DNA B1 (superior): 5'-fos-CAGACGACGA (SEQ ID NO: 55)
Marcacao de DNA B1 (inferior): 5'-fos-GTCGTCTGAC (SEQ ID NO: 56)
Marcacao de DNA C1 (superior): 5'-fos-CGATGCTCTT (SEQ ID NO: 57)
Marcacao de DNA C1 (inferior): 5'-fos-GAGCATCGTC (SEQ ID NO: 58)
Extremidade 3' (superior): 5'-fos-GCTGTGCAGGTAGAGTGC-3' (SEQ ID
NO: 59)
Extremidade 3' (inferior): 5'-AACGACACGTCCATCTCACG (SEQ ID NO: 60)
Iniciador PCR 5" 5'-CTCTCGCCTCAGCCAGGA (SEQ ID NO: 61)
Iniciador PCR 3': 5'-GCACTCTACCTGCACAGC (SEQ ID NO: 62)

Quantidades equivalentes de pares superior e inferior de marca-
¢coes e oligonucleotideos de extremidade 3' foram dissolvidas em agua e
aneladas por aquecimento a 85°C e esfriadas para 4°C em 200 mM de NaCl,
50 mM de Tris HCI, pH 7.0, tampao.

Primeiro, a marcagdo A1 de duplo filamento foi ligada a cabeca.
A reacao de ligacao (20 pl) continha 2.5 yM de HP-1-DTAF-biotina e 2.5 uM
de a marcacado A1 de duplo filamento em tampao 1x T4 DNA ligase e 60 u-
nidades Weiss de T4 DNA ligase (New England BioLabs). A reacao foi incu-
bada a 16°C por 16 horas. O produto resultante nao foi redissolvida em
qualguer um dos geles testados, incluindo diferentes porcentagens de TBE-
ureia, NativePage, SDS-PAGE, ou 2% e 4% de E-gel de agarose (Invitrogen,
Inc.). Mobilidade do oligonucleotideo, modificou com ligante PEG e DTAF-
biotina, foi a maior parte determinada pela presenca desses grupos em vez
de pelo DNA propriamente (dados nao mostrados). Para testar a eficiéncia
da ligagao, todas as marcacgoes foram ligadas e oligonucleotideos de extre-
midade 3' e realizados ensaios PCR do construto resultante para confirmar a
eficiéncia da ligacao. A reacgao de ligacao (70 pul) continha: 2.5 yM de HP-1-
DTAF-biotina; 2.5 uM de de cada uma das Marcagcbes de DNA duplo fila-
mentadas aneladas (A1, B1, e C1), bem como a marcagéao de extremidade
3", 1x tampao de T4 DNA ligase; e 210 unidades Weiss de T4 DNA ligase. A
reagao foi incubada a 16°C por 20 horas.

A mistura de reacéo foi carregada em 4% de gel de agarose € a
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banda fluorescente foi extraida do gel. Este material foi usado para amplifi-
cacao de PCR de 24 ciclos teste usando iniciadores 5' e 3' como descrito
acima. Os resultados sao resumidos na figura 13.

Etapa 4: Purificaciao de HP-1-DTAF-biotina em contas de estrep-

tavidinaa e reacdo com estreptavidina

Purificacao de HP-1-DTAF-biotina em estreptavidina (SA) contas
magnéticas Dynal M-280 (Invitrogen) servem como um modelo para selegao
por afinidade para a biblioteca quimica de DNA marcado. Beads de SA fo-
ram pré-equilibradas em 2x tampao de PBS contendo 0.05% de Triton X-
100. 50 pmoles de HP-1-DTAF-biotina foram carregados em 25 pl das beads
SA pré-lavadas por 15 minutos a temperatura ambiente com aplicagao por
rotagdo em tambor. A corrente foi coletada e as contas foram lavadas 3 ve-
zes por 30 minutos com 1 mi do mesmo tampao. Uma lavagem final foi reali-
zada a 80°C por 10 minutos com 30 ul de agua (coletada). As contas foram
eluidas com 30 ul de 25 mM de EDTA e 5 mM de NaOH por 10 minutos a
90°C, e o eluente foi imediatamente neutralizado pela adicdo de 3 yplde 1 M
de Tris HCI, pH 7.0.

