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RESUMO

"METODO COMPUTACIONAL E APARELHO PARA PREVER A AGREGAGCAO DE
POLIPEPTIDOS OU SOLUBILIDADE"
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Um método preditivo para prever o efeito de uma
modificacdo de aminocadcido na velocidade de agregacéio
(solubilidade) de um polipéptido de referéncia compreen-
dendo: calcular a diferenca de hidrofobicidade (AHidr)entre
o polipéptido de referéncia e um polipéptido modificado,
calcular a diferenca na propensdo para folha-f (AAGespirai-o +
AAGg_cspira1) entre o polipéptido de referéncia e o poli-
péptido modificado, calcular a diferenca de carga (A Carga)
entre o polipéptido de referéncia e o polipéptido modifi-
cado e calcular: [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-« + AAGp_copirar) -

[z*A Cargal, em que x, y € z sdo factores de escala.
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DESCRICAO

Area Técnica

Esta invencdo relaciona-se com métodos para
determinar o efeito de uma modificacdo de aminodcido na
velocidade de agregacdo de um polipéptido, calculando a
propensdo de um polipéptido modificado para agregar, 1i.e.
a solubilidade de um polipéptido modificado relativamente a
um polipéptido de referéncia. A invencdo relaciona-se ainda
com um método para design de um polipéptido modificado com
uma capacacidade especial para agregar, ou seja uma solubi-
lidade especial. A invencdo relaciona-se ainda com métodos
deste tipo realizados por meio de software de computador e
hardware de computador programados para levar a cabo os

métodos.

Antecedentes da Invencéo

A compreensdo dos efeitos de modificacdes de
péptidos e proteinas, tais como substituicdes de amino-
4dcidos, nas propensdes de polipéptidos especificos para
(se) agregar é de importéncia crucial para elucidar a base
molecular de doencas de deposicdo de proteinas, tais como
doenca de Alzheimer e outras doencas amildides e para
compreender o0s mecanismos de accdo das mutacdes associadas

com formas hereditdrias destas doencas.

Em cada uma das varias condicdes patoldgicas
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associadas com a deposicdo de proteinas e péptidos, um
péptido ou proteina especifico que é normalmente soluvel é
depositado, ou intacto ou numa forma fragmentada, em
agregados insoltiveis que se acumulam em um ou mais tipo(s)
de tecido. Descobriu-se gque numerosas mutagdes estavam
associadas com formas familiares de doencas de deposicédo de
proteinas e mostrou-se que mais de 100 envolvem directa-
mente a sequéncia do péptido ou proteina responsavel pela
agregacdo (Siepen e Westhead, 2002). Muitas destas mutacgdes
foram identificadas nos uUltimos 5 anos, e espera-se que O
numero aumente de forma dramética no futuro préximo.
Investigacdo dos mecanismos pelos quais mutagdes naturais
resultam em comportamento patoldgico provou ser de
importancia fundamental para explorar a base molecular da
doenga subjacente, mesmo nos casos em que s&do esporadicos e
ndo de origem familiar (Selkoe, 2001; Volles & Lansbury,

2002) .

Descobriu-se que a capacidade de formar agregados
altamente organizados, possuindo caracteristicas estrutu-
rais comuns, tais como amildide, é uma propriedade genérica
de polipéptidos, idependentemente da sequéncia ou semelhan-
ca estructural, e ndo simplesmente uma caracteristica de um
pequeno numero de proteinas associadas com condig¢des pato-

légicas reconhecidas (Dobson, 2001).

No estado nativo, os residuos hidrofdbicos estédo
normalmente encastrados no cerne da proteina, sendo a assim

limitada a oportunidade destes residuos interagirem. No
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entanto, as proteinas sdo dindmicas e existe um equilibrio
entre a conformacdo dobrada, estédvel e os estados parcial-
mente ou completamente desdobrados, destabilizados. O valor
de energia livre (AG, kJ mol™) para uma proteina fornece
uma indicacdo da estabilidade da proteina. Agregacdo ocorre
quando proteinas no seu estado nativo, desnaturam; a medida
que a proteina desdobra, ligacdes intramoleculares séo
quebradas, permitindo que a cadeia polipeptidica principal
(esqueleto) e as cadeias laterais hidrofdébicas sejam
expostas. Podem entdo formar-se ligacdes de hidrogénio e
outras interacg¢des entre moléculas de proteina parcial ou
completamente desnaturadas, resultando em associacbes

intermoleculares e formacdo de agregados.

Nalguns casos pode ser desejavel formar
agregados, em particular fibrilhas, por exemplo para uso
como materiais plésticos, em electrdénica, como condutores,
para catdlise ou como uma forma de libertacdo lenta do
polipéptido, ou quando fibrilhas de polipéptido sdo fiadas
num "fio" ©polipeptidico para varias aplicacbes; por
exemplo, como descrito em pedidos de patente publicadas

WO0017328 (Bobson) e WO0242321 (Dobson &McPhee) .

No entanto, noutras circunstédncias a formacdo de
agregados ¢ desvantajosa, por exemplo, quando se deseja
usar um péptido em concentracdes ou sob condic¢cdes deseja-
veis para actividade fisioldgica, administracdo terapéutica
ou aplicacdo industrial. Em particular, o uso de péptidos

bioactivos e proteinas como agentes terapéuticos ¢ limitada
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quando o péptido ou a proteina tende a formar agregados
durante a manufactura, processamento, armazenamento ou
administracdo seguinte. Estas questdes sdo geralmente
reconhecidas na indGstria biotecnoldgica e farmacéutica e
constitui um problema de wvulto e um fardo econdmico, que
pode ser dificil de ultrapassar e pode regquerer o uso de
técnicas de expressdo e de enrolamento sofisticadas, o
desenvolvimento de formulacdes especificas, agentes
estabilizadores e excipientes, distribuicdo em cadeia de
frio ou reconstituicdo imediata antes de uso. Quase todos
0s produtos terapéuticos polipeptidicos conhecidos
apresentam estes problemas, e.g. insulina, interferon-v,

BMPs, calcitonina, glucagon, anticorpos.

Sabe-se que varios factores afectam e tendéncia
de um polipéptido para agregar. Alguns destes factores séo
locais a residuos de aminoédcidos, outros factores sé&o
globais e podem afectar a proteina inteira. Por exemplo
quando ocorrem mutacdes num polipéptido, factores locais na
regido da mutagdo tais como hidrofobicidade aumentada ou
tendéncia para se converter da conformacdo de hélice-a a
conformacdo de folha-R, resulta numa velocidade de
agregacdo mais elevada do que a da proteina tipo selvagem
(wild type) (ndo-mutada). Modificacdes "globais" ou totais
devido a mutacdes também podem afectar a velocidade de
agregacdo; por exemplo, uma modificacdo na carga do péptido
mutante tornando-o mais préximo da neutralidade, resulta
numa tendéncia aumentada de um polipéptido para agragar.
Mutacdes que destabilizam o estado nativo do polipéptido

também resultam numa agregacdo facilitada.
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Um estudo mutacional detalhado numa proteina
modelo, acilfosfatase (AcP) do musculo, demontraram que a
velocidade de agregacdo de um ensemble de conformacgdes
parcialmente desnaturadas pode ser facilmente seguida para
AcP usando uma variedade de sondas espectroscdpicas. A
velocidade de agregacdo foi determinada para mais de 50
variantes mutacionais desta proteina (Chiti et at., 2002a;
2002 b: Chiti, F., Taddei, N., Baroni, F., Capanni, C.,
Stefani, M., Ramponi, G. & Dobson, C.M. Kinetic
partitioning of protein folding and agregation. Nature
Struct. Biol. 9, 137-143 (2002 a); Chiti, F., Calamai, M.,
Taddei, N., Stefani, M. Ramponi, G.& Dobson, C.M. Studies
of the agrgregation of mutant proteins in vitro provide
insights into the genetics of amyloid diseases. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99: 16419-16426 (2002 b)). Descobriu-se que
muitas destas mutacdes, particularmente as que envolvem o0s
residuos 16-31 e 87-98, perturbam a velocidade de agregacéo
de AcP muito significativamente (Chiti et al., 2002 a; 2002
b). Chiti (2002 a) concluiu que as modificacdes medidas na
velocidade de agregacdo sobre mutacdo correlacionavam
positivamente com as modificacdes na hidrofobicidade e
propensdo para folha-f das regides da proteina nas gquais
estdo localizadas as mutacdes. Chiti (2002 b) examinou
mutacdes na AcP que alteravam o estado de carga da proteina
AcP sem afectar significativamente a hidrofobicidade ou
propensdes da estrutura secundédria da cadeia polipeptidica.
Foi relatada uma correlacdo inversa entre a velocidade de
agregacdo de variantes da proteina em condic¢des desnatu-

rantes e a carga total Util da proteina.
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Os factores que afectam a velocidade de agregacéo
de uma proteina sdo diversos. Quando sdo feitas substi-
tuigcdbes de aminoidcidos numa proteina, estdo envolvidos
vadrios factores em extensbes diferentes. Uma Unica mutacdo
pode aumentar a carga util, desfavorecendo assim a
agregacdo (por exemplo a substituicdo de Ala por Asp numa
proteina carregada positivamente). No entanto a mesma
mutacdo pode aumentar a hidrofobicidade, trazendo assim uma
contribuicdo aceleracdo para a velocidade de agregacédo.
Finalmente, a mesma mutacdo também altera as propensdes
para hélice-a e para formacdo de folha-f de uma cadeia
polipeptidica, introduzindo outros factores. A relacédo
entre os factores e a sua importéncia relativa para a

agregacdo (solubilidade) ndo estdo bem caracterizados.

Assim, ndo tem sido possivel prever com preciséio
a tendéncia de uma proteina para formar agregados inso-
laveis e ordenados; tais como fibrilhas amildides, nem
predizer ou calcular o efeito de modificagdes de amino-
dcidos especificas, tais como substituicdes na agrega-
cdo/solubilidade. A incapacidade de fazer estes prognds-
ticos ou calculus constitul um problema na concepcdo e/ou

manuseamento de péptidos in vivo ou in vitro.

A capacidade de prognosticar os efeitos intrin-
secos de mutacdes na agregacdo de polipéptidos € de impor-
tdncia crucial para elucidar o efeito patogénico de um

grande nuUmero de mutacdes associadas doencas de deposicédo
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de proteinas. Seria desejavel estabelecer, em casos espe-
cificos, se uma dada mutacdo daria origem a doenca como
resultado directo do seu efeito no processo de agregacdo do
polipéptido envolvido, ou por outros mecanismos. Além
disso, o estabelecimento de pricipios gerais na agregacdo
tornaria ©possivel o uso de métodos estatisticospara
analisar a relacdo entre mutacdo, agregacdo e doenca. A
compreensdo dos efeitos das substituicdes de aminoacidos
nas propensdes de proteinas especificas para se agregar,
permitiria o estabelecimento de critérios para modificar
racionalmente as propriedades de agregacdo de péptidos e
proteinas naturais ou concebidos (designed) para processos
industriais, propdésitos de investigacdo, tratamento medico

ou aplicacédo biotecnoldbgica.

Além disso, métodos da invencdo podem ser usados
para identificar ou desenhar sequéncias polipeptidicas com
uma propensdo para agregacdo reduzida, polipéptidos re-
concebidos poderiam ser administrados por métodos tais como
terapia genética para tratar certas desordens, particular-
mente as associadas com agregacdo de proteinas. A capaci-
dade de identificar ou desenhar polipéptidos com proprieda-
des de agregacdo especificas serd importante para o desen-
volvimento e manufactura de polipéptidos para aplicacdo na
dreas de materiais e dispositivos, tais como os descritos

em WO0017328 (Dobson) e W00242321 (Dobson &McPhee).

