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RESUMO

"MOLECULAS ALVO QUIMERICAS QUE POSSUEM UMA ACTIVIDADE

REGULAVEL"

A presente invencdo refere-se a uma molécula alvo
guimérica que tem uma actividade que pode ser regulada ou
modulada por uma molécula de ligac¢do. A invencdo refere-se
também a processos para a utilizacdo da molécula alvo
guimérica para detectar a presenca e/ou a quantidade de um
analito desejado numa amostra. O analito é uma molécula de
ligacdo, ou um competidor de uma molécula de ligacgéo,
molécula de ligacdo essa que, apds a ligacdo & molécula
alvo, altera a actividade da meclécula alvo de uma maneira
detectével. Num aspecto da invencdo, uma molécula de
ligacdo liga-se a molécula gquimérica, inactivando-a. Um
analito numa amostra de ensaio compete e/ou desloca a
molécula de ligacdo da quimérica, reactivando-a. O reapa-
recimento da actividade na presenca do analito indica a sua
existéncia na amostra de ensaio, existéncia e quantidade.
Outrc aspecto da invencdo refere-se a uma molécula de
ligacdo que regula uma molécula alvo quimérica e aos

processos para a sua produgdo.



PE0958351 -1 -

DESCRIGAO

"MOLECULAS ALVO QUIMERICAS QUE POSSUEM UMA ACTIVIDADE

REGULAVEL"

O desenvolvimento de ensaios para a medicdo da
presenca e da quantidade de substéncias desejadas é alta-
mente desejavel para uma série de finalidades, inclusive
para utilizac¢des médicas, veterindrias, de investigacdo e
ambientais. E ainda desejavel desenhar e isolar moléculas
gue tenham uma actividade que seja regulédvel para uma
substédncia desejada. Estas moléculas regulaveis sdo futeis
para detectar a quantidade e a presenca de um analito
desejado, utilizando a capacidade do analito para regular,
directa ou indirectamente (por exemplo, por competicdo), a

actividade da molécula.

Em J. Biol. Chem. 271 (Agostc de 1996), praginas
21251-21256, é descrita a actividade de p-galactosidase de

uma sonda molecular para detectar anticorpos especificos.

A P.N.A.S. USA 92 (Junho de 1995), paginas 5783-
5787, descreve um sistema sensor molecular baseado em

fosfatise alcalina alterada geneticamente.

Em Prot. Eng. 7 (RAbril de 1994), paginas 509-514,

¢ descrita a modulacdo da actividade de enzimas mediante a
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ligagdo de um anticorpo a uma proteina hibrida de epitopo

de fosfatise alcalina.

O Documento WO 92/07090 descreve métodos para a
modificacdo e a deteccdo dos efeitos sobre a interaccgédo de

polipeptideos modificados e substratos alvo.

A presente invencdo fornece um processo para a
determinacdo da presenca e da quantidade de um analito numa
amostra de ensaio, compreendendo: um pProcesso para a
determinacdo da presenca e da quantidade de um analito numa
amostra de ensaio, compreendendo: (a) a preparacdc de
dcidos nucleicos que codificam para um enzima quimérico, em
gue a actividade do enzima quimérico é modulada através da
ligacdo de uma molécula de ligacdo, sendo os referidos
acidos nucleicos preparados por um processc gue compreende:
(1) o fornecimento de bibliotecas de oligonucledtidos
sintéticos degenerados que codificam para mimdétopos; (ii) a
expressdo de uma biblioteca de enzimas quiméricos candi-
datos preparados pela insercdo dos referidos oligonu-
cledtidos em sequéncias de &acidos nucleicos que codificam
para um enzima de partida para produzir enzimas quiméricos
candidatos; (iii) o fornecimento de uma molécula de
ligacdo; (iv) a triagem dos enzimas quiméricos candidatos
expressos para determinar se a actividade do enzima
guimérico candidato é modulada pela ligac&o da referida
molécula de ligacdo ao referido enzima quimérico candidato
e a identificagdc de pelo menos um enzima quimérico com

actividade modulada; e (v) o isolamento de &cidos nucleicos
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gue codificam para o referido enzima quimérico a partir da
referida biblioteca; (b) a expressido de um &cido nucleico
preparado de acordo com a parte (a) para produzir um enzima
guimérico; (c) a entrada em contacto do enzima gquimérico
com (1) a amostra de ensaio, (2) uma molécula de ligacéo
gue se liga a um mimdétopo do enzima quimérico, e (3) um
substrato sobre o qual ¢ enzima quimérico actua catali-
ticamente, para formar uma mistura reactiva; e (d) a
deteccdo da extensdo da catdlise do substrato alcancada
pelo enzima quimérico, em que a molécula de ligac&o modula
a catalise pelo enzima quimérico, em que o referido analito
actua como um competidor directo da interaccdo do enzima

guimérico com a molécula de ligagéo.

A presente invencdo também revela um processo
para a determinacdo da presenca ou da guantidade de um
analito numa amostra de ensaio, compreendendo: (a) a
preparacdo de um enzima quimérico por um processo como foi
definido nas partes (a) e (b) da reivindicacdo 1; (b) a
entrada em contacto do enzima quimérico com (1) a amostra
de ensaio e (2) com um substrato sobre o qual o enzima
guimérico actua cataliticamente, para formar ume mistura
reactiva; e (c) a deteccido da extensido da catalise do
substrato alcancada pelc enzima quimérico, em gue o analito

modula a catidlise pelo enzima quimérico.

O presente pedido descreve uma molécula alvo
guimérica que tem uma actividade que pode ser regulada ou

modulada por uma molécula de ligacdo. A invencdo refere-se
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a processos para a utilizag¢do da molécula alvo gquimérica
para detectar a presenca e/ou a quantidade de um analito
desejado numa amostra. O analito é uma molécula de ligacgéo,
ou um ligante de uma molécula de ligacdo, molécula essa
gue, apds a ligacdo a molécula alvo, altera a actividade da
molécula alvo de uma maneira detectavel. Num aspecto da
invenc&o, uma molécula de ligacdo liga-se a molécula
guimérica, inactivando-a. Um analito nume amostra de ensaio
compete e/ou desloca a molécula de ligacdo da quimérica,
reactivando-a. O reaparecimento da actividade na presenca
do analito indica a sua existéncia e a quantidade na
amostra de ensaio. Outro aspectc da invencdo refere-se a
uma molécula de 1ligacdo, que regula uma molécula alvo

quimérica, e aos processos para a sua producio.

De acordo com a presente invencdo, uma molécula
alvo (TM) desejada pode ser modificada para ter pelo menos
uma parte de sitio de ligacdo (BSM) a qual se pode ligar
uma molécula de ligagdo (BM). Depois da ligacdo da BM a
BSM, uma actividade associada com a TM & alterada de uma
forma detectavel, por exemplo, aumentando ou reduzindo a
actividade da TM. Desta forma, a BSM pode actuar como um
comutador de regulacdo, ligando ou desligando (toda ou em
parte) uma actividade de uma TM desejavel em resposta a
ligacdo de uma BM. A BSM também pode ser escolhida de forma
gque a ligagido da molécula de ligacdo regule a activacdo da
molécula alvo. De acordo com a presente invengdo, um
mimdtopo & a BSM preferida. Uma BSM pode ser modificada

para uma molécula alvo pela insercdo de sequéncias, pela
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substituicdo de segquéncias presentes na molécula por novas
sequéncias, por mutagénese de sequéncias Jj& presentes na
molécula, etc. A transformacdo pode ser realizada de acordo

com processos disponiveis para os peritos na técnica.

O termo molécula alvo "quimérica", por exemplo,
um enzima quimérico, significa o produto resultante depois
da parte de sitio de ligacdo ter sido inserida na molécula
alvo ou depois de uma parte da molécula alvo ter sido
substituida pela parte de sitio de ligacdo. Para
clarificacdo, antes da transformacdo da BSM, a molécula
alvo é designada por molécula alvo de partida. Desta forma,
se o material de partida for um enzima, ele serd designado
por "enzima de partida". Depois da transformacdo da BSM o
enzima de partida é identificado como um "enzima quimé-
rico". Nos exemplos adiante a PB-lactamase é utilizada como
um enzima de partida, no qual uma parte de sitio de liga-
cado, compreendendo aminoadcidos, & transformada de forma a
produzir-se um enzima quimérico. E guimérico porque é
constituido por aminoidcidos do enzima de partida e por

amincdcidos de uma parte de sitio de ligacgdo.

O termo "molécula de ligacdo" significa uma
molécula que liga ou se liga especificamente a uma parte de
sitic de ligacdo. Pelo termo "especifico" entende-se que a
molécula de 1ligacgdo reconhece a sequéncia definida de
amincdcidos dentro da sequéncia de aminoacidos da parte de
sitio de ligacdo, ou que a inclui. A especificidade pode

ser uma funcido da sequéncia linear de aminocacidos da parte
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de sitio de ligacgdo, isoladamente ou em combinagdo com
amincdcidos originalmente presentes na molécula alvo ou
numa insercdo ou substituicdo noutra localizacido. Podem ser
empregues varias moléculas de ligagao, incluindo
anticorpos, polipeptideos, aptameros, acidos nucleicos,
medicamentos e ligantes quimicos. Os anticorpos podem ser
monoclonais, policlonais, de cadeia simples, anticorpos
modificados geneticamente, etc., como s&o conhecidos na
técnica. Ver, por exemplo, Reiter et al., Nature
Biotechnology, 14: 1239-1245, 1996; Bird et al., Science,

242: 423-426, 1988.

Uma molécula de ligacdo pode ligar-se a uma parte
especifica de uma macromolécula denominada um epitopo ou um
determinante. O epitopo pode ser um determinante linear ou
um determinante conformacional. Ver, por exemplo, Abbas et
al., Cellular and Molecular Immunology, Second Edition, W.
B. Saunders Co., 1991, em especial as paginas 47-49. Um
"mimétopo” é um determinante que é reconhecido pela mesma
molécula de ligacdo que um "epitopo" particular, mas que
tem uma composicido diferente da do "epitopo". Por exemplo,
uma molécula de ligacdo pode ser um anticorpo gque reconhece
(isto &, que se liga a) um epitopo que compreende uma
sequéncia linear de aminodcidos. Um "mimbétopo™ deste
epitopo compreende uma sequéncia linear de aminoacidos
diferente, mas que ainda ¢é reconhecida pelo mesmo
anticorpo. O "mimbétopo”™ difere do "epitopo" em pelo menos
um aminocidcido. Um mimbétomo pode mimetizar wum hapteno e

outras moléculas, incluindo moléculas n&c proteicas ou
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partes das mesmas, por exemplo, carbohidratos, biotina,
etc. Como se disse, o mimétopo também pode ser um determi-
nante conformacional, formado por residucs de aminodcidos
ou outros constituintes de partes separadas da molécula
guimérica. Além disso, o mimdétopo pode compreender consti-
tuintes (por exemplo, aminocacidos) J& presentes na TM de
partida e que permaneceram (isto &, ndo foram substituidos)
na TM quimérica. Um mimdtopo pode ser escolhido como seré
discutido adiante, por exemplo, nos exemplos, por trans-
formacdo de aminoacidos aleatdrios num alvo e separando ou
seleccionando para reconhecimento por uma molécula de

reconhecimento desejada.

Uma vantagem do emprego de um mimdétopo é o facto
de n8o ser necessario um conhecimento da estrutura do
epitopo. Em geral é dificil adquirir este conhecimento, em
particular se o epitopo for ndo linear. Num aspecto da
invenc&o é& criada uma biblioteca de mimétopos, e & trans-
formada, por exemplo, é inserida numa molécula alvo, de
preferéncia numa molécula em anel. A molécula quimérica
resultante & entdo procurada ou seleccionada por retencao
da actividade. O mimbétopo pode ser extraido de uma
sequéncia ao acaso, por exemplo, contendo cinco aminodci-
dos, de ©preferéncia seis aminodcidos (um hexapeptideo
aleatdério), ou sete, oito, nove, dez aminodcidos de compri-
mento. Neste aspecto da invencdo, apdés a identificacdo das
moléculas alvo quiméricas gque tém actividade retida, estas
sdo entdo escolhidas para o reconhecimento na molécula de

ligacdo desejada. A molécula de ligacdo pode ser um anti-
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corpo a um carbohidrato ou outro hapteno ou ndc-hapteno nédo
proteico, ou uma sequéncia de aminoacidos. Em especial no
Gltimo caso n&o ¢é necessaria qualquer informacdo de

seqguéncias para se implementar a invencéo.