Para o experimento de ligacado de estreptavidina, 5 pl das amos-
tras de eluicao foram incubados com um excesso de estreptavidina em 50
mM de NaCl/10 mM Tris HCI, pH 7.0, por 10 minutos. As amostras foram
misturadas com tampao de gel de carregamento sem fervura e redissovildas
em um gel NuPage SDS a 4-12% (Invitrogen) usando tampao de execugao
MES. Os resultados sao resumidos na figura 14.

Exemplo 4. Acoplamento de peptideo H(-Arg-eAhx)6-Arg-OH a HP-1-DTAF

Foi escolhido um peptideo rico em arginina R7, H(-Arg-eAhx)6-

Arg-OH (Bachem), para usar como outra modificagdo para o ultimo grupo de
reag@o no arcabouco de triazina. Isto € um peptideo permeavel na membra-
na celular de acido um arginina-aminohexanoico usado para liberar um com-
posto intracelular. A reagao foi ajustada similarmente as condicdes de rea-
cao descritas acima: 20 ul de reagdo continha em torno de 200 pmoles de
HP-1-DTAF (Etapa 1) dissolvido em 150 mM de tampéo de borato, pH 9.5, e

10 nmoles de peptideo R7. Sob essas condi¢cdes, as cadeias laterais das
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argininas nao reagiram, e a Unica amina reativa no peptideo & a N-terminal.
A reacao foi permitida prosseguir por 12 horas a 75°C e foi em seguida puri-
ficada por dessalgagem em uma coluna de rotacao Zeba.
Exemplo 5. Construto de DNA para experimento de deteccéo de liberagao
de RNAP T7

O construto de DNA para o experimento de liberagao intracelular

da "biblioteca de 1" quimica foi preparado a partir de um produto de PCR de
um Unico clone de DNA VH de ~400 pb caracterizando uma regido do pro-
motor T7 na extremidade 5' e uma regido Cmu constante de pequeno anti-
corpo fechada na extremidade 3' da molécula. A fim de ligar o construto de
DNA a cabeca modificado da biblioteca quimica modelo, um sitio de restri-
¢ao Bsml foi anexado a jusante da regiao do promotor T7 por aplificagéo de
PCR do clone. Digestédo por restricao de Bsml produziu uma saliéncia em
GG 3', que permitiu ligcado ao cabeca (saliéncia CC 3'). O iniciador 5' com o
sitio Bsml (sublinhado) foi sintetizado por DNA IDT, Inc.
5'-GGATGCCGAATGCCTAATACGACTCACTATAGGG-
ACAATTACTATTTACAATTACA (SEQ ID NO: 63)

Seguindo amplificagdo de PCR, o construto de DNA foi purifica-
do usando um kit de purificagdo de PCR (Invitrogen), e o DNA resultante foi
digerido com 250 U Bsml (New England BiolLabs) a 656°C em tampéo de
NEB 4 por 2 horas. O DNA foi purificado em um gel de agarose a 2%. A rea-
cao de ligacao (30 pl) continha 2 pmoles de cada construto DNA VH, digeri-
do com Bsml, bem como HP-1-DTAF-R7 (peptideo de arginina-acido amino-
hexanoico) em 1x tampao DNA ligase T4 e 60 unidades Weiss de T4 DNA
ligase (New England BiolLabs). A reacao foi incubada a 16°C por 20 horas.
Devido a alta eficiéncia da ligagao, o material foi adicionalmente usado para
a liberagao intracelular /experimento T7 RNAP sem purificagcéo adicional. Os
resultados sao resumidos na figura 15.

Exemplo 6. Sintese de 10x10 Biblioteca

Etapa 1. Ligacdo da marcacao A ao cabeca HP-T

Nesta biblioteca exemplar, apenas posi¢cdes B e C sdo usadas.