Artigos com o titulo "Computer-aided design of R-

sheet peptides" por Lopez de Paz et al, J Mol Biol (2001)



PE1586059 -8 -

312, 229-246 XP24466132 descreve testes de wvalidade de
métodos de design automdtico para criar e/ou melhorar
péptidos de folha-f. Um utensilio de design automatico
usado é PERLA (protein engineering rotamer library
algorithm). PERLA ¢é também usado em "De novo designed
peptide-based amyloid fibrils" por Lopez de Paz et al,
Proceedings of the national academy of sciences of the
United States, wvol 99, no 25, 10 Dez 2002, paginasle052-
16057 XP2279769 que discute as interaccdes que conduzem a
formacdo de folhas-B e as forcas intermoleculares que levam
a formacdo de fibrilhas amildides. Também estd descrito em
EP 1255209 a concepcdo de proteinas de novo e a concepcéao

de proteinas ajudado por computador.

A  formacdo de fibrilhas amildides também &
discutida no artigo com o titulo "The fibril one on-line
database: Mutations, experimental conditions, and trends
associated with amyloid fibril formation" por Siepen et al
em Protein Science, vol 11, no 7, Julho 2002, pag. 1862-
1866 XP2279770. Os factores que afectam as preferéncias de
aminoadcidos para conformacdes de hélice o, cadeia-f e
outros estados conformacionais da cadeia principal em
proteinas estd discutido em "Amino acid conformational
preferences and salvation of polar cackbone atoms in
peptides and proteins" por Avbel et al, em Jornal of
Molecular Biology, London wvol 300, no 5, Julho 2000, pag.
13335-1359 XP4469107 e "Role of main-chain electrostatics,
hydrophobic effect and side-chain conformational entropy in

determining the secondary structure of proteins" por Avbel
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et al, em Journal of Molecular Biology, London vol 279, no

3, 12 Junho 1998, paginas 665-684 XP 4453960.

Seria por isso Util poder prognosticar se um
determinado polipéptido formaria agregados insoluveis e
prognosticar o efeito gque uma determinada modificacgdo ou
modificacdes da sequéncia de aminodacidos teria nas

propriedades de agregacdo/solubilidade de um polipéptido.

Revelacdo da invencédo

A invencdo corresponde ao egpecificado nas rei-
vindicag¢des independents. Nos descrevemos um método predi-
tivo para prognosticar o efeito de uma modificacdo de
aminodcido na velocidade de agregacdo (solubilidade) de um
polipéptido de referéncia, cujo método compreende calcular
a diferenca na hidrofobicidade (AHidr) entre o polipéptido
de referéncia e um polipéptido modificado, calculando a
diferenga na propensdo para formacdo de folha-B (AAcespiral-o
+  AAGp-copiral) entre o polipéptido de referéncia e o
polipéptido modificado, calculando a diferenca de carga
(ACarga) entre o polipéptido de refréncia e o polipéptido
modificado e calculando : [x*AHidr]+[y* (AAcespirai-« + AAGg-
espiral) ]—[z* ACargal, em que x, y e z sdo factores de
escala. Um valor para [x*AHidr]+[y* (AAcespirai-o + AAGs
eopiral) ]—[z* ACarga] de um primeiro sinal indica que o
polipéptido modificado tem uma maior propensdo para agregar
relativamente ao polipéptido de referéncia e um valor para

[x*AHidr]+[y* (AAGespiral—(x + AAGB—espiral) I-[z* ACarga] de um
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sinal oposto ao primeiro sinal indica gque o polipéptido
modificado tem uma propensdo reduzida para agregar relati-
vamente ao polipéptido de referéncia. Se o efeito da modi-
ficacdo de aminocdcido na velocidade de agregacdo for
expressa como In (Vioa/ Vieet) # um valor positivo para
In (Vaod/Veer) ,indica gque o polipéptido modificado tem wuma
maior propensdo para agregar (menor solubilidade)em relacédo
ao polipéptido de referéncia; e um valor negativo para
In (Vgoa/Veer)indica que o polipéptido modificado tem uma
propensdo reduzida para agregar (maior solubilidade em

relacdo ao polipéptido de referéncia.

Num método preferido o factor de escala x €& um
valor de 0,59 a 0,64, o valor de escala y é& um valor de
0,19 a 0,22 e o factor de escala z ¢ um valor de 0,49 a
0,51. E particularmente preferido que o factor de escala x
seja 0,6 , 0,63 ou 0,633 , o factor de escala y seja 0,2 ou

0,198 e o factor de escala z seja 0,5, 0,49 ou 0,491.

Também descrevemos um método de identificacédo
para identificar uma modificacdo de aminocdcido que reduz a
velocidade de agregacdo (aumenta a solubilidade) de um
polipéptido de referéncia compreendendo o uso de um método
da invencdo para predizer a modificac¢do na velocidade de
agregacdo para um ou mais polipéptido(s) modificados, tendo
o polipéptido modificado wuma ou mais modificacdes de
aminodcidos em comparacdo com o polipéptido de referéncia,
comparar as velocidades de agregacao previstas do

polipéptido de <referéncia e um ou mais polipéptidos
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modificados, e identificar um ou mais ©polipéptido(s)
modificados tendo uma velocidade de agregacdo prevista
reduzida relativamente ao polipéptido de referéncia. Também
descrevemos um método de previsdo como descrito aqui
anteriormente para uso no método de identificacdo ou na

preparacdo de um polipéptido modificado.

Também descrevemos um método de identificacéo
para identificar uma modificacdo de aminoacido gque aumenta
a velocidade de agregacdo (diminui a solubilidade) de um
polipéptido que compreende o uso de um método da invencdo
para prever a modificacdo na velocidade de agregacdo para
um ou mais polipéptido(s) modificado(s), possuindo cada
polipéptido modificado uma ou mais modificacdes de amino-
dcidos quando comparado com o plipéptido de referéncia,
comparar as velocidades de agregacdo previstas do poli-
péptido de referéncia e um ou mais polipéptidos(s) modifi-
cado(s) e identificar um ou mais polipéptidos modificados
possuindo uma velocidade de agregacdo prevista aumentada

relativamente ao polipéptido de referéncia.

Também ¢é descrito um método para produzir um
polipéptido possuindo uma velocidade de agregacdo reduzida
(solubilidade aumentada) compreendendo o uso de um método
da invencdo para identificar uma modificacdo que se prevé
que reduza a velocidade de agregacdo de um polipéptido e
produzir um polipéptido modificado contendo a referida

modificacéo.
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E descrito um método para produzir um polipéptido
possuindo uma velocidade de agregacdo aumentada (solubi-
lidade diminuida) que compreende o uso de um método da
invencdo para identificar uma modificacdo que se prevé que
aumente a velocidade de agregacdo de um polipéptido e
produzir um polipéptido modificado contento a referida

modificacéo.

Num aspecto da 1invencdo o polipétido de refe-
réncia e o0(s) polipéptido(s) modificado(s) sdo estrutu-
ralmente relacionados em termos de composicdo de amino-
4dcidos e sequéncia. Polipéptidos estruturalmente relaciona-
dos tém pelo menos 60%, preferivelmente pelo menos 70%,
mais preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais prefe-
rivelmente pelo menos 90%, e ainda mais preferivelmente
pelo menos 95% de homologia de sequéncia de aminoéacidos.
Num aspecto alternativo, o polipéptido de referéncia e o(s)
polipéptido (s) modificado sdo estruturalmente n&o-
relacionados. Preferivelmente o polipéptido de referéncia é
um polipéptido tipo selvagem e o polipéptido modificado é
um mutante deste. Um polipéptido modificado é preparéavel
por modificacdo gquimica e/ou por modificacgdes tais como
substituicéo, deleccéo e/ou adicéao de um ou mais
aminoacidos da proteina de referéncia. Um aminoéacido
substituido ou adicionado a proteina de referéncia pode ser
um aminoadcido natural ou um aminocadcido guimicamente
sintetizado ou quimicamente modificado. Preferivelmente 1 a
20, 1 a 16, 1 a 12, ou 1 a 10 aminodcidos sdo substituidos,

delectados e/ou adicionados; mais preferivelmente 1, 2, 3,
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4, 5 ou 6 aminocdcidos sdo substituidos, delectados e/ou
adicionados. Preferivelmente a modificacdo do polipéptido é
por substituicdo de aminodcidos, que pode ser substituicédo
de um ou mais aminodcidos, preferivelmente por substituicéo
de 1 a 20, 1 a 16, 1 a 12, ou 1 a 10 aminodcidos, mais
preferivelmente substituigcdo de 1,2 3, 4, 5 ou 6
aminodcidos. Alternativamente, a modificacdo do polipéptido
pode ser por deleccdo de um ou mais aminoacidos,
preferivelmente por deleccdo de 1 a 20, 1 a 16, 1 a 12 oul
a 10 aminoédcidos; mais preferivelmente por deleccdo de 1,

2, 3, 4, 5 ou 6 amino&cidos.

O polipéptido de referéncia pode ser um poli-
péptido natural de qualguer espécie, ou um polipéptido nédo-
natural "concebido". Modificacgdes propostas do polipéptido
de referéncia podem ser seleccionadas comparando a sequén-
cia de aminocdcidos de um polipéptido de referéncia com a
sequéncia de aminoédcidos de um polipéptido relacionado ou
polipéptidos de espécies diferentes. E preferivel que a
modificacdo seja feita em regides de um polipéptido que
sejam polimdédrficas entre espécies diferentes. Modificacses
propostas de uma proteina de referéncia também podem ser
seleccionadas comparando a sequéncia de aminoacidos da
proteina de referéncia com variantes polipeptidicas da
proteina de referéncia gque ocorrem naturalmente ou s&o
induzidas, preferivelmente comparando polipéptidos tipo

selvagem (wild type) e polipéptidos mutantes.

O polipéptido de referéncia é preferivelmente um
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polipéptido humano. Modificacdes propostas de um polipépti-
do de referéncia humano podem ser seleccionadas comparando
um polipéptido de referéncia humano com um polipéptido
relacionado de uma fonte ndo-humana. A modificacdo pode ser
tal gque um aminodcido na forma humana de um polipéptido é
modificado para o aminoadcido presente nagquela posicdo num
polipéptido relacionado de uma fonte ndo-humana. Alterna-
tivamente, o polipéptido de referéncia pode ser um poli-
péptido ndo-humano e a modificacdo pode ser tal que o

polipéptido ndo-humano ¢ "humanizado™.

Para polipéptidos bioactivos, ¢é preferivel que a
modificacdo seja tal que uma actividade do polipéptido seja
mantida ou melhorada. A modificacdo pode ser fora do sitio
activo do polipéptido ou pode ser no interior do sitio

activo do polipéptido.

O termo polipéptido, como usado aqgui, abrange

proteinas e péptidos.