A molécula alvo pode ser escolhida por uma
actividade detectével desejada. Por exemplo, a TM pode ser:
f-lactamase: P. Soumillion et al., J. Mol. Biol., 237: 415-
422, 1994; plasmina: L. Jespers et al., comunicacdo de
conferéncia; antigene especifico da préstata: R. Eerola et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 200: 1346-1352, 1994;
subtilisina: P. Soumillion et al., Appl. Biochem.
Biotechnol., 47: 175-190, 1994; tripsina: D.R. Corey et
al., Gene, 128: 129-134, 1993; fosfatase alcalina: J.
McCafferty et al., Prot. Enging., 4: 955-961; p-galactosi-
dase: I.N. Maruyama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:
8273-8277, 1994; nuclease estafilocdccica: J. Ku & P.G.
Schultz, Bioorg. Med. Chem., 2:1413-5, 1994; e J. Light &
R.A. Lerner, Bioorg. Med. Chem., 3: 955-67, 1995;
glutationa-transferase: M. Widersten & B. Mannervick, J.
Mol. Biol., 250: 115-122, 1995; 1lisosima: K. Maenaka et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 218: 682-687, 1996; e
anticorpos cataliticos: K.D. Janda et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 91: 2532-2536, 1994.

As moléculas alvo mencionadas acima foram
exibidas sobre fagos. S&do directamente acessiveis ao método
de seleccdo de uma BSM. Outros enzimas também podem ser

exibidos sobre fagos e sdo UGteis para a presente invencéo,
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por exemplo, esterases, piruvato-cinase, glucose-oxidase,
lactato-desidrogenase, glucose-6-fosfato-desidrogenase,
luciferase. A TM também pode ser uma proteina que possui
uma actividade fluorescente (por exemplo, a proteina verde
fluorescente, GFP; Chalfie et al., 1994, Science, 263:802;
Cheng et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:606; Levy et
al., 1996, Nature Biotechnology, 14:610), que é modulada
por ligacdo de uma BM a uma BSM contida no interior da
proteina fluorescente. A TM também pode ser uma molécula
reguladora que activa/desactiva uma segunda molécula que
tem uma actividade detectédvel. Por exemplo, uma proteina
activadora de GTPase (GAP) estimula uma proteina G, tal
como "ras". A capacidade de uma GAP para activar uma
proteina G pode ser modulada transformando uma BSM numa
GAP. Por ligacdo de uma BM a BSM de uma GAP modificada pode
ser modulada a actividade estimulante da GAP. O seu efeito
a montante sobre proteinas G pode ser acompanhado, por
exemplo, medindo-se uma actividade de GTPase da proteina G.
Ver, por exemplo, Trahey e McCormick, Science, 238: 542-
545, 1987. A TM também pode ser uma subunidade de outra
proteina que possua, ela propria, actividade enzimatica ou
outra actividade detectavel. Adicionalmente, a TM pode ser
um enzima de &4cido nucleico, por exemplo, uma ribozima, um
enzima "cabeca de martelo", RNAse P, ou um enzima "gancho™.
Se for utilizado um acido nucleico como a molécula alvo, a
parte do sitio de ligacdo modificada deveria compreender
habitualmente nucledtidos, tanto modificados como de
ocorréncia natural. A TM também pode ser um activador ou

repressor de activacdo envolvido em sistemas de transcricdo
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e translacdo in vitro; a deteccdo da actividade pode ser
realizada ao nivel da actividade do enzima expresso ou da

molécula fluorescente.

A ligagdo da BM a molécula quimérica, de
preferéncia a BSM, pode afectar a actividade de wvarias
formas. A molécula de ligacdo pode inactivar a T qui-
mérica. Pelo termo "inactivar" entende-se que a actividade
da TM quimérica é reduzida ou enfraquecida. A molécula de
ligacdo pode inactivar completamente a TM quimérica, de
forma que esta ndo possua actividade, ou possua uma
actividade desprezivel, ou pode inactivar somente parte da
sua actividade, por exemplo, a Kcat é reduzida ou a Km &
aumentada. Uma TM quimérica pode existir em pelo menos duas
conformacdes, uma conformacdoc activa e uma inactiva. No
equilibrio, uma populacdo de TMs quiméricas deverd conter
uma mistura de moléculas, algumas na conformacdo activa e
algumas na conformacdo inactiva de uma TM. Pode ser
escolhida uma BM que se ligue a uma conformacdc inactiva de
uma TM. Quando é adicionada & populacido da TM quimérica, a
ligacdo da BM as TMs inactivas pode deslocar o eguilibrio
da mistura para a conformag¢do inactiva. Como consequéncia,
a mistura terd menor actividade na presenca da BM do que na
sua auséncia. Desta forma, a molécula de ligacdo modula a
actividade da TM quimérica, desviando a populacido de TMs
guiméricas para uma conformagdo inactiva, reduzindo desta
forma a actividade da populacdo no seu todo. Um enzima de
partida seleccionado pode ser a serina-protease, que pode

existir em duas conformacdes diferentes: uma activa e uma
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inactiva. A conformacdo inactiva ¢é semelhante a do
correspondente zimogénio. O equilibrioc pode ser deslocado
da conformacdo activa para a inactiva destruindo uma ponte
salina que mantém o enzima na sua conformacdo activa; isto
pode ser realizado através de um aumento do pH, que conduz
a eliminacdo do protdo do terminal amino da cadeia
peptidica envolvida na ponte salina, ou por modificacdo
guimica deste terminal amino. A energética da ponte salina
¢ tal que a conformagdo activa ndo ¢é estabilizada
fortemente (2,9 kcal/mol, ver: A.R. Fersht, J. Mol. Biol.,
64:497-509, 1972), de modo que o equilibrio pode ser
deslocado de forma relativamente facil para a forma
inactiva. A ligacdo de uma BM, por exemplo, de um anticorpo
monoclonal, para o terminal de aminocdcido pode deslocar o

equilibrio por varias ordens de grandeza.

A activac&o de uma molécula quimérica também pode
ser regulada por uma BM. O exemplo mails simples de
activagdo é a clivagem proteclitica de uma 1ligacédo
peptidica num zimogénio, para ¢ transformar num enzima. Um
exemplo cléssico & a activagdo de uma serina-protease, ou
mais especificamente a activacdo de quimotripsinogénio em
guimotripsina, por clivagem proteolitica da ligacgdo
peptidica Arg 15-Ile 16 pela tripsina. Um anticorpc, ou
outra BM, que se ligue a um epitopo ou a um mimdtopo
modificado na regido da ligacdo peptidica clivada pode
inibir a activagdo. Outrc exemplo ¢é a inibicdo da
fosforilacdo ou da desfosforilacdo de um enzima cuja

actividade é regulada pelo seu estado de fosforilacdo. A
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glicogénio-fosforilase é um exemplo: quando ¢é fosforilada
em Ser 14 estd essencialmente na sua forma activa, e a
desfosforilacdo desactiva o enzima. A ligacdo de um anti-
corpo, ou de outra BM, a um epitopo ou mimdétopo modificado
na vizinhanca do sitio de fosforilag¢do vai interferir com o
mecanismo de activacdo/desactivacdo pela fosforilase-cinase

e pela fosfoproteina-fosfatase, respectivamente.

Mais geralmente, pode interferir-se com qualquer
modificacdo pds-translacido de um enzima, que contribua para
modular a sua actividade, por ligacdo de uma molécula

estranha a uma BSM (por exemplo, um anticorpo).

A parte de sitio de ligacdo pode ser modificada
para qualquer posicdo desejada na molécula alvo, inclusive
como uma fusdoc com os terminais N e C. Uma ou mais BSMs,
por exemplo, 2, 3, 4 ou 5 BSMs podem ser modificadas para a
parte alvo em regiles adjacentes ou diferentes. Podem ser
feitas modificagdes multiplas, por exemplo, insergdes ou
substitui¢des, na molécula alvo por uma série de razdes,
por exemplo, para contribuir para o mimdétopo (por exemplo,
o mimbtopo pode ser constituido por aminodcidos alterados
por modificagdo em dois sitios diferentes na molécula
alvo), para fornecer mais do que um sitio ao qual se possa
ligar uma molécula de ligacgdo, para fornecer um sitio no
gqual uma BM activa o enzima e outro sitio no qual uma
segunda BM inactiva um enzima, etc. Uma vantagem de se
inserirem ou substituirem sequéncias de amincacidos com um

mimdétopo em dois (ou mais) sitios é o facto de poder ser
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construido um mimétopo descontinuo, proporcionando sitios
de alta afinidade acs quais se pode ligar uma molécula de
ligacdo. De preferéncia, como foi discutido acima, a T™
guimérica resultante retém pelo menos alguma da sua
actividade depois da modificacdo da BSM, Além disso, a
ligagdo de uma BM a BSM tem como resultado a regulacdo da
actividade acima mencionada da molécula alvo quimérica. Os
Gltimos dois aspectos, a retencdo de uma actividade e a
regulacdo da actividade retida da molécula quimérica
resultante por uma molécula de ligacdo, sdo aspectos
preferidos da invencdo. Desta forma, um sitio preferido de
modificacdo, por exemplo, insercdo, & uma posicdo em que a
actividade da TM ndoc é eliminada, mas que, quando substi-
tuida ou modificada pela adicdo de residuos de amino&cidos,
pode actuar como um comutador de regulacdo para a

actividade da TM.

O sitio em cque uma BSM é modificada, por exemplo,
em gue é inserida e/ou modificada, na TM, pode ser
escolhido por varias vias, como o0s peritos na técnica
sabem. Por exemplo, se for conhecida a estrutura tridi-
mensional (3D) da TM, pode ser seleccionado um sitio iden-
tificando-se especificamente uma localizacdo desejada na
molécula a modificar. Para algumas finalidades pode ser
desejavel seleccionar um sitio exposto na superficie da
molécula alvo, em que o sitio esteja disponivel para a
ligacdo pela molécula de ligagdo. A estrutura 3D pode ser
determinada de acordo com meios empiricos, por exemplo, por

cristalografia, e/ou pode ser deduzida a partir de
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estruturas conhecidas e de dados de sequéncias de amino-
dcidos. Ver, por exemplo, Holm e Sander, Science, 273: 585-
002, 1995. Se a estrutura 3D ndo for conhecida, o sitio da
modificacdo pode ser escolhido com base noutra informacéo,
por exemplo, quando a estrutura da proteina n&o é conhe-
cida, os sitios susceptiveils a uma protedlise ilimitada, ou
os sitios Dbastante previsiveis para serem anéis pela
previsdo de uma estrutura secundiria ou por analise de
configuracdes hidréfobas sdo apropriados para a modifi-
cacdo, por exemplo, a insercdo ou substituicdo. Em alter-
nativa, uma BSM pode ser modificada em posicdes aleatdrias

dentro da TM.

O sitio modificado de preferéncia ndo & o sitio
activo, mais preferivelmente situa-se numa localizacgdo
afastada do mesmo, por exemplo, a cerca de 1, 5, 15, 20 ou
25 A daguele. A actividade da molécula quimérica deve ser
regulavel por ligacdo a sequéncia inserida ou modificada,
independentemente do facto de a modificacdoc estar proxima

ou afastada do sitio activo.