Uma marcacéo A ¢ ligada a HP-T. A marcacgao tem a seguinte sequéncia:



10

15

20

25

30

36/37

Marcagéao de DNA A1 (superior): 5'-fos-GGAGGACTGT (SEQ ID NO: 64)
Marcagao de DNA A1 (inferior): 5'-fos-AGTCCTCCGG (SEQ ID NO: 65)

30 nmoles de HP-T foram misturados com 45 nmols de cada oli-
gos marcacdo A1 superior e marcagao A1 inferior em 1x tampao T4 DNA
ligase e foram anelados por aquecimento a 95°C por 1 minuto, seguido por
resfriamento a 4°C a 0.2°C/segundo. As amostras foram entéo trazidas para
16°C. 300 Unidades Weiss de T4 DNA ligase foi adicionado e as amostras
foram permitidas incubar por 16-20 horas a 16°C. Seguinte a ligacao, HP-T-
A foi dessalgado usando uma coluna Zeba (Pierce). Ver, por exemplo, figura
16A.

Etapa 2. Ligacdo de marcacdes B1-B12 e marcagdes C

Doze reacées de ligacao foram ajustas similarmente as reagoes
de ligacao descritas acima. Em cada um dos 12 tubos, 5 nmoles de pares de
oligos B1-B12 superior e inferior foram adicionados a 1x tamp&do T4 DNA
ligase e anelados como descrito acima. HP-T-A foi dissolvido em 1x tamp&o
T4 DNA ligase. 2.5 nmoles de HP-T-A foram aliquotados nestes 12 tubos. 30
Unidades Weiss de T4 DNA ligase foram adicionadas a cada tubo e as rea-
¢cbes foram permitidas prosseguir por 20 horas a 16°C. Seguinte a incuba-
¢ao, cada mistura de reagéo foi individualmente dessalgada em uma coluna
de rotagao Zeba a 0.5 mi, equilibrada com 150 mM de tampao de borato, pH
9.0. A cada tubo, um excesso de 20x de cloreto cianudrico (50 nmoles), dis-
solvido em acetonitrila, foi adicionado e incubado por 1,5 hora a 4°C. Seguin-
te a esta incubacdo, um excesso de 100x (250 nmoles, isto €, 5x excesso
relativo a cloreto cianurico) de aminas B1-B12, dissolvidas em acetonitrila ou
DMF, foi adicionado em correspondéncia com as marcag¢des B1-B12 ligadas.
A reacao com aminas foi permitida prosseguir por 20 horas a 4°C. Seguinte
a esta reacdo a biblioteca foi agrupada, dessalgada duas vezes em 2-ml de
coluna Zeba e liofilizada. Ver, por exemplo, Figuras 16B e 16C.

Como as reagdes acima, as marcagdes C e aminas séo adicio-
nadas usando condicdes de reagcao similares aquelas descritas acima.

Qutras modalidades

Todas as publicagbes, patentes e pedidos de patentes mencio-



10

37137

nados no relatério acima séo incorporados por referéncia. Varias modifica-
cOes e variagdes do método descrito e o sistema da invengéo serao eviden-
tes para aqueles versados na técnica sem se afastar do escopo e do espirito
da invengéao. Embora a invengao tenha sido descrita em conexdo com moda-
lidades especificas, deve-se compreender que a invencao, tal como reivindi-
cada nao deve ser indevidamente limitada a tais modalidades especificas.
De fato, varias modificagbes dos modos descritos para realizar a invengéao
que sao Obvias para aqueles versados na técnica tém a intengdo de estar
dentro do escopo da invengao.

Outras modalidades estao nas reivindicagoes.
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REIVINDICAGOES

1. Método de marcacgéo de bibliotecas quimicas de DNA codifi-
cado, o método compreendendo ligar um primeiro grupo funcional de um
ligante bifuncional um oligonucleotideo iniciador na extremidade 5' do oligo-
nucleotideo iniciador e ligar um segundo grupo funcional do ligante bifuncio-
nal a um componente da biblioteca quimica, em que o ligante bifuncional ou
oligonucleotideo iniciador € modificado para aumentar a solubilidade de um
membro do Biblioteca quimica de DNA codificado em condi¢gbes organicas.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o oligonu-
cleotideo iniciador ligado ao ligante bifuncional forma uma estrutura em for-
mato de grampo.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o oligonu-
cleotideo iniciador compreende uma primeira regiao identificadora.