Usando os métodos da invencdo, os efeitos intrin-
secos de modificacdes especificas, tais como mutacdes, na
velocidade de agregacéao de polipéptidos podem ser
racionalizados e previstos a uma medida notédvel na base de
principios fisicos simples: os efeitos que as modificacdes
tém nos parametros fundamentais de hidrofobicidade e
propensdo da estrutura secundédria no sitio da modificacdo e
na carga da molécula como um todo. Baseado neste céalculo,

podem ser concebidos (designed) polipéptidos modificados
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(e.g. mutantes) que s&o mais ou menos susceptiveis de se
agregar (que tém uma menor ou maior solubilidade) do que o
polipéptido de referéncia (e.g. tipo selvagem-wild type),
ou gque tém uma propensdo para agregar no intervalo
desejado. Assim é possivel avaliar os efeitos que as véarias
modificacdes de aminoadcidos terdo nas propriedades de um
polipéptido sem ter que produzir polipéptidos modificados e
medir experimentalmente o efeito das modificacdes. E prati-
cavel a concepcgdo de um enorme numero de polipéptidos modi-
ficados, mesmo para um polipéptido de referéncia relati-
vamente curto. Isto é importante porque as modificacdes
podem ser seleccionadas também para preencher outros
critérios ou restricdes, tais como estabilidade da protein,

funcdo, etc.

A alteracdo da velocidade de agregacdo como
resultado de uma modificacéo (e.g. mutacdo) pode ser
expressa como  1n (Vpoa/Vryer) s e.qg. (In (Vaue/Viiposelvagen) - A
velocidade de agregacdo também pode ser expressa em termos
de um tempo de agregacdo, tal como meio tempo de agregacédo
e a razdo de velocidade de agregacdo ¢ equivalente a uma
razdo de tempos de agregacdo tal como adicionalmente

discutido mais adiante.

Os parédmetros cinéticos para agregacdo podem ser
velocidades de agregacéao correspondendo a cinética
exponencial de agregacdo (v)ou, gquando se usa um parametro
de tempo (7)), (Tuwod (/Trer) = (Vier /Vioa)=1/exp (In(Vmea /Vrzer)),

pode incluir ou referir exclusivamente a estadios de
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nucleacdo e/ou "fases de laténcia" da cinética de agregacdo

(Tl) ou ao meio-tempo de agregacdo do processo global (T2).

A modificacdo da hidrofobicidade (AHidr) é
calculada usando AHidr=Hidr,.r,— Hidrgp.g , em que AHidr é a
modificacdo da hidrofobicidade que resultaria de uma
modificacdo de aminodcido proposta , Hidry.r € Hidrp.q SE0 0S8
valores de hidrofobicidade dos residuos de aminoadcidos de

referéncia e modificados, respectivamente.

Uma escala de hidrofobicidade consensus pode ser
usada para atribuir um wvalor de hidrofobicidade para cada
aminodcido. Escalas de hidrofobicidade diferentes podem ser
usadas para valores de pH diferentes, por exemplo escalas
descritas em Cowan, R. &Whittaker, R.G. (1990) Peptide
Research 3:75-80)podem ser usadas para calcular a
hidrofobicidade de polipéptidos a baixo pH. Pode usar-se
uma escala de hidrofobicidade média, que pode ser obtida
usando uma combinacdo de escalas, tais como as disponiveis
na literatura (e.g. Fauchere J.-L & Pliska V.E. (1983)
Eur.J.Med. Chem. 18:369-375; Kyte J., Doolittle R.F. (1982)
J.Mol.Bi0l.157:105-132). Numa forma de realizacéo
preferida, o valor de hidrofobicidade para cada aminoacido
¢ atribuido usando os valores indicados na Tabela 1 para
hidrofobicidade de 20 residuos de aminodcidos a pH neutro,
baseado nos coeficientes de particdo de &agua para octanol;
os dados sdo da coluna 6 da tabela 4.8 em Creighton (1993)
(Creighton,T.E. Em Proteins. Structure and molecular

properties. Second edition. W.H. Freeman& Company (New
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York,1993),p.154.) .

O factor de escala x pode ser derivado através do
grafico o 1In((Vmea /Vier) €.g. 1In 1In(vuut/Viiposelvagem) VEISUS
AHidr para um numero de sequéncias polipeptidicas, que
podem ser ou ndo relacionadas (e.g. uma coleccdo de
mutantes de AcP) e determinando a linha de melhor ajuste, o
factor de escala x é o declive (gradiente) da linha. Para
calcular a propensdo de converter da forma de hélice-a a
estrutura folha B (AAGespirai-a + AAGg_espira1), ©0s valores

individuais para AAGespirai-o © AAGp_egpira1) sd0 calculados.

AAGespirai-« pode ser calculado usando AAGespirai-o=RT
In (P, /P"%), em que AAGespirai-« € alteracdo prevista de
energia livre para a transicdo de hélice-a para espiral
aleatdédria que resulta de modificacdo; R=0,008314 kJ mol-1K-
1, Pare£ e PJ“d sdo respectivamente as propensdes para
hélice-a (percentagens de hélice) das sequéncias de refe-
réncia (p.ex tipo selvagem) e modificada (e.g.mutante) no
sitio de modificacdo de aminodcido, respectivamente. As
propensdes de hélice-a previstas podem ser calculadas
usando sotware/algoritmos modelo tais como AGADIR
(www.embl-heidelberg.de/Services/serrano/agadir/agadir-
start.html) Munoz & Serrano (1994)Nature Structural Biol 1,
399-409; Mufoz & Serrano (1994) J Mol Bio0l245,297-308;
Mufioz & Serrano (1997) Biopolymers 41 495 509 e Lacroix et
al (1998) J Mol Biol 284 173-191; PHD (Rost, B et al,
(1993) J Mol Biol 232, 584-599); PROF (Rost,B. et al,

(1996) Methods Enzymol 266, 525-539); GOR4 (Garnier J et al
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(1978) J Mol Biol 120, 97-120; Garnier J et al (1990)
Methods Enzymol 266, 540-553) . Quaisquer logaritmos
apropriados baseados em bases de dados estruturais, bases
de dados de preferéncia estrutural ou bases de dados de
preferéncia rotamer poderiam ser usadas para este célculo
para estimar as propensdes de hélice, por exemplo GOR IV:
J.Garnier. J.F. Gibrat e B. Robson em Methods Enzymol.,
vol266, p 540-533 (1996). Garnier, D.Osguthorpe e B.Robson
(J.Mol.Biol.120, 97, 1978).J Mol Biol 1987 Dec 5; 198(3):
425-443 (GOR-III); PHD: Rost B, Sander C. J Mol Biol 1993
Jul 20; 232(2): 584-99. Rost B, Sander C. Proteins 1994
May;19(1): 55-72; PREDATOR Frishman D, Argos P. Protein Eng
1996 Feb; 9(2): 133-142; SIMPA/SIMPA96: Levin JM, Robson B,
GarnierJ. FEBS Lett 1986 Sep 15; 205(2):303-308. J. LEVIN,
J.GARNIER. Riochim. Biophys. Acta, (1988) 955, 283-295.
Levin JM. Protein Eng. (1997),7,771-1776. SOPM/SOPMA
Geourjon C, eleage G. Protein Eng 1994 Feb; 7(2): 157-164.
Geourjon C, Deleage G. Comput Appl Biosci 1995 Dec;

11(06):681-684.

AAGg_¢opirar pode ser calculado usando AAGg_egpirar =
13,64 (Pg™°"'-Ps"%) ,em que AAGp_espira1 € a variacdo de energia
livre para a transicdo de espiral aleatdria (random espi-
ral) para folha-B que resulta da modificacdo (AGp-ecspiral) s
13,64 é a constante de conversédo da escala normalizada para
unidades de kJ mol™'; Py e P™? sdo as propensdes a
formacdo de folha-f normalizadas do residuo de referéncia
(e.g. tipo selvagem) e modificado (e.g. mutante)res-

pectivamente. Valores de propensdo a formacdo de folha-f
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para todos os 20 aminoédcidos pode ser determinada usando
uma escala publicada. Uma escala preferida apresenta-se na
Tabela 1, que fornece valores de propensdo a formacdo de
folha-B para 19 residuos de aminodcidos (todos excepto
prolina), estes estdo normalizados de 0 (propensdo elevada
a formacdo de folha-) a 1 (baixa propensdo a formacdo de
folha-f). Estes dados sdo da coluna 4 da Tabela 1 de Street
e Mayo (1999) (Street, A.G.& Mayo, S.L. Intrinsic B-sheet
propensities result from van der Waals interactions between
side chains and the local backbone. Proc.Natl.Acad.Sci.USA,
96, 9074-9076 (1999). A propensdo para folha-f da prolina
ndo estd relatada devido a dificuldades na sua determinacéo
experimental. A propensdo a formacdo folha-B da glicina é

obtida a partir de célculos tedricos.

O factor de escala y pode ser derivado através do
grafico 1In (Vmpea/Vrer) Observado versus ((AAGespirai-o + AAGs-
espiral)Para um numero de sequéncias polipeptidicas néo-
relacionadas ou relacionadas (por exemplo através do
gréafico 1In (vyu/Vis) versus (AAGespirai-o t AAGp_ecpira1) Para um
numero de mutacdes polipeptidicas de AcP e determinar a
linha de melhor ajuste, o factor de escala y é o declive

(gradiente) da linha.

Alteracdo da carga (A Carga) do polipéptido é

calculada usando:

ACarga=|Cargan.q -|Carga,cs] em que ACarga é a alteracdo

de carga resultante da mutacédo |Cargamca] e [Cargares|
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sdo os valores absolutos da carga para as sequéncias
modificada (e.g.mutante) e referéncia (e.g.. tipo sel-
vagem) respectivamente (obtidas das somas dos valores
de carga para residuos de aminoacidos (e.g. os valores
dados na Tabela 1, que correspondem a pH neutro). O
operador de "valor absoluto”™ é introduzido de modo que
um valor negativo de ACarga resulta da equacdo quando
a mutacdo provoca que toda a proteina ou péptido se
aproximem da neutralidade, independentemente do sinal
inicial da sequéncia da proteina. Um valor positivo de
ACarga ¢ obtido quando a mutacdo provoca que toda a

sequéncia da proteina se desvie mais da neutralidade.

O factor de escala z pode ser derivado através do
grafico 1n (vpoa/Vrwer) Observado versus ACarga para um numero
de sequéncias polipeptidicas nédo-relacionadas ou relacio-
nadas, p.ex através do grafico 1In (vgut/Vig)observado para
um numero de mutantes AcP e determinando a linha de melhor
ajuste; o factor de escala z é o declive (gradiente) da

linha.