As moléculas alvo e quiméricas podem ser
preparadas por processos que estdo disponiveis na técnica.
Por exemplc, a modificac&o genética pode ser empregue para
se prepararem moléculas alvo e quiméricas que compreendem
residuos de aminodcidos ou de nucledtidos. Numa variante de
realizacdo é empregue um gene clonado como material de
partida para a molécula alvo de partida e a molécula alvo

guimérica resultante. Nos exemplos descritos adiante, o
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gene clonado para o enzima de partida f[-lactamase serve de
material de partida para se preparar o enzima quimérico. A
BSM pode ser modificada na TM de partida utilizando-se os
diversos processos disponivels para os peritos na técnica,
por exemplo, Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci., 82: 488-492,
1985; Sayers e Eckstein em "Directed Mutagenesis; a
practical approach", McPherson, Ed. IRL Press 1991, pp. 49-
69; Munir et al., J. Biol. Chem., 267: 6584-6589, 1992;
Brennan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 92: 5783-5787,
1995. Também pode ser realizada a modificacdo utilizando-
se um vector de substituicdo através da recombinacdo
homéloga. Para os fins da presente invencdo, quando uma
sequéncia contida num gene de partida foi submetida a
mutagénese ao ponto de a sequéncia de amincacido diferir da
sequéncia de partida, o polipeptideo que codifica para o
gene resultante é quimérico. E quimérico, uma vez que foi
modificada na molécula alvo de partida uma sequéncia de
aminocacido diferente, isto &, uma parte do sitio de
ligacdo. No exemplo concreto em que o material de partida é
um enzima, e o enzima é sujeitc a mutagénese por modifi-
cacdo da sua sequéncia de nucledtidos, um enzima guimérico
resultante deverd compreender uma parte de sitio de ligacgédo
de aminoacido que substituiu as sequéncias de aminodcidos
de ocorréncia natural. Numa forma de realizacdo, a sequén-
cia do gene que codifica para um enzima de tipo selvagem
(ou outro polipeptidec) & modificada por mutagénese
dirigida ao sitio de acordo com o0s protocolos de Kunkel ou
Eckstein para introduzir dois sitics de restricdo a

montante e a Jjusante da regido do gene marcado para a
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modificacdo; de preferéncia, uma mutacdo & introduzida ao
mesmo tempo na sequéncia de codificacdo, de forma que o
enzima codificado fique inactivo; o plasmideo, fagemideo ou
fago que contém o gene modificado serd designado como o©
"vector". Este vector é digeridc nos novos sitios de
restricdo com os correspondentes enzimas de restricdoc e o
fragmento pequeno que codifica para a sequéncia entre os
sitios é eliminado. Em paralelo, sdo preparadas bibliotecas
de oligonucledétidos sintéticos degenerados, de acordo com o
processo de Munir et al., J. Biol. Chem., 267: 6584-6589,
1982; aquelas contém, entre os sitios de restricdo ade-
guados, sequéncias de nucledtidos degenerados que codificam
substituic¢des aleatdrias dos correspondentes residuos na
sequéncia da proteina. Em alternativa, a sequéncia tipo
selvagem ¢é substituida por uma seguéncia de nucledtidos
mais longa que codifica a insercdo de um polipeptideo
aleatdério na posicdc correspondente na sequéncia  da
proteina. Apds a restricdo, os oligonucledtidos sintéticos
sdo ligados com o fragmento ¢grande purificado do vector
digerido e a mistura de ligacdo é usada para se trans-
formarem células de E. coli. S&c produzidas, tipicamente,
bibliotecas que contém cerca de 10° e 10° transformantes.
Os clones que produzem enzimas activos sdo seleccionados a
partir destes (ver adiante). & realizada a recombinacdo, em
duas bibliotecas, dos clones que produzem enzimas activos,
em gque sdo introduzidas mutacdes aleatdrias em diferentes
partes da sequéncia, para se produzirem enzimas com

mimdtopos descontinuos.
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Numa forma de realizacdc em que ¢é utilizada a
tecnologia genética, um gene que codificea para uma molécula
alvo, por exemplo, um enzima, pode ser clonado num vector
de expressdo apropriado para a expressdo de um polipeptideo
num hospedeiro pretendido. Sdo contemplados diversos
hospedeiros, incluindo células de mamiferos (por exemplo,
humanas, de macaco ou de roedores, tais como HelLa, COS,
Ltk-, ou CHO), células de insectos (por exemplo, Sf9 ou
Drosophila), bactérias (por exemplo, E. coli, Strepto-
coccus, ou bacillus), leveduras, fungos, ou plantas. Ver,
também Methods in  Enzymology, Volume 185, ed., D.V.
Goeddel. A expressdo em Sf9 pode ser realizada por analogia
com Graziani et al., Oncogene, 7: 229-235, 1992. Tém sido
usados sistemas de fagos filamentosos para exprimir e
seleccionar peptideos em bactérias que se ligam a moléculas
de ligacdo, incluindo anticorpos (Scott e Smith, 249: 386-
390, 1990; Grihalde et al., Gene, 1lob: 185-195, 1995),
estreptavidina (Kay et al., Gene, 128: 59-65, 1993; Devlin
et al., Science, 249: 404-406, 1990), ADN de ribonuclease
(Rebor e Pabo, Science, 263:671-673, 1994). Ver também
Jespers et al., Biotechnology, 13: 378-382, 1995. Ver
também Parmley e Smith, Gene, 76: 305-318, 1985; de la Cruz
et al., J. Biol. Chem., 263: 4318-4322, 1988; Bass et al.,
Proteins, 8: 309-314, 1990; Cwirla et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87: ©6378-6382, 1990; McCafferty et al.,
Nature, 348: 552-554, 1990; Clackson et al., Nature, 352:
©24-628, 1991; Lowman et al., Biochemistry, 30: 10823-
10838, 1991; J. McCafferty et al., Prot. Eng., pp. 955-961,

1991; Kang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:4363-
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4366, 1991; Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:
7978-7982, 1991; Roberts et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 2429-2433, 1992. Os polipeptidecs preferidos para
0s sistemas de expressdo de fagos filamentosos sdo aqueles
gue estdo convenientemente inseridos no fago, ou pelo menos
apresentados no fago numa forma completamente activa. Para
se identificar se uma molécula de partida desejada ¢é
apropriada, um &cido nucleico que codifica para a molécula
¢ clonado no fago de uma maneira apropriada para a
expressdo. A molécula expressa € entdo ensaiada quanto a
uma actividade de acordo com processos convencionais. A
modificacdo de uma BSM na molécula de partida pode ser
entdoc realizada de acordo com 0s processos mencionados
acima. Ver, por exemplo, Grihalde et al. As sequéncias de
controlo da expressdo sdo seleccionadas quanto a compati-
bilidade como o hospedeiro e uma finalidade desejada, por
exemplo, elevado numero de cdpias, grandes quantidades,
inducdo, amplificacdo, expressido controlada, etc. Outras
sequéncias que também podem ser empregues incluem inten-
sificadores, tais como de SV40, CMV, promotores indutiveis,
ou outros elementos que permitam a expressdo selectiva ou

especifica de células.

A invencdo também se refere a Acidos nucleicos
gue codificam para para uma molécula alvo quimérica. O
referido 4&cido nucleico pode compreender ainda varias
seqguéncias, por exemplo, uma ou mais sequéncias de controlo
de expressdo ligadas em termos operacionais a uma sequéncia

de nuclebdbtidos que codifica para a molécula alvo quimérica.
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A frase "sequéncia de controlo de expressdo" significa uma
sequéncia de Aacido nucleico gque regula a expressdo de um
acido nucleico ao qual estd ligado em termos cperacionais.
A expressdo pode ser regulada ac nivel do ARNm ou do
polipeptideo. Assim, a sequéncia de controlo de expressdo
inclui elementos relacionados com o ARNm e elementos
relacionados com a proteina. Estes elementos incluem promo-
tores, intensificadores (virais ou celulares), sequéncias
gue ligam ribosomas, terminadores de transcricdo, etc. Uma
sequéncia de controlo de expressdo estd ligada, em termos
operacionais, a uma sequéncia de codificacdo de nucledtido
guando a sequéncia de controloc de @ expressidc esta
posicionada de forma a efectuar ou a conseguir a expressio
da sequéncia de codificacdo. ©Por exemplo, gquando um
promctor estd 5’ ligado, em termos operacionais, a uma
sequéncia de codificacdo, a expressdo da sequéncia de
codificacdo & dirigida pelo promotor. Um acido nucleico que
codifica para uma molécula quimérica também inclui &cidos
nucleicos que hibridizam com ela, por exemplo, em condicdes
estritas, tais como condicbes que permitam a seleccdo de
pelo menos 95% a 99% da identidade do nucleétido. Para uma
TM quimérica que seja um poli-peptideo, um &cido nucleico
gue a codifica inclui, por exemplo, a degeneracdo do

nucledtido. 0Os acidos nucleicos incluem o ADN e o ARN.

Podem ser também utilizados processos quimicos
e/ou sintéticos para criar a molécula quimérica, por
exemplo, ©S processos de construcdo de compostos por
guimica combinatéria, como ¢é conhecido dos peritos na

técnica.
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Tal como foi mencionado acima, um aspecto da
presente invencdo envolve moléculas alvo quiméricas, que
tém uma actividade que pode ser regulada ou modulada por
uma molécula de ligagdo. Pela frase '"sendo assim a
actividade da molécula alvo quimérica modulada por meio da
ligacdo de uma molécula de ligacdo™, entende-se que a
ligacdo da molécula de ligagcdo a TM quimérica, de
preferéncia a BSM, afecta a actividade da TM quimérica de
uma forma detectével. Se a TM quimérica for um enzima, tal
como uma f-lactamase, a molécula de ligacdo vai afectar a
sua actividade, hidrolisandc a ligaci&o de fp-lactame. O
efeito da molécula de ligac&oc pode ser reduzir ou mesmo
eliminar a actividade, por exemplo, reduzir ou eliminar a
sua capacidade para clivar & ligacdo de fp-lactame. A
molécula de ligacdo também pode afectar a actividade por
outras vias, por exemplo, aumentando-a, alterando a sua

especificidade, activando-a, etc.

Numa variante de realizacdo preferida, as
sequéncias peptidicas aleatdrias s&o modificadas num sitio
escolhido ou numa molécula alvo, por exemplo, um enzima.
Depois da modificacdo da molécula alvo de partida para se
produzir uma biblioteca que contém a molécula alvo
guimérica resultante, com uma BSM modificada por insercéo
ou substituicdo, & desejavel escolher as moléculas quimé-
ricas que tém retida uma actividade da molécula alvo de
partida. Pela frase "a molécula alvo quimérica tem uma

actividade da molécula alvo de partida" entende-se que a ™
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de partida tem uma actividade e a TM quimérica resultante
tem também uma actividade. A actividade da TM quimérica
pode ser diferente qualitativamente ou quantitativamente da
™ de partida. A titulo de ilustrac&o, nos exemplos adiante
o enzima de partida & a p-lactamase. A f-lactamase é um
enzima que hidrolisa a ligacdo de pB-lactame. Podem ser
utilizados como substratos varios compostos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas, ampicilina, etc. Uma B-
lactamase quimérica que tem uma parte de sitio de ligacgéo,
gquer por substitui¢do, gquer inserida adicionalmente aos
amincdcidos de ocorréncia natural, possul a capacidade de
hidrolisar uma ligacdo de [(-lactame. Esta actividade na (-
lactamase quimérica pode ser, por exemplo, maior ou menor
do que o enzima de partida (por exemplo, possuindo um Kcat
diferente ou um Km diferente), e/ou ter uma especificidade

de substrato diferente.

O primeiro passo ¢é seleccionarem-se moléculas
guiméricas resultantes que retenham a actividade desejada.
Se uma actividade do enzima for a actividade desejada,
poderd entdo ser criado um ensaio de seleccdo para a mesma.
A seleccdo da molécula desejada pode ser realizada por
varios processos, como é do conhecimento dos peritos na
técnica. Por exemplo, a seleccidc pode ser realizada pela
cor (por exemplo, quandc a clivagem pelo enzima produz um
produto final que tem uma cor detectavel), conferindo
resisténcia aos clones que exprimem um enzima activo (por
exemplo, resisténcia a medicamentos), etc. Numa forma de

realizacdo, a escolha é realizada aplicando numa placa uma
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biblioteca sobre meio sdlido, adicionando-se um substrato
cromogénico ou fluorogénico, e observando-se © desenvol-
vimento do produto em coldnias individuais. A selecgdo in
vivo pode ser aplicada quando a molécula é necesséaria para
0 crescimento na presenca de antibidticos (resisténcia a
antibidoticos; esta técnica é utilizada com a beta-lactamase
nos exemplos), ou quandc a actividade é empregue para a
complementacdo de um gene essencial em falta em bactérias
auxotroficas (por exemplo, auxotrofia para um aminoécido).
A seleccdo in vitro também pode ser utilizada quando ©

enzima é exibido no fago; por exemplo, WO 93/11242.