4. O método, de acordo com a reivindicagdo 3, em que o oligo-
nucleotideo iniciador compreende uma segunda regido identificadora que
hibridiza a primeira regido identificadora do oligonucleotideo iniciador.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o ligante bi-
funcional é modificado para aumentar a solubilidade de um membro da bibli-
oteca quimica de DNA codificado em condi¢ées organicas.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, em que o ligante bi-
funcional modificado compreende um ou mais dentre uma cadeia alquila,
uma unidade de polietileno glicol, uma espécie ramificada com cargas positi-
vas, ou uma estrutura de anel hidrofébico.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que o oligonu-
cleotideo iniciador € modificado para aumentar a solubilidade de um membro
da biblioteca quimica de DNA codificado em condi¢gbes organicas.

8. Método, de acordo com a reivindicagado 7, em que o oligonu-
cleotideo iniciador compreende uma primeira regido identificadora e um se-
gunda regiao identificadora, e em que a primeira regido identificadora ou a
segunda regido identificadora € modificada para aumentar a solubilidade de
um membro da biblioteca quimica de DNA codificado em condi¢bes organi-

cas.
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9. Método, de acordo com a reivindicagao 7, em que o oligonu-
cleotideo iniciador modificado compreende um ou mais dentre um nucleoti-
deo tendo uma porgao hidrofoébica ou uma insergao tendo uma porcao hidro-
fébica.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, em que o oligonu-
cleotideo iniciador modificado compreende o nucleotideo tendo uma porgéao
hidrofébica, e a porgcéo hidrofébica € uma cadeia alifatica na posicao C5.

11. Método, de acordo com a reivindicagao 9, em que o oligonu-
cleotideo iniciador modificado compreende a inser¢do tendo uma porgéao
hidrofébica, e a por¢édo hidrofébica € um azobenzeno.

12. Método, de acordo com a reivindicagcao 1, em que o membro
da biblioteca quimica de DNA codificado tem um coeficiente de octanol: &-
guade 1,0a2,5.

13. Método de marcar bibliotecas quimicas de DNA codificado, o
método compreendendo ligar um primeiro grupo funcional de um ligante bi-
funcional a um oligonucleotideo iniciador na extremidade 5' do oligonucleoti-
deo iniciador, em que o oligonucleotideo iniciador ligado ao ligante bifuncio-
nal forma uma estrutura em formato de grampo, e ligar um segundo grupo
funcional do ligante bifuncional a um componente da biblioteca quimica.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, em que o oligo-
nucleotideo iniciador compreende uma primeira regido identificadora.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 14, em que o oligo-
nucleotideo iniciador compreende uma segunda regido identificadora que
hibridiza a primeira regiao identificadora do oligonucleotideo iniciador.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 15, em que a segun-
da regido identificadora compreende uma marcagao fluorescente ou o rétulo
de biotina.

17. Método, de acordo com a reivindicagao 16, em que a segun-
da regido identificadora ndao é amplificada antes da analise apés uma etapa
de selecéo.

18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 15,

em que o ligante bifuncional, oligonucleotideo iniciador, primeira regido iden-
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tificadora, ou segunda regido identificadora sdo modificados para aumentar a
solubilidade de um membro da biblioteca quimica de DNA codificado em
condigdes organicas.

19. Método de criacéo de bibliotecas de DNA codificado, o me-
todo compreendendo:

(a) criar um primeiro nodo de diversidade;

(b) codificar o primeiro nodo de diversidade em vasos separa-
dos;

(c) agrupas o primeiro nodo de diversidade, e

(d) dividir o primeiro nodo de diversidade agrupado em um se-
gundo conjunto de vasos separados, em que o primeiro nodo de diversidade
reage para formar um segundo nodo de diversidade.

20. Método, de acordo com a reivindicagao 19, em que o segun-

do nodo de diversidade nao é codificado e agrupado.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS DE CRIAGAO E DE TRIAGEM DE BI-
BLIOTECAS DE DNA CODIFICADO".

A presente invengao refere-se a uma série de métodos para i-
dentificar um ou mais compostos que se ligam a um alvo biolégico. Os mé-
todos incluem a sintese de uma biblioteca de compostos, em que os com-
postos contém uma porgéo funcional tendo uma ou mais posi¢oes de diver-
sidade. A porgao funcional dos compostos é operativamente ligada a um

oligonucleotideo iniciador que identifica a estrutura da molécula funcional.
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