Os Factores de escala x, vy, e =z podem ser
refinados utilizando, nos graficos, um maior nlUmero de
pontos correspondentes a dados para modificacdes polipepti-
dicas adicionais. Pode usar-se anédlise de regresséio
maltipla para determinar os factores de escala x para
AHidr, y para AAGespirai-a« + AAGg_espirai, € z para ACarga. O
método de anadlise de regressdo multipla consiste em

calcular simultdneamente os factores de escala individuais
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X, y, € z para um determinado grupo de polipéptidos (e.g.
polipéptidos mutantes) para os gquais estdo disponiveis os
valores experimentais de 1n (Vuoa/Vreer) (€.9. 1In (Vyue/Vig)) .
Podem ser usados nos célculos estimativas iniciais para os
valores de x, y e z, tais como os valores aqui descritos,
ou valores escolhidos numa base arbitrédria. Os valores
calculados de 1n(Vypea/Veer) Sd0 comparados com 08 valores
obtidos experimentalmente. 0Os cédlculos podem ser repetidos
através de um numero de iteracdes, usando de cada vez uma
combinacdo diferente dos valores x, y e z. As iteracdes
terminardo quando for encontrado um conjunto de melhores
valores para x, vy e 1z, 1.e. quando for encontrada a
diferenca minima entre o valor calculado e o vwvalor

experimental de 1n (Vyea/Vreet) -

O célculo pode ser modificado por inclusdo de um
outro termo ou termos, tal como o factor de estabilidade
para corrigir para mutacdes que afectam a estabilidade da
proteina. Podem ser adicionados termos a equacdo para
representar outros factores que afectam a velocidade de
agregacédo, tal como a posicdo da mutacdo ao longo da
sequéncia, efeitos ndo-cumulativos de substituic¢des duplas,
disténcia na sequéncia entre substituicgdes duplas.
Refinamentos da equacdo por inclusdo de factores adicionais
pode melhorar a exactiddo do método. Em conformidade, os
métodos da invencdo podem compreender adicionalmente um
passo ou passos de célculo adicional, por exemplo um passo
adicional no qual ¢ usado um factor de estabilidade para
corrigir para mutagcdes qgque afectam a estabilidade da

proteina.
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Também descrevemos um programa de computador
codificado para, quando em funcionamento, predizer o efeito
de uma modificacdode aminodcido na velocidade de agregacéo
de um polipéptido, o cbédigo compreendendo cdbdédigo para:
introduzir (input) uma modificacdo de aminoadcido que con-
verteria o polipéptido de referéncia a uma forma modificada
do polipéptido; calcular a diferenca em hidrofobicidade
(AHidr)entre o polipéptido de referéncia e o polopéptido
modificado; calcular a diferenca na propensdo para
conformacdo em folha @ (AAGespirai-a« + AAGp_espira1) entre o
polipéptido de referéncia e o polipéptido modificado;
calcular a diferenca de carga (A Carga) entre o polipéptido
de referéncia e o polipéptido modificado; e calcular: [x*
AHidr] + [y* (AAGegpirai-a + AAGp_espira1) - [2*A Cargal, em que

X, y e z sao factores de escala.

Também descrevemos um programa de computador
codificado para, em funcionamento, identificar um polipé-
ptido, compreendendo o cdéddigo: cddigo para prever a alte-
racdo na velocidade de agregacdo para um ou mais poli-
péptidos modificados, compreendendo cdédigo como descrito
acima; e cdédigo adicional para identificar um ou mais dos
referidos polipéptidos modificados dependendo da referida

alteracdo prevista na velocidade de agregacédo.

Também descrevemos um sistema informético para
determinar a velocidade de agregagdo de um segundo poli-

péptido em relacdo a um polipéptido de referéncia, pos-
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suindo o referido segundo polipéptido e o referido poli-
péptido de referéncia cada um uma sequéncia de aminoéacido,
compreendendo a sequéncia de aminodcidos do referido
segundo polipéptido uma versdo modificada da sequéncia de
aminodcidos do referido polipéptido de referéncia, compre-
endendo © sistema de computador um armazenamento de dados
para armazenar dados compreendendo dados de hidrofibi-
cidade, dados de propensdo a formacdo de folha-$ e dados de
carga para um conjunto de aminodcidos; uma &area de arma-
zenamento de programas que armazena um coédigo implementavel
por processador; e um processador, acoplado a referida area
de armazenamento de programas (program store) e ao referido
armazenamento de dados (data store) para implementar o
referido c¢édigo armazenado, compreendendo o cbédigo um
cbdigo para controlar o processador para : introduzir uma
sequéncia de aminoédcidos para o referido segundo pol-
péptido; ler os dados de hidrofobicidade para a sequéncia
de aminoédcidos do referido segundo polipéptido do referido
armazenamento de dados e determinar um valor de hidro-
fobicidade para o referido segundo polipéptido; ler a alte-
racdo dos dados para a sequéncia de aminoédcidos do referido
segundo polipéptido do referido armazenamento de dados e
determinar um valor de propensdo para formacdo de folha-R
para o referido segundo polipéptido; determinar um valor de
propensdo para formacdo de hélice-a para o referido segundo
polipéptido; obter dados de hidrofobicidade, dados de
carga, dados de propensdo para formacdo de folha-f e um
valor de propensdo para formacdo de hélice-a para o
referido polipéptido de referéncia; e determinar a referida

velocidade de agregacdo relativa usando a referida hidro-
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fobicidade, alteracdo, dados de propensdo para formacdo de
folha-B e hélice-a para os referidos segundo polipéptido e
polipéptido de referéncia, avaliando xAH+yAG-zAC em que x,
y e z sdo factores de escala, AH representa a diferenca de
hidrofobicidade entre o referido segundo polipéptido e o
referido ©polipéptido de referéncia, AG —representa a
diferenca entre o referido segundo polipéptido e o referido
polipéptido de referéncia na propensdo de converter da
estrutura de hélice-o para uma estrutura de folha-B e AC
representa a diferenca de carga entre o referido segundo
polipéptido e o referido polipéptido de referéncia e em que
um valor para xAH+yAG-zAC de um primeiro sinal indica que
o segundo polipéptido tem uma maior propensdo para agregar
relativamente ao polipéptido de referéncia e um wvalor de
xAH+yAG-zAC de sinal oposto ao primeiro sinal indica que o
segundo polipéptido tem uma propensdo reduzida para agregar
relativamente ao polipéptido de referéncia. Os termos
"segundo polipéptido" e "polipéptido modificado™ sdo usados

de forma permutével.

Numa forma de —realizacdo a ©propensdo para
formacdo de folha-pB pode ser expressa em termos de energia
livre. O conjunto de aminocdcidos pode compreender, por
exemplo, todos o0s residuos de aminocdcidos naturais. As
propensdes para formacdo de hélice-a das sequéncias
polipetidicas de referéncia e modificado podem ser
determinadas usando um cdédigo no interior do sistema de
computador ou pode mandado um pedido para um sistema de
computador separado, por exemplo numa rede (network), e os

valores de propensdo para formacdo de hélice-a recebidos
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deste segundo sistema de computadores. 0Os valores de
hidrofobicidade, valores de carga e valores de propenséao
estrutural para os polipéptidos de referéncia e modificado
podem ser determinados e a partir de escalas de valores
para cada aminodcido que foram anteriormente publicados e
introduzidos (input) no sistema informdtico e/ou armaze-
nado por exemplo no armazenamento de dados (data store). A
velocidadede relativa de agregacéao determinada pelo
aparelho pode simplesmente abranger a determinacdo de se as
velocidades de agregacdo (ou, noutras formas de realizacéo,
a solubilidade) do segundo polipéptido estd acima ou abaixo
da do polipéptido de referéncia; alternativamente, pode ser
feita uma determinacdo quantitativa das velocidades de
agregacédo relativas destes polipéptidos. Um ou mais dos
factores de escala podem ser seleccionados sensiveis a, por
exemplo, o tipo de polipéptido para qual estd a ser feita a

determinacéo.

O sistema de computadorpoe ser usado para avaliar
a pluralidade de segundos péptidos, apresentando oS
resultados, por exemplo como uma lista ordenada ou grafico
e/ou seleccionando uma sequéncia candidata promissora para

a sintese e avaliacdo adicional.

Também descrevemos um método para determinar um
indicador de velocidade de agregacdo relativa, predizendo o
referido indicador da velocidade de agregacdo relativa, a
velocidade de agregacdo de um segundo polipéptido em
comparacdo com a velocidade de agregacdo de um polipéptido

de referéncia, compreendendo o referido segundo polipéptido
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uma ou mais modificacdes de aminodcidos gquando comparada

com o polipéptido de referéncia, compreendendo o método:

determinar a diferenca de hidrofobicidade (AHidr)
entre o referido segundo polipéptido e o referido
polipéptido de referéncia; determinar uma diferenca na
diferenca na ©propensdo para formacdo de folha-f
(AAGegpirai-a  +  AAGp_egpira1)entre o referido segundo
polipéptido e o referido polipéptido de referéncia;

determinar uma diferenca na carga (A Carga) entre o
referido segundo péptido e o referido polipéptido de
referéncia; formar uma combinacédo ponderada da
referida diferenca em hidrofobilcidade, referida
diferenca na propensdo da estrutura secundéaria,
referida diferenca na carga para determinar o referido
indicador de velocidade de agregacéao relativa
calculando [x*AHidr] +[y* (AAGecpirai-a + AAGp_eepira1) -
[z*A Cargal, em que X, y e z sdo factores de escala e
em que um valor para [x*AHidr] +[y* (AAGegpirai-o + AAGs-
espiral) 1~ [2*A Carga] de um primeiro sinal indica que o
segundo polipéptido tem uma maior propensdo para
agregar (menor solubilidade) relativamente ao
polipéptido de referénciae um valor para [x*AHidr]
+[y* (AAGegpirai-o + AAGpg_espira1) ] - [2*A Carga] de um sinal
oposto ao primeiro sinal indica gque o segundo
polipéptido tem uma propensdo reduzida para agregar
(solubilidade mais elevada) relativamente ao polipé-

ptido de referéncia.
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Também descrevemos cbédigo de programa de compu-
tador para implementar os métodos acima descritos e
aparelhos de computador programados para implementar os
métodos. Formas de realizacdo dos métodos podem ser
implementadas usando cdédigo de programa de computador em
aparelhos de sintese de péptidos, preferivelmente aparelhos
para sintetizar automaticamente um polipéptido baseado em

resultados obtidos por aplicacdo dos métodos.

O cdébdigo de programa pode ser fornecido num
veiculador ou meio de armazenamento, tal como um disco
rigido ou disco floppy, ROM ou CD-ROM, ou num veiculador
6ptico ou de sinal eléctrico, por exemplo via uma rede de
comunicacdo. O cdédigo de controlo do processador pode
compreender cdédigo do programa em gualquer linguagem
convencional de programacdo por exempl C ou assembler ou
cdédigo de méquinas, e formas de realizacdo da invencéo

podem ser implementadas num sistema informético geral.

Breve descricdo das figuras

A Figura 1 mostra o gréafico da alteracdo na
velocidade de agregacdo de AcP resultante da mutacdo,versus
(a) a alteracdo prevista da hidrofobicidade, (b)propenséo
para converter de conformacdo de hélice-a para folha-f e

(c)carga.

A Figura 2(a) mostra a variacdo da velocidade de

agregacdo, no caso de mutacdo, calculada versus observada



PE1586059 - 28 -

para péptidos pequenos ou proteinas desenroladas na forma

nativa, listadas na tabela 2.

A Figura 2(b) mostra a variacdo, calculada versus
observada, da velocidade de agregacdo no caso de mutacdo
para 27 substituicbdes de aminocadcidos de AcP nas duas
regides da sequéncia gue parecem ser relevantes para a

agregacdo e que abrangem os residuos 16-31 e 87-98.

A Figura 3 mostra um diagrama de Dbloco de um
sistema de computador para implementar um procedimento de
determinacdo da velocidade de agregacdo de acordo com uma

forma de realizacdo de um aspecto da presente invencéo.

A Figura 4 mostra um diagrama de fluxo de um
procedimento comparativo de determinacdo da velocidade de
agregacédo, de acordo com uma forma de realizacdo da

presente invencéao.
A Figura 5 mostra um diagrama de fluxo de um

procedimento de determinacdo candidato, de sintese de

proteinas automatizada.

Exemplos

Exemplo 1: Trabalho experimental para AcP

Foram medidas as velocidades de agregacdo para a

proteina AcP tipo selvagem (vig) e para varios mutantes de
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AcP (variantes) (vgut) apds desnaturacdo em 25% de TFE, em
tempos de fluorescéncia ThT, como descrito por Chiti at

al., 2002 a (Chiti, F., Taddei, N., Baroni, F., Capanni,

C., Stefani, M., Ramponi, G. & Dobson, C.M. Kinetic
partioning of protein folding and agregation. Nature
Strut.Biol. 9, 137-143 (2002 a)). Todas as medidas de

velocidade de agregacdo foram realizadas sob condig¢des nas
quais todas as variantes de ©proteinas consistem de
ensembles de conformacgdes relativamente ndo estruturadas. A
variacdo da velocidade de agregacdo como resultado de uma
mutacdo foili expressa em tods o0s casos como o logaritmo
natural da razdo das constantes de agregacdo da proteina

mutante e tipo sevagem (1n (Vaur/Vis)) .