Para se medir a actividade dos enzimas seleccio-
nados, pode ser utilizada qualquer técnica espectrofotomé-
trica, fluorométrica, potenciométrica (pHstat) classica. Em
particular, pode ser utilizada a tecnologia ORIGEN™ (IGEN
Gaithersburg, MD) para a deteccdo da formacdo do produto
(Liang et al., J. Am. Chem. Soc., 118: 9198-9199, 199¢;
Liang et al., Anal. Chem. 68: 2426-2431, 1996). Um proximo
passo de seleccdo ¢é identificar clones que se ligam a
molécula de ligagdo. Numa forma de realizacdo, a molécula
alvo quimérica é expressa sobre um fago. A selecgido pode
ser realizada ©por técnica de Dbatear de anticorpo,
cromatografia em coluna, etc. Ver, por exemplo, Grihalde et
al., Gene, 166: 187-195, (1995); McNally et al., J. Bio.
Chem., 270: 19744-19751, 1995; 0O’'Neil e Hoess, Curr. Opin.
Struct. Biol., 5:443-449, 1995, Num outro aspecto da
invencdo, ¢é utilizada a eluicdoc do substrato para

identificar uma actividade de uma molécula alvo guimérica
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gue € inibida por ligacdo de um anticorpo. Por exemplo, um
enzima quimérico (por exemplo, exibido sobre um fago) que
tem um mimdétopo desejado € seleccionado pela sua capacidade
para ser reconhecido por um anticorpo especifico para o
mimdétopo. Para se identificar um enzima guimérico cuja
actividade é inibida pelo anticorpo, o enzima quimérico é
eluido do anticorpo pela adicdo de um substrato apropriado.
Numa outra forma de realizacdo, a molécula alve gquimérica é
expressa sobre a superficie sobre a célula hospedeira (por
exemplo, uma bactéria, uma célula de insecto, uma célula de
mamifero) e a seleccido pode ser realizada sem a lise das
células. A molécula alvo guimérica também pode ser expressa
dentro da célula hospedeira e a seleccdo ser realizada
depois, por exemplo, permeabilizando ou lisando as células,
ou, por qualquer outra forma, tornando o produto expresso

acessivel a molécula de ligacéao.

Pode ser usada uma molécula alvo quimérica para
detectar a presenca ou a quantidade de um analito na amos-
tra de ensaio. Numa forma de realizacdo, uma TM gquimérica &
um enzima quimérico. O enzima quimérico & posto em contacto
com uma (1) amostra de ensaio que contém um analito, e (2)
um substrato sobre o qual o enzima quimérico da TM actua
cataliticamente, ©para formar uma mistura reactiva. A
guantidade do analito presente na mistura reactiva &
determinada monitorizando ou detectandoc a quantidade de
catalise sobre o substrato alcancgada pelo enzima quimérico,
em que o analito modula a catalise pelo enzima quimérico.

Uma amostra de ensaio pode ser gqualguer amostra que contém
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um analito «cuja presengca ou guantidade se pretende
conhecer, por exemplo, fluidos corporais, tais como sangue,
soro, urina, fezes ou linfa, homogeneizados de tecidos,
bicpsias, fluidos de o6rgé&os, meio de cultura de tecidos,
etc., Por analito entende-se uma molécula cuja presenca numa
amostra de ensaio estd a ser detectada. Numa forma de
realizacdo, o analito é um anticorpo, tal como um anticorpo
especifico para o antigene especifico da prdstata (PSA), um
antigene embridénico de carcinoma (CEA), c-erbB2, produtos
de oncogenes, viral (HIV ou hepatite), bacteriano (de
estafilococco), & a TM quimérica é um enzima quimérico. A
ligagdo ou a fixacdo do anticorpo ou da BM ao enzima
guimérico pode modular a catédlise sobre o substrato pelo
enzima quimérico. A modulacdo da actividade foi discutida
acima. Num exemplo preferido, a actividade enzimédtica do
enzima quimérico é reduzida (inactivada) pelo anticorpo.
Desta forma, a presenca do anticorpo do analito na amostra
de ensaio pode ser determinada por monitorizacdo ou
deteccdo da reducdo da actividade manifestada pelo enzima
guimérico, quer como moléculas individuais, quer como uma
populacdo. Em alternativa, o analito & um polipeptideo, tal
como qualquer das proteinas mencionadas anteriormente, ou
fragmentos das mesmas. Quando a molécula quimérica &
combinada com uma molécula de ligacdo apropriada, a sua

actividade é modulada.

Num outro aspecto da presente invencéo, a
actividade de uma mistura reactiva que compreende um enzima

guimérico e uma molécula de ligacdo (BM), gque modula a



PE0958351 - 25 -

actividade do enzima guimérico, pode ser ainda afectada por
um analito (um ligante da molécula de ligac&o). O analito
pode actuar como um competidor directo da interaccdo do
enzima quimérico com a BM: a adicdc do analito compete ou
desloca a molécula de ligacdo da TM, invertendo o seu
efeito modulador sobre a actividade detectavel. Numa forma
de realizacdo, a molécula de 1ligagdo inactiva a TM
guimérica; a adicdo do analito terd como resultado a

restauracdo da actividade na mistura reactiva.

O ensaic enzimatico pode ser realizado de acordo
com processos conhecidos. Por exemplo, a actividade pode
ser monitorizada temporalmente, cineticamente, ou por ponto
final. O enzima quimérico pode estar em solugédo ou sobre um
suporte sb6lido, por exemplo, acoplado directamente ou
através de um acoplamento de biotina-estreptavidina, a
materiais tais como a celulose, Sephadex, plésticos, poli-
propileno, poliestireno, polivinilo, nitrato de celulose,
polietileno, nylon, polimetacrilato de metilo, etc. O
acoplamento pode ser realizado como é do conhecimento dos
peritos na técnica. Ver, por exemplo, Methods in Enzi-
mology, Volume 73, para varias técnicas sobre substratos,
acoplamento, e ensaios em geral. Pelo termo "pbr em
contacto” a molécula quimérica com uma amostra de ensaio
gue contém o analito ou a molécula de ligac&o, entende-se
gue © analito ou a molécula de ligacdo é levadc ao contacto
com a molécula quimérica por um meio desejado. O contacto
pode ser realizado por: a adicdo de uma amostra de ensaio a
uma solucdo que contém a TM quimérica, a imersdo de um

suporte sb6lido que contém o enzima guimérico numa solucdo



PE0958351 - 26 -

gue contém o analito ou a BM, a adicdo gota a gota de uma
solugdo que contém um analito a um suporte sdélido que
contém a TM quimérica, etc. Se for utilizado um substrato,
por exemplc, em que uma TM guimérica & um enzima, o
substrato pode ser posto em contacto com o enzima guimérico
ao mesmo tempo gue o analito, ou antes ou depois, istoc é&,

simultaneamente ou em sequéncia.

Como foi mencionado, a TM quimérica pode ser
gualguer molécula gue tenha uma actividade desejada, por
exemplo, enzimédtica, fluorescente, activante, complementar,
etc. 0Os ensaios para a deteccdo de um analito podem ser
adaptados, como ©0s ©peritos na técnica sabem, para a
monitorizacdo ou a deteccdo da alteracdo na actividade da

T™ quimérica seleccionada.

Num outro aspecto da presente invencdo, um
analito & um competidor de uma molécula de ligagdo. A
presenca ou a extensdo da competicdo com a molécula de
ligacdo & wutilizada para confirmar a sua presenga. No
exemplo 2 ¢é descrito um exemplo de um processo desta
natureza. E preparada uma molécula quimérica (no exemplo
trata-se da p-lactamase) gque tem um mimdétopo reconhecido
por um anticorpo especifico para uma molécula desejada (no
exemplo €& o antigene especifico da prdstata ou "PSA"). A
ligacdo do anticorpc ao mimétopo reduz a actividade da
molécula quimérica. O analito (no exemplo & a PSA) compete
com o anticorpo pela ligagdo ao mimdétopo. Desta forma, se
estiver presente o analito, menos anticorpoc se liga a

molécula quimérica. Com menos anticorpo ligado & molécula
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guimérica, a meolécula quimérica & mais activa do que na

auséncia do analito.

Os ensaios da presente invencido sdo TUteis para
utilizacdo médica, veterindria, ambiental, e varias uti-
lizacdes de diagndéstico, por exemplo, para a deteccdo de
doencas, de distGrbios patogénicos, de contaminacio ambi-
ental, de contaminacdo de culturas de tecidcs, etc. Por
exemplo, a presenca de cancro num paciente pode ser deter-
minada pela deteccdo da presenca de um antigene ou um anti-
corpo caracteristico. E sabido que individuos com cancro
podem ter niveis elevados de varios antigenes, tais como ©
antigene especifico da préstata (PSA) ou o antigene embri-

6nico de carcinoma (CEA).

Para outros aspectos de &cidos nucleicos, poli-
peptideos, anticorpos, etc., é feita referéncia a livros de
texto de referéncia sobre biologia molecular, ciéncia das
proteinas e imunologia. Ver, por exemplo, Davis et al.
(1986), Basic Methods in Molecular Bioclogy, Elsevier
Sciences Publishing, Inc., New York; Hames et al. (1985),
Nucleic Acid Hybridization, IL Press, Molecular Cloning,
Sambrook et al.; Current Protocols in Molecular Biology,
Edited by F. M. Ausubel et al., John Wiley & Sons, Inc.;
Current Proctocols in Human Genetics, Edited by Nicholas C.
Dracopoli et al., John Wiley & Sons, 1Inc.; Current
Protocols in Protein Science; Edited by John E. Coligan et
al., John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols in
Immunology; Edited by John E. Coligan et al., John Wiley &

sons, Inc.
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0S DESENHOS

As figs. la, 1lb e 1c mostram os sitics de insercéo
usados para gerar as bibliotecas 1ibl e 1ib3: 1ibl 1.
V103, 2. E104 e 3. Y105; 1ib3: 4. T271 e 5. M272; sitio
catalitico 6. S70.

As fig. 2 e fig. 3 sdo curvas que mostram o efeito
inibitdério do anticorpo psal9 sobre uma P-lactamase
mutante psal9A;302. A fig.3 & uma curva que mostra uma
drea expandida da fig. 2, representando a actividade do
enzima como uma funcdo de psal9, entre 0 e 50 nM.

A fig. 4 & uma curva que mostra o efeito do anticorpo
psal9 sobre a actividade de pl9Rb404 quimérica.

As figs. 5A e 5B sdo curvas que mostram o efeito do
anticorpo psabb sobre a actividade da p66Rb330
guimérica, utilizando dois substratos diferentes, Centa
e PADAC, respectivamente.

A fig. 6 & uma curva gque mostra um ensaio do antigene
psa realizado sobre PenG na presenca do fago-enzima

P19L3-01 e psa 19mib.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Construgao das bibliotecas. 0 fago fd filamentoso

gue transporta o gene de [p-lactamase em fusdo com a

proteina de revestimento pIII (fdBla ) foi descrito em

Soumillion, P., Jespers, L., Bouchet, M., Marchand-
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Brynaert, J. Winter, G. e Fastrez, J. Selection of [~
lactamase on Filamentous Bacteriophage by Catalytic
Activity. J. Mol. Biol. 237, 415-422 (1994). O mapa de
restricdo do fago é dado na fig. la; a sequéncia de ADN do
gene R-Tem p-lactamase inserido entre os sitios de ligacédo
Apall e NotI modificado dentro do gene 3 do fago é dado na
figura 1b, conjuntamente com a sequéncia do aminoacido
codificado. Foram construidas trés bibliotecas, 1libl, 1lib2
e 1ib3, por introducdo nos sitios de restricdo tunicos do
plasmideo fdBla", de ambos os lados das regiGes a
randomizar (por mutagénese dirigida ao sitio) e por
clonagem, entre estes sitios, peguenos fragmentos de ADN
parcialmente degenerados. 0s insertos foram produzidos
sintetizando-se cligonuclebtidos com as sequéncias
desejadas e convertendo-os em ADN de espiral dupla pela
elongacdo de um pequeno primer que hibridiza para a parte
3" ndo degenerada dos oligonucledtidos. A biblioteca 1ibi
foi construida por permuta de um fragmentc de restricdo
EcoRI-Pvul do plasmideo fdBla' que cobre as mutacdes de
1ibl, pelo correspondente fragmento nédo mutado do plasmideo
fdBla' na biblioteca 1ib3. As bibliotecas de ADN foram
electroporadas para a estirpe TGl de E. coli. Serdo dados

mais pormenores adiante.

Preparagdées de material de fago-enzima. As
bibliotecas de fago-enzima foram produzidas espalhando-se
bactérias electrotransformadas sobre grandes placas de 530
cm® que continham meio LB sélido e tetraciclina a 7,5
pg/mL. Deixaram-se crescer os transformantes durante 20

horas a 37°C e em seguida foram recuperados por lavagem das
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placas com meio LB. As bactérias foram separadas por
centrifugacdo e os fagos foram purificados a partir dos
sobrenadantes por precipitacdes com PEG/NaCl. Para aumentar
0 nUmero médio de Pp-lactamases exibidas por fago, as
bibliotecas de fagos foram reampliadas em meio ligquido a
23°C imediatamente antes de serem seleccionadas sobre mAbs
(1 B-lactamase é exibida por fago a 23°C, comparada com 0,2
B-lactamase pcr fago a 37°C, dados ndc aparentados). As
bibliotecas que <foram seleccionadas quanto a actividade
foram produzidas nas mesmas condices, excepto pelo facto
de terem sido aplicadas sobre placas que continham
ampicilina (a 10 wpg/mL ou a 30 mpg/mL). Os clones
individuais foram sempre ampliados a 23°C em meio LB

liguido.

Ensaios de enzimas. A actividade da p-lactamase
sobre o fago foi ensaiada em solucdo a 20°C em tampdo de
fosfato de sbédio 50 mM, a pH 7,5. Excepto quando for
indicado o contrédrio, foi utilizado como substrato benzil-
penicilina (PenG). A diminuic&do da absorvancia fol medida a
232 nm em funcdo do tempo, para se obterem os valores de

kcat expressos em s

por mole de enzimas de fago.

EXEMPLO 2

1. Construgédo de uma biblioteca num anel na margem do sitio

activo da proteina de p-lactamase (libl).

Foram inseridas sequéncias peptidicas aleatbdrias

na regido 103-105 da sequéncia de p-lactamase R-Tem (J.G.
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Sutcliffe, Proc. Natl. Acad. Sci., 75: 3737-3741, 1995).
Foi escolhido como um sitio de insercdo-substituicdo o anel
na margem do sitio activo, na regido que compreende V103-
V105, em virtude de a sua posicdo ser vizinha da bolsa
catalitica e de a sequéncia ser mal conservada nesta regido

entre as PB-lactamases da classe A. Ver a fig. lc.

Foram construidas duas bibliotecas 1ibl dife-
rentes, 1iblA-B e 1iblD, com base num vector inactivado.
Ambas contém um inserto de seis aminoacidos em substituicio
dos residuos E104-Y105 e V103-Y10b, respectivamente. O
tamanho tedrico destas bibliotecas é de 64 000 000
sequéncias diferentes. O vector inactivado (fdBlaIl) foi
produzido por mutagénese de fdBla' dirigida ao sitio,
utilizando o método do fésforo-tioato (Nakamaye, K.C. e
Eckstein, F. (1986) Nucl. Acid Res. 14, 9679-90688). Este
vector caracteriza dois novos sitios de restricdo, BbsI e

SgrAI, e um coddo stop que inactiva o enzima (esquema la).

Esquema la: sequéncia de fdBlaIl entre os coddes
100 e 109 do gene de p-lactamase (os sitios de restricédo
estdo sublinhados, a base inserida para introduzir o codéo
stop estd a negrito, os residuos codificados sdo exibidos

por baixo da sequéncia de ADN) :

Bhsl BepeR I

N & L & 5 8T09

g 102
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Foram preparadas duas cassetes de oligonucledtido
de espiral dupla, como se mostra nos esquemas 1lb e lc, por
formacdo de anel de um pequeno primer da parte ndo
degenerada em 3’ do oligonucledétido sintético gue contém as
sequéncias aleatdrias, elongagdo do primer catalisada por

T4 polimerase e purificacdo em poliacrilamida a 15%.

Esquema 1b: sequéncia do oligonucledtido que

contém a cassete aleatdria e o primer:

5" ~AGCCARTGECCGRUGA {MYY ) ARCCAASTCAGCETCTTCGRGTTTCG -3 ¢
3¢ -COCAGRAGCTCAMAGC -5

Fsquema 1lc: cassete de espiral dupla para a
construcdo da 1iblA-B (os sitios de restricdo estéo
sublinhados, os sitios de clivagem para BbsI sdo indicados
por setas).

Bosl NgeMI

* ¢

57 ~CGARACTCG, BOTGACTICETT (AN TORCEGCCATTIGRCT -3 ¢

37 ~GOTTTCASCTTCTOCOACTGARC AR (YYN] (AGCGGOCGETAMICGA- 51
¥ ¥

{¥=d, G, Cox T; NG or T}

O vector foi restrito com BbnsI e SgrAIl e agarose
purificada. A cassete fol restrita com BbsI e NgoMI. Foi
entdo ligado com o vector um excesso décuplo da cassete. O
vector contaminante fdBlaIl foi removido por digestdo com

BbsI. O produto foi de novo posto em suspensido em 100 pL de
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tampdo em preparacdo para a electroporacdo. Foram utili-
zados por duas vezes 4 uL desta mistura de ligacdo para
transformar células TGl competentes para produzir as
bibliotecas 1iblA e 1iblB. Amostras destas bibliotecas
foram aplicadas em placas sobre meio LB que continha 10
pg/mL de tetraciclina, permitindo a determinacdo do nimero
de clones obtidos para 4 pL de electroporacdo, isto é: 1,8
x 10° clones e 4,7 x 10° clones para, respectivamente,
1iblA e 1iblB. As actividades das bibliotecas 1iblA-B foram
avaliadas por aplicacdo em placa de amostras de bactérias
sobre placas com diferentes concentracdes de ampicilina e
contagem dos clones obtidos apds a incubacdo a 37°C ou a
23°C. Estas titulacdes permitiram a determinacdo das
condig¢cbes para se seleccionarem, de forma ndo ambigua,
clones com actividades superiores a 30-40 s™' (isto &,
incubacdo a 37°C durante 17 horas sobre placas de LB que
continham 10 pg/mL de ampicilina recém-dissolvida). As
actividades das bibliotecas s&o baixas, uma vez que apenas
0,05% e 0,08% dos seus clones sdo capazes de crescer em 10
pg de ampicilina/mLs a 37°C. As medicbes de actividade
realizadas em diversos clones individuais escolhidos nestas
condi¢bes confirmaram esta actividade. Ver o Quadro 1.
Foram sequenciados varios clones individuais. A wvaria-
bilidade das sequéncias é moderada e estdo presentes clones
com sequéncias encurtadas. Isto foi observado independen-

temente do facto de os oligonucledtidos degenerados utili-

zados para a construcédo dos insertos terem sido purificados
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sobre acrilamida. O passo de purificacdo é eficiente, mas
as 1nsercbdes provavelmente ndo s&dc bem toleradas nesta
regido, por consequéncia, sdo seleccionados 0s raros clones

activos correspondentes largamente a sequéncias encurtadas.

As fraccgdes activas das bibliotecas 1iblA-B foram
produzidas em larga escala (= 1iblC; e 1iblC4). As 1iblA-B
deveriam conter 6,4 x 10' vezes 0,05%-0,08% de clones em
crescimento em placas contendo 10 pg/mL de ampicilina, isto
¢, entre 32 000 e 51 000 clones. O nosso objectivo &
produzir o fago completo e bibliotecas de ADN. Estas
Gltimas serdo utilizadas para se criar a biblioteca de
recombinacdo 1lib4. Para se produzir material suficiente
para o isolamento da biblioteca de ADN, foram necessérias
duas séries de aplicacdo em placa sobre grandes placas. Na
primeira série o produto de catorze electroporacdes de 4 uL
foi aplicado, apds a diluicdo em 52 mL de meio Soc, sobre
duas placas de 23 x 23 cm (meio sbé6lido contendo 10 pg/mL de
tetraciclina e 10 pg/mL de ampicilina). Apds 18 horas de
crescimento a 37°C, as bactérias foram recolhidas em 120 mL
de meio LB liquido. Uma diluicéo de 60 vezes a solucgdo das
células diluida até uma densidade optica a 600 nm de 0,5
foi aplicada em dez placas grandes para se produzirem
79 000 clones (libC2Z). A experiéncia fol repetida e foram
obtidos 150 000 clones (libC4). A partir destes foram
preparadas bibliotecas de fagos e de ADN, respectivamente,
como & descrito no exemplo 1 e por métodos convencionais

(Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: A Laboratory
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Manual, 2.2

edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory). Foram
produzidos alguns clones individuais em quantidade para se
medir a sua actividade e determinar a sua sequéncia. Ver o

Quadro 2.

Foram usados ©s mesmos protocolos para produzir a
biblioteca 1iblD. Foi construida uma cassete por conversado
do oligonucledtido autchibridizante mostrado no esquema 1d

na sua forma de espiral dupla (esquema le).

Esquema 1d: sequéncia do oligonucledtido autochibridizante

gue contém a cassete aleatdria

NgoMI : Bbsl  Bbhal
57 «GEGAGGRARGCOUGLGHA (VI [CAAGTCAUGETCTTCGARS

Esquema le: cassete de espiral dupla para a construcdo da
1ib1A-B: os sitios de restricido estdo sublinhados, os si-

tios de clivagem para BbsI e NgoMI sdo indicados por setas.

NgoMl Bl

§' ~GECAGGERRGD mmgmn%&f:@%*
¥ ~CCOTCCCTICGRCCBCT (XHM) (CTTCAGTECCAGARG

Bibe] NgoMt

CERAAGGGAGEE L8
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Apds a purificacdo e restric&o por BbsI e NgoMI,
esta cassete foi 1ligada no vector fdBlall restrito e
purificado com agarose. O vector de clonagem contaminante
foi removido por digestdo com BbsI e a mistura de ligagdo
foi utilizada para a transformacdo de células TGl por
electroporacdo. 3 plL forneceram 9,2 x 10° transformantes,
entre os quais 0,11% produziram um enzima suficientemente
activo para crescer num meio que continha 10 pg/mL de
ampicilina. A biblioteca completa (1iblD2) foi produzida
como é& descrito para 1iblCZ e 1iblC4. Foram determinadas a

actividade e a sequéncia de alguns clones. Ver o Quadro 3.

Quadro 1: sequéncias e actividades de clones de l1libl A

escolhidos sobre 10 ng de ampicilina/mL a 37°C

clones sequéncia inserida kcat (s™H) @
fdBla Vigs - - - - Eigs  Yio5 [Si06 |ND
LiblA-01 - - - - v S 29
Libla-02 - - - L H S 16
Libla-03 K A G S D G 70
LiblA-04 G G P R S W 15
Libla-05 K N C G K C 12
Libla-06 D v P G A G 47
LiblAa-07 K S G E H S 145
LiblA-08 - - - P G G 74
Libla-09 R A G N H S 265
Libla-10 D P P G Y G 9

* kcats de fagos produzidos a 23°C (penG como substrato). ND = ndo

determinado
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Quadro 2: seguéncias e actividades de clones de 1iblC,.

clones sequéncia inserida kcat (s™h)®
fdBla Vigs - - - - Eios Yigs [S106  |ND
LiblC4-11 R F G N D W 159
LiblC4-12 - - - - W W ND
Lib1C4-13 - - R S H W ND
LiblC4-14 - - - - Q Y ND
LiblC4-15 D 0 M G G G ND
LiblC4-16 R A G S T W 64
LiblC4-17 K G G L E S 721
LiblC4-18 - - - - S N ND
LiblC4-19 - - - - E G ND

* kcats de fagos produzidos a 23°C

determinado

(penG como substrato). ND = nédo

Quadro 3: seguéncias e actividades de clones de 1iblDs.

clones sequéncia inserida kcat (s™h)®
fdBla V902 - - - Vios Eip4 Y105 |Si06 ND
LiblD2-02 - - - v G G ND
LiblD2-03 - - - v T Y ND
LiblD2-04 F - - - G T W ND
LiblD2-05 L P N L D T 224
LiblD2-06 - - - I S W ND
Lib1D2-07 N R S G S W 2506
Lib1D2-08 D v S G G H 337
LiblD2-09 L H S G G W ND
Lib1D2-10 S R A G G Y ND

* kcats de fagos produzidos a 23°C

determinado

(penG como substrato). ND = ndo
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2., Construgdo de uma biblioteca no anel que precede a

hélice all de P-lactamase (lib3).

0O anel que precede a hélice «ll (residuos 271-
272) de p-lactamase foi escolhido como um sitic de insercdo
em virtude da sua posicdo relativamente prdxima da bolsa
catalitica e da sua fraca conservacdo da sequéncia entre as
f-lactamases conhecidas. A regido estéd também bem
localizada com vista ao sitio de insercdo da biblioteca
1ibl (residuos 103-106) para a construcdo de um epitopo ndo
linear. Na realidade, estas duas regides estdo situadas em

margens opostas do sitio activo. Ver a fig. lc.