Na tabela 1, os valores de hidrofobicidade dos 20
residuos de aminodcidos a pH neutro, Dbaseiam-se nos
coeficientes de particdo de &gua para octanol. Estes
valores sdo da coluna 6 da Tabela 4.8 em Creighton, T.E. In
proteins. Structure and molecular ©properties. Second
edition. W.H.Feeman & Company(New York, 1993), p.154)). As
propensdes para formacdo de folha-f de 20 residuos de
aminodcidos estdo normalizados de 0 (propensdo elevada para
formacdo de folha-B) a 1 (baixa propensdo para folha-R).
Estes valores sdo da coluna da Tabela 4 de Street e Mayo
(1999) (Street, A.G.& Mayo, S.L. Intrinsic R-sheet
propensities result from van der Waals interactions between
side chains and the local backbone. Proc.Natl.Acad.Sci.USA,
96, 9074-9076(1999). A propensdo para formacdo de folha-R
da prolina ndo estéd apresentada devido a dificuldade em a

determinar experimentalmente. A propensdo para formacdo de
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folha-f da glicina é obtida a partir de célculos tedricos.
Os valores de carga correspondem a pH neutro. Os valores
entre parentisis sdo a um pH mais baixo do que 6,0, gquando

o residuo de histidina estéd carregado positivamente.

Tabela 1. Escalas de hidrofobicidade, propensdo para folha-f e carga para os 20

aminoacidos naturais

Residuo de Hidrofobicidade propensdo para carga
aminoacido (kdmol-1) folha-f3

Arg (R) 3,95 0,35 +1
Lys (K) 2,71 0,34 +1
Asp (D) 3,81 0,72 -1
Glu (E) 2,91 0,35 -1
Asn (N) 1,91 0,40 0
Gln (Q) 1,30 0,34 0
His (H) 0,64 (2,87) 0,37 0(+1)
Ser (S) 1,24 0,30 0
Thr (T) 1,00 0,06 0
Tyr (Y) -1,47 0,11 0
Gly (G) 0,00 0,60 0
Pro (P) -0.99 n.d. 0
Cys (C) -0,25 0,25 0
Ala (B) -0,39 0,47 0
Trp (W) -2,13 0,24 0
Met (M) -0,96 0,26 0
Phe (F) -2,27 0,13 0
val (V) -1,30 0,13 0
Ile (I) -1,82 0,10 0
Leu (L) -1,82 0,32 0

Usando os valores na Tabela 1, a variacdo na
hidrofobicidade (AHidr), propensdo para converter da
estrura hélice-a a folha-f (AAGespirai-a + AAGg_espiral) € a

variacdo da carga (ACarga) foram gquantificadas para AcP
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usando o0s valores tabulados para todos os residuos de

aminoacidos.

A variacdo na hidrofobicidade (AHidr)resultante
de mutacdo foi calculada usando AHidr = Hidris —-HidFp,: €em
que Hidrys € Hidr,, Sdo os valores dos residuos selvagem e
mutante respectivamente (os valores de hidrofobicidade para

todos os 20 aminoédcidos estdo listados na Tabela 1).

Para calcular a propensdao para converter da
estrura hélice-a a folha-B (AAGeepirai-o« + AAGp_eepirar) foi

necessario calcular AAGespirai-o © AAGp_espiral -

A variacdo de energia livre para a transicdo de
espiral aleatdéria — folha-f resultante de mutacdo (AAGs-
copiral) foi calculada usando AAGp_espirar = 13,64 (Pg"° Pt
) . P&S e Pﬁmt sdo propensdes para folha-f normalizadas dos
residuos tipo selvagem e mutante ( os valores de propenséo
para formacdo de folha-B para todos os 20 aminodcidos estédo

listadas na Tabela 1), e 13,64 é o valor da constante de

conversdo da escala normalizada para unidades de kJ mol™*

A variacdo prevista de energia livre para a
transicdo de hélice-a — espiral aleatdria resultante de
mutacdo (AAGegpirai-o) foi calculada usando AAGegpirai-« = RT
1n (P"°/P™" . P e P,/™")sdao as propensdes para hélice-u
previstas (percentagens de hélice) do tipo selvagem e
sequéncias mutadas, no sitio da mutacdo, respectivamente,
que foram calculadas wusando o algoritmo de AGADIR em

www.embl-heidelberg.de/Services/serrano/agadir/agadir-
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start.html); R=008314 kJ mol-1K-1. (ver também Lacroix,E.,

Viguera AR & Serrano, L. (1998).J.Mol.Biol.284,173-191).

A  variacdo de carga resultante da mutacédo
(ACarga) foi calculada usando ACarga = |Cargamt|-|Cargawt,
em que |Cargay:| e |Cargay..| sdo os valores absolutos de carga
para as sequéncias tipo selvagem e mutadas respectivamente
(obtidas das somas dos valores de carga de todos os

residuos indicados na Tabela 1).

Foram feitos os graficos individuais da variacéo
da velocidade de agregacdo sobre mutacdo 1n ((Vuur/Ves)versus
AHidr, versus (AAGespirai-« + AAGg-egpirai)e versus ACarga,
estes graficos mostram-se na Figura 1 a, 1 b, e 1 c,

respectivamente.

As mutacdes relatadas nas figuras la e 1b
descritas anteriormente (Chiti et al., 2002 a, ibid.)né&o
envolvem alteracdes na carga. As mutacdes relatadas na
Figura 1lc, descritas anteriormente (Chiti et al., 2002 b,
ibid.), foram concebidas para minimizar a variacdo de
hidrofobicidade e propensdes para estrutura secundédria. A
maioria das substituicdes de aminocdcidos de AcP envolvem
residuos no interior das duas regides da sequéncia, que
abrangem os residuos 16-31 e 87-98, que se pensa serem

relevantes para a agregacao.

As linhas sélidas através dos dados (valores)
representam as linhas de melhor ajustamento as fungdes

lineares. Mostram-se, em cada caso os valores de r e p
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resultantes de cada correlacdo e o declive do melhor

ajustamento.

Em cada uma das andlises, o0s pontos correspon-
dentes aos dados estdo consideravelmente espalhados a volta
das linhas que representam as linhas de melhor ajustamento
as funcgdes lineares. Esta dispersido pode ser atribuida ao
facto de sé um parédmetro ser considerado em cada caso, a
dificuldade de prever com exactiddo modificacdes na
hidrofobicidade e propensdes para estrutura secundaria e as
importdncias relativas variaveis dos diferentes sitios de
mutacdo no processo de agregacgdo. Apesar da disperséo
presente em cada grafico, no entanto, observou-se que a
variacdo da velocidade de agregacdo no caso de mutacéo
(In (Vmue/V:s)) para AcP correlaciona-se significativamente
com cada um destes parametros individualmente (Figura 1 a,
1 b e 1 <c¢). Foi calculada a dependéncia média de
In (Vaue/Ves) de cada pardmetro (o declive da linha de melhor
ajustamento resultante de cada analise). 0Os wvalores

encontrados foram:

AHidr 0,633
AAGespiral—cx + AAGB—espiral O/ 198

ACarga 0,491

Seguindo esta anaédlise, a Equacdo 1 foi elaborada
e usada para determinar variacdo da velocidade de agregacéo

no caso de mutacdo (o valor de 1n (Vuur/Vis):
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1n (§ue/B8:) =0, 633%@Hidr+0, 198* (AAGespira-w+AMGp-espirar) —0, 491 *@Carga

em gue o0s numeros que precedem os pardmetros AHidr,
(AAGespirai-o + AAGp-espira1) € ACarga sé&o valores para x, Vv € z
respectivamente que correspondem aos declives dos trés
graficos indicados na Fig. 1 (i.e. dependéncias de

In (Vaue/Ves) destes trés pardmetros.

Exemplo 2: Comparacdo da variacdo observada versus calcu-

lada na velocidade de agregacdo no caso de mutacdo de

proteina AcP/ velocidades de agregagdo relativa de prote-

inas AcP mutantes

Usando a equacédo 1, foi calculada a variacdo da
velocidade de agregacdo para 27 substituicdes de amino-
dcidos de AcP no interior das duas regides da sequéncia que
parecem ser relevantes para a agregacdo e que abrangem oS
residuos 16-31 e 87-98. A variacdo da velocidade de
agregacdo para cada mutacdo foi determinada experimen-
talmente, como descrito no exemplo 1, sob condicdes nas
quais todas as variantes de ©proteinas consistem em
ensembles de conformalgdes relativamente ndo-estruturadas.
Foram feitos os graficos dos valores de 1n (Vp:/Vis)cal-
culados versus experimentais para todas as mutacdes de AcCP,
como se mostra na figura 2 b. A correlacdo observada era
altamente significativa (r=0,756 e p<0,0001) e o declive

era préximo de 1.
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Exemplo 3: Comparacdo da variagcdo na velocidade de agre-

gacédo observada versus calculada no caso de mutagcdo para um

conjunto de polipéptidos

A funcdo combinada, equacdo 1, foi aplicada para
calcular a variacdo na velocidade de agregacdo no caso de
mutacéao (In (Vaur/Vis) calculada) prara 26 mutacdes nos
polipéptidos amilina, péptidos prido, o-sinucleina, péptido
R-amildide, tau, repeticdo rica em leucina e um péptido

modelo, como estd listado na Tabela 2.

Os valores para AdHidr, AAGespirai-o t AAGp_cspiral) €
ACarga foram calculados para cada mutacdo polipeptidica

usando os métodos descritos no Exemplo 1.

As 26 mutacdes consideradas incluem tanto muta-
¢cdbes fisiologicamente relevantes associadas a formas
genéticas de doencas de deposicdo de proteinas como outras
substituicdes que foram usadas na investigacdo para abordar
questdes especificas. Eram todas mutacdes de proteinas néo
estruturadas (péptidos), ou polipéptidos gque parecem ser
desenroladas na forma nativa, tais como o péptido B
amildéide, o polipéptido amildide dos ilhéus, o-sinucleina,
tau, polipéptidos pequenos dissecados da sequéncia da
proteina pridénica e outros péptidos modelo. S foram
consideradas na anédlise mutacdes de ponto Unico em péptidos
curtos, ndo estruturados ou proteinas gque sdo desenroladas

sob condigdes préximas das condicdes fisioldgicas. Foram
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incluidas todas as mutacdes para as Jguais estavam
directamente disponiveis o©os valores experimentais de
In (Vaue/Ves) ou podiam ser determinados a partir de dados na
literatura. Foram excluidas mutacdes que actuavam simples-
mente por destabilizacdo do estado nativo da proteina
envolvida. Foram considerados dados independentemente das
técnicas experimentais empregues pelos diferentes autores
para investigar agregacdo, desde que fosse possivel levar a
cabo anédlise quantitativa. Quando ndo estavam explicita-
mente indicadas constantes de tempo ou velocidade, os
graficos descrevendo os prefis cinéticos de agregacido foram
"scanned" e analisados por computador. Este procedimento
permitiu que se reconstruissem graficos com valores
numéricos dos pontos e se analisassem para obter valores de
constantes de velocidade. Quando eram evidentes fases de
laténcia e fases de crescimento nos prefis cinéticos de
agregacédo, sé6 foi considerada a fase de crescimento. Quando
estavam indicados dados em periodos fixos de tempo (por
exemplo por meio ge graficos de barras), o valor observado
de 1In(Vuu:/v:s) fol obtido a partir do quociente dos
parametros de agregacdo da proteina (péptido) mutada e tipo

selvagem, antes que fosse atingido o equilibrio.