Numa experiéncia, os aminoadcidos Ts- e My da fB-
lactamase foram permutados por uma sequéncia degenerada de
5 residuos para dar origem a Dbiblioteca 1ib3d. Esta
biblioteca foi construida seguindo-se a estratégia usada
para construir as bibliotecas 1libl. O wvector inactivado
(fdBlaI2) foi produzido por mutagénese dirigida ao sitio de
fdBla', utilizando-se o método do fésforo-ticato (Nakamaye,
K.C. e Eckstein, F. (1986) Nucl. Acid Res. 14, 9679-9688).
Este vector caracteriza dois novos sitios de restricdo BbsI

e um coddo stop que inactiva o enzima (esquema 2a).

Esquema Za: sequéncia de fdBlal2 ente os coddes
267 e 278 do gene de p-lactamase (sitios de restricgédo
sublinhados com o0s sitios de <c¢livagem indicados, base
inserida para introduzir um coddo stop em negrito, residuos

codificados por baixo da seguéncia de ADN) :
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Bhwal Bhal
] + $ +
GRS TCAL T IO TATO TOAMACCEAAATAGACAGA
G & ¢ & 5 ¥ smop

287 272

As cassetes de oligonucledtidos de espiral dupla
foram preparadas como se mostra nos esquemas 2b e 2¢c por
formacdo de anel de um pequeno primer sobre a parte néo
degenerada em 3’ do oligonucledtido sintético que contém as
sequéncias aleatdrias, elongacdo do primer catalisada por

T4 polimerase e purificacdo sobre poliacrilamida a 15%.

Esquema 2b: sequéncia do oligonucledtido que

contém a cassete aleatdria e o primer

5" AGCCARTUCARGRCTTGAGTCACECA (XN} (CATERACGAMATECSTOTTOGAGT
TTOG-3

3=
COCAGAAGUTCRAAGL -8

Esquema 2c: cassete de espiral dupla para a
construcdo da biblioteca 1ib3d: os sitios de restricgdo Bbsl

estdo sublinhados, os sitios de clivagem sdao indicados por

setas.
Bhat ¥ Bhal
84~
AGCCAATCOARGACTTGAGTOAGRIA { X XN JLCATCAANSRAATGCRTCTICOASTTT
el
3~

TOGETTACCTTCTEAACTCAGTCCAT (XYM} { CTACTTOCTTTACGCAGAAGUTCARK
3C~5
¥ ¥

(X=X, G, C or T; N=8 or T}
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O vector e a cassete foram restritos com BbsI.
Foi entdo ligado com o vector um excesso décuplo da
cassete. O vector contaminante £fdBlaI2 foi removido por
digestdo com BbnsI. 0O produto foi de novo posto em
suspensédo em 100 pL. 4 plL desta mistura de ligacdo foram
utilizados para transformar células TGl competentes e
produzir as bibliotecas 1ib3d. Amostras destas bibliotecas
foram aplicadas em placas em meio LB sélido que continha 10
pg/mL de tetraciclina para determinar o nuimero de clones
obtidos por electroporacdo de 4 pL, isto &, 4,5 x 10°
clones. As actividades da biblioteca foram avaliadas por
aplicacdo em placa de amostras de bactérias transformadas
sobre placas com diferentes concentracdes de ampicilina e
contagem dos clones obtidos apbés a incubacdo a 37°C ou a
20°C. Entre 2 e 3% dos clones provaram ser activos, isto é&,
cerca de 8 x 10" clones diferentes. A metionina na posicao
272 & fortemente conservada em clones activos. Ver o Quadro
4, Cerca de um terco dos clones seleccionados sobre 10 ug
de ampicilina continham sequéncias mais curtas do que b
residuos. Isto & o resultado da presenca durante a clonagem
do inserto degenerado no vector de p-lactamase de uma
pecuena percentagem de oligonucleétidos de espiral dupla
encurtados; os clones mais curtos inseridos sdo mais tarde

intensamente seleccionados, uma vez que sdo mais activos.

Embora a biblioteca 1ib3d fosse suficientemente grande e
activa para ser reconhecida com 1libl, a sua variabilidade

sugeriu a construcdo de uma segunda biblioteca na mesma
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regifdo, mas substituindo apenas o residuo T:7;;. O tamanho do
inserto foi aumentado para 6 amincacidos, em vez de 5, a
fim de ter em consideracdo a posicdo mais remota do novo
sitioc de insercdo. A biblioteca 1ib3f foi construida como a
lib3d, por clonagem de uma cassete no vector fdBlalz, a

cassete é exibida no esguema 2d.

Esquema 2d: cassete de espiral dupla para a
construcdo de 1ib3f: os sitios de restric&o BbsI estédo

sublinhados, os sitios de clivagem s&o indicados por setas.

3% Bbsl * ¥

TEPICE-3
TEGETTACCTTOTRAACTCASTOORT (XYM) JTACCT AT IO TTTACSCAGARGCTD
BAAGC-5

* *

(X-&, @ C. T: NG, T}

A transformacdo de TGl com 4 plL da mistura de

ligacdo forneceu 7,0 x 10° clones.

A biblioteca produzida, 1ib3f, era muito activa,
uma vez que cerca de 7% dos clones foram capazes de crescer
sobre 10 pg de ampicilina/mL a 37°C. A sequenciacdo de
varios clones seleccionados naquelas condic®es indicava que
os clones activos tinham wuma ampla variabilidade de
sequéncias e ndo continham sequéncias de insercdo encur-
tadas. Ver o Quadro 5. Isto & um resultado do facto de os
oligo-nucledtidos degenerados terem sido purificados sobre

gel de acrilamida.
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As fraccbdes activas da biblioteca 1ib3f foram
preparadas por electroporacdo por trés vezes de 100 pL de
células TGl com 6 pL da mistura de ligacdo e diluindo
primeiro a 12 mL de meio Soc, em seguida a 48 mlL de meio
LB. As bactérias foram aplicadas em placa sobre 10 grandes
placas (23 x 23 cm) e cresceram durante 18 horas a 37°C. As
bibliotecas foram depois recuperadas das placas com 3 vezes
20 mL de meio LB a 4°C. As bactérias foram centrifugadas e
o ADN de espiral dupla foi extraido por meio de métodos
habituais e foi purificado em gradientes de CsCl para se
obterem grandes quantidades de ADN; os fagos foram purifi-
cados a partir dos sobrenadantes (= 1ib3G). O tamanho das
bibliotecas, cerca de 4 x 10° clones activos diferentes, e
a actividade da biblioteca 1ib3G deveriam permitir uma
seleccdo directa por afinidade com anticorpos psa (ver
adiante). A 1ib3d foi manipulada de forma andloga para

produzir a biblioteca 1ib3E activa.

Quadro 4: sequéncias e actividades de véarios clones da

biblioteca 1ib3d seleccionados entre os 3% mais activos.

clones Sequéncia inserida kecat (s™H)*
fdBla BAyre - - - Tp7- M7 |Dios E274 Rz7s ND
Lib3-01 - - - 3 M 1133
Lib3-02 - - A T T 203
Lib3-03 T A K M D 127
Lib3-04 P P T v S M 92
Lib3-05 R Q S T M 48
Lib3-06 |D - - D R A 1,1
Lib3-07 G R T T M 44
Lib3-08 S D o) P L L 140-
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(continuacéo)

clones Sequéncia inserida kcat (s)*
Lib3-09 H T A S M 137
Lib3-10 - - - N G 278
Lib3-11 K S v G L ND
Lib3-12 A N I S L ND
Lib3-13 - - - N I ND
Lib3-14 P Y A P I ND
Lib3-15 R P T T L ND
Lib3-16 P N A N M ND
Lib3-17 - - A T T ND

* kcats de fagos produzidos a 23°C (penG como substrato). ND = ndo

determinado

Quadro b5: sequéncias e actividades de clones de 1ib3f

seleccionados em 10 pg de ampicilina/mL a 37°C

clones Sequéncia inserida kcat (s™H)°
fdBla Ao - - - - = Ty91 [Mp9z Do7s Epgg Rpys |ND
Lib3-18 A T S F A p 208
Lib3-19 R R K Q P T 32
Lib3-20 T A H \Y A S 99
Lib3-21 T N K 0 P S 7
Lib3-22 K S Y T P E Q 185
Lib3-23 K W N Y T T ND
Lib3-24 G E H E A G 114
Lib3-25 E E N G R P Q |100
Lib3-26 0] L Q v p p 186
Lib3-27 A P G N D G 64
Lib3-29 A G A T Y E 111

* kcats de fagos produzidos a 23°C (penG como substrato). ND = ndo

determinado
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3. Recombinacdo das bibliotecas libl e 1lib3.

As bibliotecas (1iblC2, 1C4 e 1D2 na regido 103-
105, e 1ib3E e 3G na regifo 271-272) foram seleccionadas em
ampicilina e continham essencialmente clones cujos kcats

1 (isto é, = 4% da actividade do

sdo maiores do que 40 s~
tipo selvagem). O tamanho da bibliotecas 1libl e 1ib3 sdo

cerca de 1 x 10* ¢ 4 x 10° clones, respectivamente.

Foi realizada uma seleccdo posterior da bibli-
oteca 1ib3G em ampicilina antes da sua recombinacdoc com a
biblioteca 1libl. A 1ib3G é muito grande e tem uma larga
diversidade de sequéncias, de forma que foram seleccionados
somente os clones mais activos. Espera-se que isto aumente
as possibilidades de obtencdo de uma biblioteca recombi-
nante activa. A biblioteca 1ib3G foi seleccionada sobre 30
pg de ampicilina/mL a 37°C, o que permitiu a seleccdo de
10% dos seus <clones. Desta forma, a actividade da

biblioteca foi aumentada de um factor de 1,5.

Para se construir a biblioteca recombinante, as
bibliotecas 1iblC2, 1C4 e 1D2 foram reunidas e foram
recombinadas com a biblioteca 1ib3H. As bibliotecas 1libl
acima combinadas e a biblioteca 1ib3H foram digeridas com
EcoRI e Pvul. A biblioteca de grandes fragmentos derivada
de 1libl e a biblioteca de pequenos fragmentos derivada de
1lib3H foram purificadas sobre gel, ligadas, e foram

utilizadas para transformacdes. A biblioteca (recl) era
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muito activa, em virtude de cerca de 20% dos seus clones
serem capazes de crescer sobre 10 pg de ampicilina/mL a
37°C. Isto significa que 20% dos seus clones tém acti-

vidades superiores a 40 s .

A sequenciac¢do destes clones
mostrou que apenas 2 clones/13 continham simultaneamente um
inserto completo em ambas as localizac®es. Ver o Quadro 6.
Esta frequéncia é o resultado da presenca na biblioteca
1ibl de cerca de 50% de insertos encurtados. Para se deter-
minar as actividades dos clones correctamente construidos,
foram medidos os kcats de diversos clones n&do seleccionados
em ampicilina. Entre 12 clones analisados apenas 2 tinham

actividades menores do que 10 s7'.

Ver o Quadro 7. Parece
gue o©os clones bem construidos possuem actividades rele-
vantes, mesmo que a maioria deles seja provavelmente inca-

paz de crescer sobre 10 pg de ampicilina/mL.