Ndo foram analisadas as mutacdes qgque envolviam
residuos de prolina devido a dificuldade em ©obter
estimativas quantitativas da variacdo da propensdo para
folha-B como resultado destas mutacdes (ver tabela 1).

Também ndo foram considerdas mutacdes para as gquais estavam
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indicadas, por autores diferentes, discrepéncias
substanciais no valor de 1n(Vm:/V:s) ( quando as discrepan-
cias eram significativas mas n&o substancias, consideramos

In (Vaue/Ves) resultantes de médias dos dados disponiveis).

Tabela 2. Variagdes na hidrofobicidade, propensdo na estrutura secunddria, carga e
velocidade de agregacdo como resultado de mutagdes de ponto Unico(single point) de péptidos

ndo estruturados ou proteinas desenroladas na forma nativa

Mutacdo AHidr (kdmol-1) [AMGs copival [MGaspirai« |ACarga | 1n (Ve Ves) 1In (Vue/ Ves) ref
(Kdmol-1) | (Kdmol-1) calculado observado

amilina

N228 2,30 -0,95 -3,36 0 0, 60 0, 69 11
F232 -1,88 -4,64 -3,90 0 -2,88 -2,65 11
G24A 0,30 1,77 -2,84 0 0,04 -0,03 11
I26A -1,43 -5,05 -0,32 0 -1,97 -2,39 11
L27A -1,43 -2,05 0,36 0 -1,24 -0,93 11
520G 1,24 -4,09 0,00 0 -0,03 1,01 12

Péptidos pridnicos

H111A 3,26 -1,36 -3,21 -1 1,65 0, 60 13
HII-1K 0,10 0,41 -1,72 0 -0,20 -0,26 13
All7vV 0,91 4,63 2,37 0 1,96 1,51 13
v2101 0,52 0,41 -0, 97 0 0,22 0,84 14

a-sinucleina

A53T -1,39 5,59 2,83 0 0,79 1,18 15
AT6E -3,30 1,64 0,00 1 -2,25 -2,72 16
AT6R -4,34 1,64 0,64 -1 1,80 -0,93 16
Péptido BAmiloide
A21G -0, 39 -1,77  [3,27 0 0,05 0,07 17
E22K 0,14 0,14 -1,72 |2 0,76 0,92 18
F220 1,61 0,14 0,00 -1 1,54 2,92 17,
18
E22G 2,91 -3,41  |4,30 -1 2,51 2,03 19
D231 1,90 4,36 -1,72 | 2,22 3,97 17

F19T -3,27 0,95 -1,76 0 -2,23 -2,48 20
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(continuacéao)

Mutacédo AHidr (kdmol-1) |AAGy eopira1 [MGegpira1 o [ACarga  [1n (Ve/Mes) In (Vpe/ Vi) ref
(KJmol-1) | (Kdmol-1) calculado observado

Tau

G272 1,30 6,41 -1,71 0 1,75 1,04 21,22

R406W 6,08 1,50 0,00 -1 4,64 1,25 21,22,23

Y310W 0,66 -1,77 0,00 0 0,07 0, 05 23bi s

Repetigdo rica em leucina

D24N 1,90 4,36 -3,43 -1 1,88 2,08 24

D24Q 2,51 5,18 -3,10 -1 2,49 1,25 24

Péptido modelo

D6E 0,90 5,04 -2,27 0 1,12 0,40 25

D6N 1,90 4,36 0,00 1 1,57 0,52 25

experimental de 1In(Vmu:/Vis)e mostra-se na figura 2

correlacdo altamente significativa

Foi obtido o grafico do valor calculado versus

valor do declive,
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A117V e V210| da proteina pridnica (Tabela 2). 0Os valores
previstos e experimentais também estdo em estreita
concordéncia para a mutacdo associada com o inicio precoce
de doenca de Parkinson e para varias mutacgdes associadas
com o péptido B amildide e responsédvel por ou inicio
precoce de doenca de Alzheimer ou hemorregia cerebral

hereditdria com amiloidose (Tabela 2).

Se a andlise fosse repetida usando um sd
determinante para calcular os valore de 1In(Vu:e/Ves), foram
ainda encontrados entre os valores calculados e observados
de In(Vuue/ves) (p=0003 usando somente AHidr para calcular
In (Vmur/Ves), p=0,036 usando somente AAGeepirai-o + AAGp-espiral €
p=0,011 usando somente ACarga). No entanto estas correla-
¢des sdo menos notadveis do que as observadas gquando se
considera uma combinacdo de todos os trés factores e o0s
declives sdo significativamente menores que 1,0 (0,61,
0,19, e 0,1 usando sémente AHidr, somente AAGespirai-o« + AAGe-
espiral € somente ACarga respectivamente. Isto demontra que a
equacdo na qual estes factores sdo combinados fornece um
método mais exacto para determinar o quociente da
velocidade de agregacdo para polipéptidos modificados

(e.g.mutantes) e referéncia (e.g. tipo selvagem).

A  correlacdo mostrada na figura 2(a) entre
efeitos tedbricos e experimentais de mutacdes na agregacdo
considerou-se notavel, considerando o grupo hetrogénio de
proteinas e sistemas peptidicos usados na anédlise, assim
como a variabilidade dos sitios nos quais ocorrem as varias

mutacdes.
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Exemplo 4: Aplicabilidade do algoritmo a modificagdes dque

envolvem varios residuos de aminoadcidos e o uso de paréa-

metros cinéticos sem ser a "velocidades de agregacgdo'".

A equacdo 1 foi testada em relacdo a outros
sistemas para avaliar a sua aplicabilidade a sistemas mais
gerais. 0Os célculos wusados para derivar a equacdo 1
baseiam-se na cinética de agregacdo experimentada por
variantes de proteinas e péptidos que diferem num unico
residuo em relacdo a sequéncia original. As velocidades
(Vmut €  Ves)usadas na expressédo correspondem a fase
exponencial de agregacdo para cada um dos péptidos, e néo
incluem qualgquer periodo de laténcia ou fase de nucleacéo

que preceda essa fase.

Foram incluidos derivados de duas variagdes de
Calcitonina para testar a validade desta expressido para
predizer as propensdes de agregacdo de péptidos. A primeira
era para avaliar se o efeito de varias substituicdes
poderia ser previsto do mesmo modo que o algoritmo era
capaz com mutacdes pontuais. A segunda era para incluir
como paradmetro cinético o gquociente relativo de tempos de
agregacdo  (Tmut/Tts) . Incluindo o efeito d uma fase de
laténcia na cinética de agregacdo exibida pelos péptidos,
os tempos de agregacao para cada um dos péptidos (1),
poderia ser definido de dois modos diferentes: o primeiro
era o tempo de nucleacdo ou tempo que precede a iniciacédo

da agregacdo ou o desenvolvimento da turbidez da solu-



PE1586059 - 41 -

cédo(Tl), e o segundo corresponderia ao meio tempo de
agregacdo ou o tempo no qual variacdes nas medig¢des usadas
para monitorizar a agregacéo ("light scattering" ou
qualguer outro método)atingiam metade do seu valor méximo
(T2) . Isto pode permitir a aplicacdo da equacdo para prever
as propensdes de agregacdo para o intervalo mais alargado

de moléculas com aspectos de concepcdo (design) diferentes.

Os célculos foram feitos em duas variantes de
Calcitonina, usando dados disponiveis na literatura
(Arvinte, et al. 1993, J Biol Chem 268: 6415-6422) e
estudos prévios incluidos noutro pedido de patente por
alguns membros do grupo (Zurdo & Dobson, WO 02/083734,
PCT/GB02/01778). Os cé&lculos foram efectuados usando dados
divulgados nessas publicacdes, produzindo os valores
indicados na tabela 3. Em ambos 0s casos © valor para o

pardmetro 1+s foi obtido idependentemente.

Tabela 3.Variacdes previstas e experimentais nos tempos de agregacdo exibidos

pelos varios péptidos da calcitonina quando comparados com a sequéncia humana

In (Vue/Vis)cal=  |1n (Vpe/ Vis) ObsSer—| (Tpw/Tes) cal— (Tpe/Tes) OsET—
culado vado culado vado
1Salmdo-1 -10,54 -10, 31 37;681,05 ~30000*
2SEQ ID No 14 -5, 60 -4,61°/-5,71° 100° /300*

Dados obtidos de Arvinte et al (1993)J Biol Chem 268, 6415-6422. Salmon
calcitoninhas 16 modified positions when compared to the human sequence.
’Sequéncia revelada em Zurdo&Dobson (WO02/083734,PCT/GB02/01778) e
Zurdo&Ddobson (cbservacdes ndo publicadas) .Sequéncia IDnol4d mostra 6 posicdes
modificadas quando comparadas com a sequéncia humana.

*Valores para calcular T foram obtidas usando Tl como descrito acima.

"Valores para calcular T foram obtidas usando T2 como descrito acima.
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Os calculos para variacdes no tempo de agregacédo
foram efectuados assumindo as seguintes relacdes com

velocidades de agregacdo descritas pela equacédo 1.

('mut/'ts) = (Ves/Vmue) =1 /eXP (1n ($uut/B:s) )

Esta anédlise mostra que a equacdo 1 pode ser
usada para prever o comportamento de agregacdo de um dado
polipéptido que tem mais do que uma modificacdo de
aminodcidos comparada com a sequéncia polipeptidica
original. Além disso, sugere que, em Sistemas em que estéa
presente uma fase de laténcia, ou a velocidade de agregacédo
pode ser dificil de calcular, parémetros cinéticos alter-
nativos representados pelos tempos de agregacdo (Tl-tempo
de nucleacdo-ou T2-meio tempo de agregacédo)podem fornecer
valores validos para comparar com as previsdes dadas pela

equacao 1.

Exemplo 5: Aplicabilidade do algoritmo para modificacgdes

envolvendo adicdo ou deleccdo de residuos de aminoacidos:

péptidos AP ligados com a doenga de Alzheimer

Os péptidos AR (1-40) e AR(1-42) que estdo asso-
ciados com a doenca de Alzheimer apresentam diferencas nas
suas propensdes para agregacdo. O0s péptidos diferem na
sequéncia somente em dois residuos no terminal C. Os
métodos da invencdo explicam a elevada propensdo para
agregar da forma de 42 residuos, relativamente a forma de

40 residuos do péptido amildide B associado com a doenca de
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Alzheimer (Jarrett et al., 1993). De facto, embora a
propensdo para formacdo de hélice-a e a carga do péptido
como um todo ndo parecam ser alterados com a adicdo do
dipéptido Ile-Ala no terminal C, os valores de hidrofo-
bicidade e propensdo para formacdo de folha-f dos dois
residuos sdo mais elevados do que os valores médios

calculados para o péptido inteiro.