Foram realizadas varias abordagens diferentes da
clonagem para se obter uma biblioteca recombinante de
grande dimensdo. A melhor biblioteca foi produzida em
grande escala (= lib rec4b) e contém cerca de 5 x 10’
clones diferentes. Esta biblioteca ndo foi submetida a
gualquer outro tratamento antes da seleccdo sobre anti-
corpos psa. A selec¢do sobre ampicilina pode ser utilizada

para ampliar a proporcdoc de clones bem construidos.
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Quadro 6: sequéncias e actividades de clones rec 1 seleccionados sobre 10 pg de ampicilina/mL

a 37°C

clones Sequéncias inseridas keat (s7)°
fdBla Ll =0 = = [ Vies | Buae [ Yaos [ Sos | = [ B =~ ] =] =~ | = = | DTnllhy 1D
Rec 1-01 E|R|S G H| W - - - - - T 145
Rec 1-03 -l - |- |V ]E]|Y R| T |A|E |V |S 57
Rec 1-04 - - -V T | W 0| K|V |E P S 6l
Rec 1-05 -l - - | V] LG -l -l -1 -]-|H 145
Rec 1-06 -l - - V06 T |G| V]Y | P |S§ 170
Rec 1-07 -l -] -1 Cl MG Q| G B |[W | A[|S 380
Rec 1-09% - - - I E G I G D Y 5 K 251
Rec 1-10 - - -V D | W T |G| B Q]2 ]|T 93
Rec 1-11% -l - - VS| 6 S| N |G |E | H|S o4
Rec 1-12 - L |28 G| ¥ 5 G| H|E P T 139
Rec 1-14 -l - |- | V] P D| S| X|E | T[S 304
Rec 1-15% VIR | S G P W T | A|R|W® | AN 72
Rec 1-16 - - V il G T A H E H T 155

* kcats de fagos produzidos a 23°C (PenG)
ND = ndo realizado

¥ clones que contém uma mutacdo adicional (Rys->L)
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Quadro 7: actividades de clones rec 1

ndo seleccionados em ampicilina

clones kcat (s™)?
Rec 1-17 57
Rec 1-18 12
Rec 1-19 187
Rec 1-20 32
Rec 1-21 32
Rec 1-22 1,8
Rec 1-23 15
Rec 1-24 224
Rec 1-25 67
Rec 1-26 155
Rec 1-27 4,6
Rec 1-28 20
® kcats de fagos produzidos a 23°C (PenG)

EXEMPLO 3

1. Selecgdo para a ligagdo de anticorpos monoclonais psall

e psabb

Foram realizadas trés séries de seleccdes sobre
as bibliotecas 1ib3j (preparada por reunido das bibliotecas
1ib3E, 1ib3G(a) e 1ib3G(b)) e recdB bateando sobre esferas
magnéticas revestidas com estreptavidina (Dynabeads M280 de
Dynal AS, Oslo, Noruega) saturadas com os anticorpos psal0

e psabo biotinilados como agentes selectores (de CanAG
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Diagnostics AB, Gothenburg, Suécia). Foram extraidos destas
bibliotecas os fagos gue exibiam p-lactamases mutantes com
elevada afinidade para os anticorpos. Foi obtido, em cada
caso, um factor de amplificacdo maior do gue 1000 vezes,
entre a primeira série de seleccdo e a terceira (relacdo do

nimero de fagos eluidos entre a terceira e a primeira

séries de selecgdo - eluicido a pH baixc ou por adigido de
substrato). Isto indica que foi alcancada uma seleccdo
eficiente.

O efeito dos mdbs sobre a actividade dos enzimas
foi determinado apds a incubacdo dos enzimas de fago com
varias concentracdes de mAb durante pelo menos 10 minutos,
antes da adicdo do substrato. As taxas de hidrélise foram
sempre determinadas em condicdes em gque a concentracdo do
substrato é pelo menos 3 vezes maior do gue o K, dos
enzimas modificados, ligados ou n&c ao seu mAb respectivo.
As constantes de dissociacdo entre o8 enzimas e 08 mAbs
foram determinadas a @partir das curvas de inibicéo

apresentadas na fig. 2, com base nas seguintes equacdes:

[E.mAb - E mASIE] - {mAb] k) HE fmAb] 0

keat ohs~kemt B-{{E mAbVEL keat B-kegt E.mAb)

em que [E]. e [mAb]. s&c as concentracdes totais do enzima
e do anticorpo, respectivamente, [E.mAb] & a concentracio
do complexo enzima-mAb, kd é a constante de dissociacdo do
complexo enzima-mAb, kcat E e kcat E.mAb sdo as constantes

cataliticas do enzima livre e do complexo.
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Depois da terceira série de selecgdo, foi
determinado o efeito da ligagdo do anticorpo psa sobre a
actividade em PenG como substrato, nas biblictecas selecci-
onadas; foi observada uma ligeira inibicdo no caso da
biblioteca recdb seleccionada com psa66 (~20% a 3,3 x 107/
M de psabb). Este efeito inibitdrio alcangou 40-45% guando

foram utilizados substratos maiores (PADAC ou Centa).

A caracterizacdo dos fagos eluidos a partir da
terceira série de selecgdo indicou que fol exercida uma
forte seleccdo sobre a regido 1ib3 das bibliotecas. Nesta
localizacdo foi observada apenas uma fraca variabilidade da
seqguéncia. Ver os Quadros 8 e 9. Nio foi possivel observar-
se qualquer conservacdo da sequéncia na regido libl. Esta
regifo poderia, no entanto, contribuir para a ligacdo do
anticorpo, uma vez que o0s residuocs de tipo selvagem estdo
substituidos nestes clones. Acredita-se, no entanto, que o0s
epitopos psall e psat6 sejam provavelmente lineares. No
caso dos fagos seleccionados sobre psa66b, foi possivel ser
derivado um motivo de consenso SX(--pL/IQ. Este motivo
também estava presente em clones isclados previamente a
partir de uma biblioteca criada no anel w® (lib2) apbs a
selecgdo sobre o mesmo anticorpo. Ndo foi encontrado este
motivo na sequéncia de psa. Com psab6 foli seleccionado um
mimétopo. Fol encontrada uma segquéncia HPQ em diversos
clones seleccionados em psalO. Isto sugere gque a selecgdo
foi realizada, pelo menos em parte, sobre a estreptavidina
em vez do anticorpo. Como era visivel um leve precipitado

na preparacdo biotinilada de 1psall, ¢é possivel que o
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anticorpo estivesse desnaturado e ndo cobrisse as esferas
de estreptavidina. Ensaiou-se se a actividade das
bibliotecas 1ib3j e recdb, seleccionadas em psall, poderia
ser regulada pela ligacdo da estreptavidina, mas ndo foram
obtidos resultados positivos. Fol observada uma ténue

estimulacdo no caso da biblioteca recib.

Foram analisados diversos c¢lones individuais,
seleccionados sobre psa66, das bibliotecas 1ib3j e recdb.
Todos eles possuem actividades elevadas. Ver o Quadro 9.
Nado se descobriu, no entanto, qualgquer regulacdo no caso
dos clones isolados a partir da biblioteca l1ib3j. Os clones
seleccionados eram bastante diversos, na medida em que a
sequéncia na regido 1libl é varidvel e o nivel de modulacéao
dependia dos clones, mas variava principalmente entre 30 e

60

o

de inibicdc em PADAC (R. N. Jones et al., Clin.
Microbiol., 15:677-683, 1982) ou Centa (R. N. Jones et al.,
Clin. Microbiol., 15:954-958, 1982) <(a 3,3 x 107" M de
psate). Esta percentagem pode ser tdo alta quanto 70% ou
mais quando a concentracdo de psab6o é aumentada para 1,7 x
107° M. A inibicdo é menos importante quando é usado PenG
como substrato. Cré-se que a diferenca de comportamento
seja provavelmente resultado principalmente da diferenca de
tamanho dos substratos, sendo 08 substratos maiores
hidrolisados menos rapidamente na presenca do anticorpo
ligado. A inibicdo maxima (a [psa66] = =) foil calculada
para um dos clones melhor regulados (p66Rb316) e alcangou
68% em PADAC e 75% em Centa (kd = 1,2 x 107 M). Como a

biblioteca recdb seleccionada com psact parece conter
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muitos individuos diferentes, nédo se pode excluir que

estejam nela presentes clones melhor regulados.

No clone p6b6Rb316, os residuos de tipo selvagem
E1g4=-Y10: sdo substituidos por TigsG19s e o residuo tipo
selvagem Ty;; € substituido por DGSRQ. Inesperadamente, Rpis
¢ modulado para Q5. Estas sequéncias ndo estdo presentes
no antigene especifico da prdostata (psa). Por consequéncia,

o anticorpo monoclonal reconhece um mimdtopo.

Quadro 8: clones seleccionados em psa 10

clones Sequéncias inseridas kcat-psab6/ +psa66 (s’

fdBla V,0:EY T, M

[psal0l=3,3 x 1077 M

P10Aa33 biblioteca® 187/179
P10A3301 VEY HPQNDDM ND
P1023302 VEY HPQNDDM ND
P10A3303 VEY HPQONDDM ND
P10a§304 VEY HPQGD (ndoS)M ND
P10A3305 VEY HPONDDM ND

[psall]=3,3 x 1077 M

P10RB3 Biblioteca” 52/52
P10RB311 VRY SDGHRLM (R, ;5->L) ND
P10RB312 VKSGVA SDGHRLM (R,75->L) ND
P10RB313 VKSGNTW SDGHRLM (R;75->L) ND
P10RB314 VDRTKGW SDGHRLM (R;75->L) ND
P10RB315 VDGPNGH SDGHRLM (R;55->L) ND

? 1ib3j e ” recdb fagos da terceira série de selecgdo

" kcats de fagos produzidos a 23°C
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Quadro 9: clones seleccionados em psa 66

clones Sequéncias inseridas Kcat
S=PenG
fdBla ViEY T191M
[psa66]=3,3 x 107 M
P66A7j3 biblioteca® 444/425,04%
P66Aj306 VEY TPGSLOM (Ry75->L) |ND
P66AJ307 VEY SAHQDYTI (Ry75->L) |ND
P66Aj308 VEY TPGSLOM (Ry75->L)  |ND
P66Aj309 VEY TPGSLOM (Ry75->L)  |ND
P66Aj3010 VEY TPGSLOM (Ry75->L)  |ND
[psa66]=3,3 x 107" M
P66RB3 biblioteca” 405/326;20%
P66RB316 VIG DGSRIQM (Ryo5—>L) [182/134;26%
P66RB317 VKGGHGA TL D
P66RB318 VG DGSRIQM (Ry75->L) |ND
P66RB319 vOG DGSRIQM (Ry75->L) |ND
P66RB321 D ND D
P66RB322 D ND D
P66RB323 1D ND D
PE6RB324 D D D
PE6RB325 D ND D
P66RB326 D ND D
PE6RB327 D ND D
P66RB328 D ND D
P66RB329 D ND D
P66RB330 ND ND 6015/4273;29%
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(continuacéo)

P66RB331 D ND D

P66RB332 D ND D

® 1ib3j e ” recdb fagos da terceira série de seleccdo

@

Kcat-psa66/+psa66 (s 1) *;% inibicdo de idade

S = PADAC S = Centa

[psa66]=3,3 «x

107 ™

ND

67,9/65 8;03%

42,4/42,4;00%

ND

ND

ND

[psa66]=3,3 x [psa66]=3,3 x [psa66]=3,3 x [psa661=3,3 x 10™° M
107 M 10° M 107 M

23,8/14,2;41% ND 12,2/6,7;45% ND
25,1/13,6;46% 20,5/78;62% 14,7/7,2;51% 15,4/4,1;73%
28,2/26,5;06% ND ND ND
28,6/11,9%;58% |ND 13,8/5 8;58% 13,3/3,5;74%
47,4/32,6;31% ND ND ND
17,2/09,3;46% ND ND ND
27,2/23,8;:13% ND ND ND
19,0/13,2;31% WD ND WD
22,4/15,2;32% ND ND ND
21,6/14,9;31% WD ND D
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(continuacéo)
19,6/19,2;02% ND ND WD
20,5/19,6;04% ND ND WD
29,2/15,8;46% ND ND WD
26,3/14,3;46% ND ND D
6,17/444;31% ND 33,5/46,2;-32% 33,2/53,7;-62%
25,7/141;45% ND ND D
25,2/23,5:09% ND ND ND

2. Selecgédo para a ligagdo do anticorpo monoclonal psal9.

Foram realizadas trés séries de seleccdo sobre a
biblioteca 1ib3]j, por pateia, utilizando-se o anticorpo
psal9 (CanAG Diagnostics AB, Gothenburg, Suécia). Foram
analisados varios clones para a regulacdo da actividade,
por ligacdo a psall8. Para se realizarem estes ensaios de
actividade, o enzima do fago foi diluido em tampdo de
fosfato 50 mM, a pH 7, a uma concentracdo de 2,4 x 107° M.
O anticorpo moncclonal psal9 foi adicionado a uma concen-
tracdo final que variava entre zero e 2,6 pM. Passados 10
minutos foi adicionado © substrato (benzil-penicilina) a
uma concentracado final de 5 x 107 M. A actividade foi
medida por determinacdo da taxa de diminuicdo da
absorvancia a 232 nm. Nas figs. 2 e 3 sdo exibidos gréaficos
do efeito inibitdério do anticorpo monoclonal psal9 sobre a
actividade catalitica da [p-lactamase mutante sobre o fago

identificado como psal9Aj302 e extraido da biblioteca
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1ib3j. A fig. 3 é uma versdo expandida da fig. 2. Repre-
senta as actividades como uma funcdo de [psal9] entre 0 e
50 nM. A actividade é reduzida para 60% a uma concentracdo
do anticorpo psal9d de 4 x 107 M e a 17% de saturacdo. Isto
permite a deteccdo do prdédprio analito PSA a uma concen-

tragdo nM por observacdo de um aumento da actividade.