De um ponto de vista quantitativo, a variacédo da
hidrofobicidade resultante da adicdo de dois residuos no
terminal-C pode ser calculada como AHidr = Hidri,
Hidrp.te,em gue Hidris é€ a hidrofobicidade média dos 40
residuos que formam a forma curta do péptido; Hidrgw: € a
hidrofobicidade média dos dois residuos inseridos (Ile-
Ala). A variacdo na propensdo para folha-B resultante da
insercdo pode ser calculada de modo semelhante. Isto leva a
previsdo de que a forma longa se agrega 7 vezes mais
despressa do que a forma curta, em boa concordancia com o©
perfil cinético relatado por Jarrett et al., 1993 que
observou uma aceleracdo de 7-8 vezes (Jarrett JT, Berger
EP, Lansbury PT Jr. The carboxy terminus of the beta
amyloid protein is critical for the seeding of amyloid
formation: implications for the pathogenesis of Alzheimer's

disease. Biochemistry, 32, 4693-4697 (1993)).

Exemplo 6: Sistema informadtico para operar o método da

invengéo

No que se refere a Figura 3, esta mostra um

diagrama de bloco de um sistema informdtico para imple-
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mentar uma forma de realizacdo do método acima descrito. Um
sitema de computador para uso geral 300 compreende um
processador 300a acoplado a memdéria de computador 300b que
armazena cbéddigo de programa de computador para implementar
as formas de realizacdo do método, como descrito mais
abaixo, e interfaces 300c tais como écran de computador
convencional, teclado, rato e impressora, assim como outras
interfaces tais como uma interface de rede, uma interface
de controlo para um sintetizador de péptidos e interfaces

de software tais como uma interface de base de dados.

O sistema de informédtico 300 aceita a introducéao
por um utilizador a partir de um dispositivo de entrada 304
tal como um teclado, ficheiro de dados de entrada, ou uma
interface de rede, e fornece um resultado para um
dispositivo de saida 308 tal como uma impressora, interface
de rede ou dispositivo de armazenamento de dados. O
dispositivo de entrada 304 recebe uma entrada (input) que
compreende uma sequéncia de aminoacidos para o péptido
modificado (e.g. mutante)assim como valores de ©pH e
temperatura apropriados para um ambiente para o gqual é
determinada a velocidade de agregacdo do polipéptido.
Também pode ser introduzido um factor de correccgédo
glicina/prolina, tal como uma ponderacdo para um factor de
distorcdo estrutural que interfere com a formacdo de folha-
R intermolecular ou agregacdo. O dispositivo de saida 308
fornece informacdo comparativa da velocidade de agregacéo
tal como um log (base 10 ou natural) do quociente de

agregacédo, por exemplo, um quociente de metade para a
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agregacdo de um mutante em comparacdo com um polipéptido

tipo selvagem.

O sistema de computador 300 estd acoplado com um
armazenamento de dados 302 que armazena dados de hidrofo-
bicidade, dados de propensdo para formacdo de folha-B (como
valores de propensdo per se ou em termos de energia livre)e
dados de carga. Este dado é armazenado para cada aminoécido
(residuo) e preferivelvente, ¢é armazenado uma pluralidade
de conjuntos de cada um destes tipos de dados correspon-
dendo a valores diferentes de pH e temperatura. O sistema
de computador, na forma de realizacdo ilustrada, é mostrado
com 1interface para um calculador 306 de propensdo para
hélice-a. Isto pode ser uma magquina separada, por exemplo
acoplada a um sistema de computador 300 através de uma
rede, ou pode compreender um programa separado que corre
num sistema de computador de uso geral 300, ou noutras
formas de realizacdo o cbdédigo de propensdo para formacdo de
hélice-a pode ser armazenado numa area de armazenamento de
programa 300b e operar de forma unitdria com o cddigo de
determinacdo da velocidade de agregacdo descrito abaixo. No
entanto, qualgquer que seja o método empregado, o calculador
de propensdo para hélice-a recebe os dados de sequéncia,
indirectamente do dispositivo de entrada do utilizador, e
fornece o dado de propensdo para formacdo de hélice-a em
retorno. Estes dados e os dados no armazenamento de dados
302 podem ser determinados para um aminodcido na base de um
aminodcido ou podem ser determinados tendo em conta o

contexto de sequéncia, por exemplo, usando uma Jjanela sobre
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a sequéncia para modificar valores dos dados dependendo dos

aminodcidos na vizinhanca.

Como ilustrado, o sistema informdtico 300 também
pode fornecer uma saida de controlo de dados 310 a um
sintetizador de péptidos automéatico 312. 0Os dados de con-
trolo compreendem geralmente uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido. Deste modo o sistema de computador 300
pode ser ©programado para comparar automaticamente @ as
propriedades de um nUmero de polipéptidos modificados (e.g.
mutantes) e seleccionar um ou mais destes gue se prevé que
tenham propriedades favoraveis para a sintese automatizada.
Um exemplo de um sintetizador deste tipo seria um

Sintetizador de péptidos ABI 433 A (Applied Biosystems).

Referindo-nos a seguir a figura 4, esta mostra um
procedimento para determinar uma velocidade de agregacédo
comparativa de acordo com o descrito acima. A Figura 4
representa um diagrama de fluxo de uma forma de realizacédo

de cdédigo a correr na membdéria do programa 300b da Figura 3.

No passo S400, wum wutilizador entra uma sequéncia de
aminodcidos, dados de pH e temperatura, opcionalmente com
dados do terminal C e N para a sequéncia. Depois, no passo
5402 o sistema de computador 1é os dados de hidrofobicidade
para a sequéncia entrada do armazenamento de dados e soma-
os para fornecer uma estimativa da hidrofobicidade para o
péptido codificado pela sequéncia. Quando estdo disponi-

veis, como altamente preferido, dados para um intervalo de
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valores de pH e temperatura s&do buscados os dados que mais
correspondem ao pH e temperatura desejados. Depois, como
passos S404 e S406, o procedimento 1&é os dados de carga e
dados de propensdo para formacdo de folha-f do armaze-
namento de dados, de um modo semelhante, somando os dados
de carga, para fornecer uma estimativa da carga para o
polipéptido que corresponde a sequéncia entrada e, de modo
semelhante, somando os dados de propensdo para formacdo de
folha-B (normalmente expressa em termos de energia livre).
Com a prolina, n&o estd disponivel um dado de propenséo
para folha-f e por isso o residuo de prolina pode ser
saltado quando se soma estes valores, ou pode ser empregue
um valor arbitrédrio de propensdo para formacdo de folha-f
ou um correspondente a outro aminodcido. Por exemplo , se a
propensdo para formacdoc de folha-pB for expressa em termos
de energia livre, pode ser usado um valor arbitrédrio de 1,
ou um valor correpondente a outro aminodcido. Opcionalmente
0s passos S5402 e S5S406 podem empregar uma "Jjanela" (por
exemplo 3, 5, 7 ou mais aminoédcidos) que incluiriam um
factor de correccdo para o efeito de residuos flanco nas
propriedades de um aminoacido particular, (i.e. para ter em
conta vizinhos préximos numa sequéncia de aminoacidos), em
vez de considerar cada aminodcido da sequéncia individual-

mente.

No passo S408, o procedimento fornece a sequéncia
entrada a um calculador de propensdo para formacdo de de
hélice-a, com os dados de pH e temperatura, e, gquando

disponiveis os dados dos terminais C e N. Um calculador de
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propensdo para formacdo de hélice-a S408a opera nestes
dados e retorna dados de volta ao procedimento do passo
S410, compreendendo os dados retornados um valor de pro-
pensdo para hélice-o para a sequéncia completa. Um cddigo
de programacdo conveniente para um calculador de propensédo
para hélice-a S408a compreende o cdbédigo AGADIR disponivel

em http://www.embl-heidelberg.de/Services/ serrano/agadir/

agadir-start.html, o cédigo GOR4 disponivel em http://npsa-

pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa gord.html e

outros cdédigos descritos acima. Uma pessoa especializada
reconhecerd que, se desejado, este cdédigo ou um cbdbdigo
recentemente concebido derivado de dados publicamente
acessiveis (descritos na literatura cientifica) ou dados
experimentais adicionais, podem ser incorporados no cdbddigo,
ao implementar o procedimento da Figura 4, em vez de ser

implementado como um procedimento separado.

No passo 35412 o procedimento determina entdo a
velocidade de agregacdo comparativa do polipéptido, defi-
nido pela sequéncia de aminédcidos importada, em comparacido
com um polipéptido de referéncia, usando a equacdo 1 acima.
Pode ver-se da equacdo 1 que a determinacdo da velocidade
de agregacdo comparativa requer uma diferenca em hidrofo-
bicidade, propensdo na estrutura secundadria e carga, € 08
valores para hidrofobicidade, propensdo na estrutura
secundaria e carga para polipéptidos de referéncia pode ser
determinada, ou repetindo os passos 5400 a S410 para o
polipéptido de referéncia, ou lendo os valores armazenados

destes pardmetros do armazenamento de dados 302, ou de



PE1586059 - 49 -

qualquer outro modo convencional. Se desejado, no passo
S412 os parametros ou factores de escala na equacdo 1 que
operam nas diferencas em hidrofobicidade, propenséo
estrutural e carga, podem ser seleccionados de conjuntos
de parémetros convenientes (passo S414) em resposta a dados
entrados tais como dados tipo polipéptido. Por exemplo, um
polipéptido de espiral aleatdéria pode usar parametros
diferentes de um polipéptido parcialmente enrolado ou
estruturado. Um polipéptido rico num tipo especifico de
residuo, tais como aminodcidos aromédticos ou carregados,

pode também requerer pardmetros diferentes.

Apds a determinacdo da velocidade de agregacédo
comparativa, pode ser aplicada uma correccdo opcional ao
passo S416 para residuos de prolina e ou glicina para ter
em conta preferéncias conformacionais ou estruturais
adicionais gque possam impedir a formacdo de estruras folha-
R ou agregadas intermoleculares por um dado péptido e
entdo no passo S418 o sistema faz sair o resultado do
cdlculo da velocidade de agregacdo comparativa. Isto pode
compreender um simples valor positivo ou negativo indicando
se a velocidade de agregacdo do polipéptido modificado
(e.g. mutante) é maior ou menor do que a do polipéptido de
referéncia, mas preferivelmente, compreende dados quanti-
tativos que se relacionam com velocidades de agregacao
comparativas tais como um log do quociente de velocidades

de agregacéo.

A figura 5 mostra um diagrama de fluxo de uma
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forma de realizacdo vantajosa para o procedimento da figura
4. Em particular a Figura 5 mostra um método para triagem
de polipéptidos modificados (e.g. mutacdes) para selec-
cionar candidatos com propriedades promissoras para inves-
tigacdo adicional e, opcionalmente, sintese. Assim no passo
3500 uma sequéncia de aminoacidos para um polipéptido de
referéncia ¢é introduzida juntamente com dados que iden-
tificam uma ou mais posicgdes modificadas (e.g. mutantes).
Opcionalmente o procedimento também pode permitir uma
modificacdo ou intervalo de mofificacdes a ser especi-
ficadas, por exemplo em termos de um conjunto pré-

determinado ou seleccdo de aminoéacidos.