No clone psal9Aj302, o residuo de tipo selvagem
Ty71 fol substituido por SWPVKS. Inesperadamente, o Ryys foi
também mutado para Q5. Estas sequéncias n&o estio presente
no psa. Desta forma, o anticorpo monoclonal reconhece um

mimdtopo.

Foram também aplicadas trés séries de seleccido a
biblioteca recd4B, utilizando-se o anticorpo psalS8. Foi
descoberto um clone cuja actividade era regulada por
ligacdo do anticorpo psa (psal919Rb404). O enzima do fago
foi diluido em tampdo de fosfato 50 mM a pH 7, a uma
concentracdo de 2,4 x 1077 M. O anticorpo psa foi adici-
onado a uma concentracdo final que varia entre zero e 2,6
M. Passados 10 minutos foi adicionado o substrato (benzil-
penicilina) a uma concentracdo final de 5 x 10 M. A
actividade foi medida ©por determinacdc da taxa de
diminuicdo da diminuigcdo da absorvadncia a 232 nm. Foi
descoberto um kcat de 134 s na auséncia de psal9. A
ligagdo a psal9 inibe a actividade para 8% da que ¢é
observada na auséncia do anticorpo. Metade do efeito &

observado a uma concentracdc de psal9 de 50 nM (Kd = 5 x
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107" M para o complexo entre psal9 e a p-lactamase
mutante). Ver a fig. 4. A sequenciacdo deste clone revelou
gue os residuos de tipo selvagem Eips-Yips foram substituidos
por  Q102-Gios € © residuo de tipo selvagem Ty foi
substituido pela sequéncia GPWPRQ. A sequéncia nio esté

presente em psa.

3. Sumério.

Foram construidas duas grandes bibliotecas, isto
€, a 1ib3j e a recdb. Estas bibliotecas sdo muito activas e
permitiram a selecg¢do de anticorpos de clones cujos valores
kcat oscilavam entre 3 e 13% dos do clone de tipo selvagem
Fdbla. A construcdoc de uma biblioteca activa foi assumida
como sendo um requisito prévio da descoberta de mutantes de
B-lactamase reguldveis. O Quadro 10 resume o0s resultados da

seleccdo de 1ib3 e 1ib4.

Uma Unica seleccgldo por afinidade, com éxito, da
biblioteca recdb permitiu obter clones que sdo fortemente
regulados pelo seu parceiro de ligacdo, 1isto ¢é, pelo

anticorpo psa66.
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Quadro 10: caracteristicas dos clones de 11b3 e 1ib4 seleccionados sobre mAbs de psa

Agente de seleccdo  Clone Frq. Sequéncia Substrato Keat (s7) Actividades relativas Kd M)
(~/+ psa mAb)
FdBla - Wt Pent; 1697 1/-
PADAC 665 l/-
psa 10nkh P1(14-01 9/11 E104Y->RY; PenG 320 1/0,18 1,5 10-7

T271->YSDIRY;

R75-5L

DSa BEmAD P66IL3-01 4/5 TO1-STRGSLO;  PADAC 75 1/0,59 1,1 10-6
RT5-L

P66LA-01 32 E104Y->T6 PADAC 2 1/0,32 1,2 10-7

T271->DGSRIQ;

R75-0L

P6ALA-03 2012 E104Y-5VG; PADAC 30 1/0,34 1,9 10-7
T271->DGSRI0;

R75-0L

P6ALA-05 1/12 V103E->LIAG PenG 206 1/0,47 9,7 10-8
T271->HLSPGE;

R275-)
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Agente de seleccdo  Clone Frq. Sequéncia Substrato Keat (s7) Actividades relativas Kd M)
(-/+ psa mb)
P65L4-06 1/12 V103E->LLAG; PADAC 637 1/0,38 3,6 10-7
T2TIMDER->DLEAY
psald B P191.3-01 2/ T71->0PES;  PenG 24 1/0,19 5,2 10-9
R275->Q
P1914-01 3/9 EL04Y->0C; PenG 134 1/0,08 5,0 10-8
T271->GRQPR)
P1914-04 1/9 EL04Y-50G; PenG il 1/0,24 2,7 10-7
T271->YFGRKL;
R275-5L
P1914-05 1/9 E014Y-50G; PenG 20 1/0,16 2,0 10-7

T271->RITPEE;

E2A-5K
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Fol realizada a caracterizacdo de varios clones
bem regulados, 1isoclados sobre mAbs de psa a partir das
bibliotecas 1ib3 e 1lib4. A maior parte dos clones continha
um inserto completo no anel C (clones de 1ib3 e 1lib4) mas
apenas mutacdes pontuais nos anéis A (clones de 1lib4). A
falta de um inserto completo no anel A resulta do facto de
cerca de 50% dos clones de 1libl activos usados para a
construcdo da biblioteca 1lib4 n&oc conterem um inserto
completo. Estes clones sdoc provenientes da seleccdo in vivo
gquanto a actividade das bibliotecas 1libl, vistoc que tém uma
vantagem de crescimento em relac¢do a maioria dos clones de
1libl, activos correctamente mas também de forma fraca (os
clones que contém insertos incorrectos representam menos do
gque 0,1% dos clones de 1libl ndo seleccionados). No anel C,
foram encontradas diversas mutacdes "extra" fora da regido
gque sofreu mutagénese, mas dentro do fragmento sintetizado
in vitro usado para clonar as bibliotecas. Estes clones
parecem ter sido também ampliados preferencialmente durante
a seleccdo in vivo quanto & actividade. Todos os clones
foram ensaiados sobre o substrato de penicilina benzil-
penicilina (PenG) e sobre o substrato de cefalosporina
PADAC. Sao ilustrados somente o0s resultados obtidos com o
substrato que proporcionou as inibi¢bSes mails importantes.
Os valores da inibicdo (actividades relativas) foram deter-
minados na presenga de uma concentracdo de saturacgdo de

mab.
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EXEMPLO 4

A  Dbiblioteca 1ibl foi analisada por pateia
directa sobre as Dynabeads M280 para extrair os enzimas de
fago regulados por ligacdoc a estreptavidina. Fol encontrado
um clone com um kcat de 20 s™', uma constante de ligacéo de
estreptavidina Kd = 1,2 x 107 e um factor de inibicdo de
1,3. A adicdo de biotina a um concentracdo de 5 x 107
restaurou a actividade para aquela que ¢é observada na
auséncia da estreptavidina. A sequéncia do peptideo

inserido entre Lij;; e Sig6 em substituicdo de V-g3-Yip5 era

YHPONS.

EXEMPLO 5

Foram realizadas trés séries de seleccdo sobre a
biblioteca Recd4b por pateia, utilizando-se o anticorpo
psa66 (CanAG Diagnostics AB, Gothenburg, Suécia). O clone
P66Rb330 foi escolhido e analisado guanto a regulacdo da
actividade por ligac&o a psa6b. Foram utilizados dois
substratos. O efeito observado ¢ dependente do substrato.
Ver figs. DA e 5B. Com Centa como substrato foi observada
uma activacdo de 1,72 vezes. Com PADAC foi observada uma
activacdo de 2,6 vezes. Ambas as curvas de activacdo/ini-
bicdo podem ser associadas a mesma constante de ligacéo
entre 0 anticorpo monoclonal psa6b e o enzima: Kd = 360 nM.
Este clone foi sequenciado: os residuos de tipo selvagem
Vig5—Y10: foram substituidos por LLAGY e os residuocs de tipo

selvagem Ty71-Ryy:  foram substituidos por DLGAV. Estas
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sequéncias ndo estdo presentes em PSA e, desta forma, o©

anticorpo monoclonal reconhece um mimdtopo.

EXEMPLO 6

A biblioteca 3 foi pesquisada e dela foi
seleccionado o clone PI1SL3-01. Ver exemplo 3 e Quadro 10.
Este clone exibiu a melhor inibicdo com o psa 1%mAb (Kd = 5
nM) . Este clone foi cultivado e utilizado num estudo sobre
a sua resposta a competicdo com o antigene psa e psa 10
mAb. Foi utilizado como substrato PenG em tampdo de fosfato
a 50 mM, pH 7,5, na presenca de 1 nM do enzima de fago
P19L3-01, 5 nM de psa 19 mAb, 200 ng/mL de BSA com varias
concentracdes de antigene psa. 0Os niveis do antigene psa
variaram de 0,1 nM até 150 nM. O kcat (') foi utilizado

como a medida da actividade. Ver a fig. 6.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2010
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para a determinacdo da presenga ou
da quantidade de wum analito numa amostra de ensaio,

compreendendo:

(a) a preparacgdo de &cidos nucleicos que codificam para
um enzima quimérico, em gque a actividade do enzima
quimérico ¢é modulada através da ligacdo de uma
molécula de ligacdo, sendo os referidos acidos
nucleicos preparados pPor uUm Processo Jque compre-

ende:

(i) o fornecimento de bibliotecas de oligo-
nucledbtidos sintéticos degenerados que codi-
ficam para mimétopos;

(1i) a expressdo de uma biblioteca de enzimas
quiméricos candidatos preparados pela inser-
cdo dos referidos oligonucledtidos em sequén-
cias de acidos nucleicos que codificam para
um enzima de partida, para produzir enzimas
gquiméricos candidatos;

(iii) o fornecimento de uma molécula de ligacao;

(iv) a triagem dos enzimas quiméricos candidatos
expressos para determinar se a actividade do
enzima quimérico candidato é modulada pela
ligacdo da referida molécula de ligacdo ao

referido enzima quimérico candidato e a
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(b)

identificagcdo de pelo menos um enzima
quimérico com actividade modulada; e

(v) 0 isclamento de 4&cidos nucleicos gque codi-
ficam para o referido enzima quimérico a

partir da referida biblioteca;

a expressdo de um A&cido nucleico preparado de
acordo com a parte (a), para produzir um enzima
quimérico;

a entrada em contacto do enzima guimérico com (1) a
amostra de ensaio, (2) uma molécula de ligacdo que
se liga a um mimbétopo do enzima quimérico, e (3) um
substrato sobre o qual o enzima quimérico actua
cataliticamente, para formar uma mistura reactiva;
e

a deteccdo da extensdo da catdlise do substrato
alcancada pelo enzima quimérico, em que a molécula
de ligacdc modula a catilise pelo enzima quimérico,
em que o referido analito actua como um competidor
directo da interaccdo do enzima gquimérico com a

molécula de ligacéo.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, no

gqual a molécula de ligagdo & um anticorpo.

3. Processo para a determinacdo da presenca ou

da quantidade de um analito numa amostra de ensaio,

compreendendo:
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(a) a preparacdo de um enzima quimérico por um Processo
como foi definido nas partes (a) e (b) da reivin-
dicacdo 1;

(b) a entrada em contacto do enzima guimérico com (1) a
amostra de ensaio e (2) com um substrato sobre o
qual o enzima quimérico actua cataliticamente, para
formar uma mistura reactiva; e

(c) a deteccdo da extensdo da catdlise do substrato
alcancada pelo enzima quimérico, em gue o analito

modula a catdlise pelo enzima guimérico.

4. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, no
gqual o analito e o substrato entram em contacto com o

enzima quimérico simultaneamente.

5. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, no
gual o analito é& posto em contacto com o enzima guimérico
antes de se pdbr o substrato em contacto com o enzima

guimérico.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, no

gqual o analito & um anticorpo.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, no

gqual o enzima de partida & a P-lactamase.

8. Processo de acordo com as reivindicacdes 1

ou 3, no qual a amostra de ensaio contém o analito.
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9. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, no

gqual o analito é o antigene especifico da prostata.

10. Processo de acordo com as reivindicacgdes 1

ou 3, no qual a amostra de ensaio & soro.

11. Processo de acordo com a reivindicacdo 3, no

gual o analito é um anticorpo especifico para o antigene

especifico da proéstata.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2010
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