A seguir a inicializacéo, no passo S$S502 o
procedimento gera uma sequéncia modificada que representa
uma das permutacdes possiveis definidas pelos dados
entrados e a seguir, no passo 5504, determina uma
velocidade de agregacdo comparativa para o polipéptido
modificado em comparacdo com o polipéptido de referéncia,
por exemplo usando o procedimento na Figura 4. A seguir, no
passo S506, o procedimento verifica se h& mais algumas
permutacdes para as quals se execute o calculo, e, em caso
afirmativo, volta de novo ao passo S502 até que tenha sido
gerado um conjunto completo de permutacdes possiveis. Em
seguida, no passo S508, o conjunto de dados de velocidade
de agregacdo comparativa para cada polipéptido modificado
(em comparacdo com a proteina de referéncia) ¢ exportado,
por exemplo como uma autolista, grafico ou de qualquer

outro modo conveniente. Estes dado podem entdo ser usados,
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por exemplo para identificar candidatos para a sintese e/ou
para comparacdo com outros dados tais como imunogeni-
cidade/antigenicidade. Em particular, um ou mails dos
"melhores" polipéptidos modificados, por exemplo mutantes
com uma velocidade de agregacdo particularmente elevada ou
baixa, podem ser coleccionados e os dados de sequéncia para
estes polipéptidos modificados exportados para um
sintetizador automdtico de péptidos tal como o sintetizador
312 da Figura 3 para produzir automaticamente as proteinas

mutantes para , por exemplo, investigacdo adicional.
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REIVINDICACOES

1. Um método de previsdo implementado por com-
putador para prever o efeito de uma modificacdo de amino-
dacido na velocidade de agregacdo (solubilidade) de um

polipéptido de referéncia que compreende:

calcular a diferenca de hidrofobicidade (AHidr) entre
0 polipéptido de referéncia e o polipéptido modi-
ficado;

calcular a difereca na propensdo para formacdo de
folha- (AAGespirai-o +AAGp_copira1) entre o polipéptido de
referéncia e o polipéptido modificado;

calcular a diferenca de carga (A Carga) entre o
polipéptido de referéncia e o polipéptido modificado;
calcular [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-a + AAGp_ecspira1) ]-[z*A
Cargal], em que x, y e z sdo factores de escala; e o
referido efeito previsto da referida modificacdo de
aminodacido na referida velocidade de agregacéao
(solubilidade) de [x*AHidr] +[y* (AAGecpirai-o + AAGs-
espiral) 1-[2*A Cargal], em que um valor para [x*AHidr]
+ly* (AAGespiral-o + AAGg_copirar) 1-[2*A Cargalde um
primeiro sinal indica que o polipéptido modificado tem
uma maior propensdo para agregar (menor solubilidade)
relativamente ao polipéptido de referéncia e um valor
para [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-« + AAGp-ccpirar) 1-[2*A
Carga] de um sinal oposto ao primeiro sinal indica que

0 polipéptido modificado tem uma propensdo reduzida
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para agregar (solubilidade mais elevada) relativamente

ao polipéptido de referéncia.

2. Um método de acordo com a reivindicacdo 1 em
que o efeito da modificacdo de aminodcido na velocidade de
agregacdo ¢€ expresso como 1In (Vpea/Veer), €em que um valor
positivo para 1In(vgeqd/Vyer) s indica que o ©polipéptido
modificado tem uma maior propensdo para agregar (menor
solubilidade) relativamente ao polipéptido de referéncia; e
um valor negativo para In (Vaoa/ Vier) indica que 0
polipéptido modificado tem wuma propensdo reduzida para
agregar (maior solubilidade) relativamente ao polipéptido

de referéncia.

3. Um método de acordo com qgualquer reivin-
dicacdo 1 ou 2, em que o factor de escala x é um valor de
0,59 a 0,064, o factor de escala y ¢ um valor de 0,19 a 0,22

e o factor de escala z ¢ um valor de 0,49 a 0,51.

4. Un método de acordo com a reivindicacédo 1,

em que x € 0,6, v é& 0,2 e z é& 0,5.

5. Um método de acordo com a reivindicacédo 1,

em que x é€ 0,63, yv & 0,20 e z & 0,409.

6. Um método implementado por computador para
identificar uma modificacdo de aminodcido que reduz a
velocidade de agregacdo (aumenta a solubilidade) de um

polipéptido de referéncia que compreende:
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usar um método de acordo com dqualquer das reivin-
dicagcdes 1 a b para prever a variacdo na velocidade de
agregacdo para um ou mais polipéptido(s) modifica-
do(s), tendo cada polipéptido modificado uma ou mais
modificacdes de aminodcido(s) em comparagdo com O
polipéptido de referéncia,

comparar as velocidades de agregacdo previstas do
polipéptido de referéncia e referidos um ou mais
polipéptidos modificados e identificar um ou mais
polipéptido(s) modificado(s) que tém uma velocidade de
agregacdo prevista reduzida relativamente ao poli-

péptido de referéncia.

7. Um método implementado por computador para
identificar uma modificacdo de aminocadcido que aumenta a
velocidade de agregacdo (diminui a solubilidade) de um

polipéptido de referéncia que compreende:

usar um método de acordo com qualquer das reivindi-
cacbes 1 a 5 para prever a variacdo na velocidade de
agregacdo para um ou mais polipéptido(s) modifi-
cado(s), tendo cada polipéptido modificado uma ou mais
modificacdes de aminodcidos em comparacdo com o poli-
péptido de referéncia,

comparar as velocidades de agregacdo previstas do
polipéptido de referéncia e referidos um ou mais
polipéptidos modificados e identificar um ou mais

polipéptido(s) modificado(s) gque tém uma velocidade de
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agregacdo aumentada prevista relativamente ao poli-

péptido de referéncia.

8. Um método implementado por computador para
produzir um polipéptido com velocidade de agregacdo redu-

zida, que compreende:

usar o método da reivindicacdo 6 para identificar uma
modificacdo que se prevé gque reduza a velocidade de
agregacdo do polipéptido; e

produzir um polipéptido com velocidade de agregacéo

reduzida com a referida modificacéo.

9. Um método implementado por computador para
produzir um polipéptido com velocidade de agregacdo aumen-

tada, qgque compreende:

usar o método da reivindicacdo 7 para identificar uma
modificacdo que se prevé que aumente a velocidade de
agregacdo do polipéptido; e

produzir um polipéptido com velocidade de agregacéo

aumentada com a referida modificacéo.

10. Um método de acordo com qualquer das reivin-
dicacgdes precedentes, em que a modificacdo compreende uma
ou mals substituicdes, deleccdes e/ou adicdes de amino-

acidos.

11. Um programa de computador que compreende um
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cébdigo de software para, quando em funcionamento, prever o
efeito de uma modificacdo de aminocdcido na velocidade de
agregacdo de um polipéptido, em qgque o cbdigo compreende

cébdigo para:

entrar uma modificacdo de aminadcido que converteria o
polipéptido a uma forma modificada do polipéptido;
calcular a diferenca de hidrofobicidade (AHidr) entre
0 polipéptido e o polipéptido modificado;

calcular a diferenca na propensdo para formacdo de
folha-f (AAGespirai-o + AAGp_ccpira1) entre o polipéptido e
0 polipéptido modificado;

calcular a diferenca de carga (A Carga) entre o
polipéptido e o polipéptido modificado.;

calcular [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-« + AAGp_espira1) l-[2*
A Cargal, em gque x, y e z sdo factores de escala; e o
referido efeito previsto da referida modificacdo de
aminoacido na referida velocidade de agregacéao
(solubilidade) de [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-o + AAGx
espira1) 1= [2*A Cargal, em que um valor para [x*AHidr]
tly*  (AAGegpirai-o  +  AAGpespira1) ]-[2*A  Carga] de um
primeiro sinal indica gque o polipéptido modificado tem
uma maior propensdo para agregar (menor solubilidade)
relativamente ao polipéptido de referéncia e um valor
para [x*AHidr] +[y* (AAGecpirai-a + AAGp-espira1) | -[2*A
Carga] de um sinal oposto ao primeiro sinal indica que
0 polipéptido modificado tem uma propensido reduzida
para agregar (solubilidade mais elevada) relativamente

ao polipéptido de referéncia.
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12. Programa de computador gque compreende sof-
tware codificado para, guando em funcionamento, identificar

um polipéptido modificado, compreendendo o cdédigo:

cddigo para prever uma modificacdo na velocidade de
agregacdo para um ou mais polipéptidos modificados,
tendo cada polipéptido modificado uma ou mais
modificacdes de aminodcidos guando comparado com O
polipéptido de referéncia, sendo a variacdo na
velocidade uma modificacdo de uma velocidade de
agregacdo do referido polipéptido de referéncia, em
que o cédigo compreende o cddigo como reivindicado na
reivindicacédo 11; e

cbébdigo para identificar um ou mais dos referidos
polipéptidos modificados dependendo da referida

variacédo prevista na velocidade de agregacédo.

13. Um suporte de dados gque transporta o pro-

grama das reivindicacdes 11 ou 12.

14. Um sistema de computador para determinar a
velocidade de agregacdo de um segundo polipéptido em
relacdo a um polipépeptido de referéncia, tendo o referido
segundo polipéptido e o referido polipéptido de referéncia
uma sequéncia de aminoacidos, compreendendo a sequéncia de
aminodcidos do referido segundo polipéptido uma verséo
modificada da sequéncia de aminoadcidos do referido poli-
péptido de referéncia, compreendendo o sistema de compu-

tador (informdtico):
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um armazenamento de dados para armazenar dados
compreendendo dados de hidrofobicidade, dados de
propensdo para formacdo de folha-f e dados de carga
para um conjunto de aminoacidos;

uma area de armazenamento de programas que armazena um
cddigo implementado por um processador; e

um processador, acoplado a referida 4rea de armaze-
namento de programas e ao referido armazenamento de
dados para implementar o referido cdédigo armazenado,
compreendendo o c¢bdédigo um cddigo para controlar o

processador para:

introduzir uma sequéncia de aminoédcidos para o
referido segundo polipéptido;

ler os dados de hidrofobicidade para a sequéncia
de aminocécidos do referido segundo polipéptido a
partir da referido armazenamento de dados e
determinar um valor de hidrofobicidade para o
referido segundo polipéptido;

ler os dados de carga para a sequéncia de
aminoacidos do referido segundo polipéptido do
referido armazenamento de dados e determinar um
valor de propensdo para formacdo de folha-f para
o referido segundo polipéptido;

determinar um valor de propensdo para formacdo de
hélice-oa para o referido segundo polipéptido;
obter os dados de hidrofobicidade, os dados de

carga, os dados de propensdo para formacado de
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folha-f e um valor de propensdo para formacdo de
hélice-a para o referido polipéptido de refe-
réncia; e

determinar a referida velocidade de agregacéo
relativa, usando a referida hidrofobicidade,
carga, dados de propensdo para formacdo de folha-
B e propensdo para hélice-a para os referidos
polipéptidos segundo e de referéncia avaliando
xAH+yAG-zAC em que x, y e z sdo factores de
escala, AH representa a diferenca em hidrofobi-
cidade entre o referido segundo polipéptido e o
referido polipéptido de referéncia, AG representa
a diferenca entre o referido segundo polipéptido
e o0 referido polipéptido de referéncia na propen-
sdo para converter de uma estrutura de hélice-o
para uma estrutura de folha-f e AC representa a
diferenca de carga entre o referido segundo
polipéptido e o referido polipéptido de referén-
cila e em que um valor para =xAH+yAG-zAC de um
primeiro sinal indica que o segundo polipéptido
tem uma maior propensdo para agregar relativa-
mente ao polipéptido de referéncia e um valor de
xAH+yAG-zAC de um sinal oposto ao primeiro sinal
indica que o segundo polipéptido tem uma propen-
sdo reduzida para agregar relativamente ao

polipéptido de referéncia.

15. Um sistema informdtico como reivindicado na

reivindicacdo 14, em gque o referido cédigo para determinar
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a referida velocidade de agregacdo relativa compreende um
cédigo para determinar um valor aproximado para um
logaritmo de um quociente entre uma velocidade de agregacéo
do referido segundo polipéptido e a velocidade de agregacéo

do referido polipéptido de referéncia.

16. Um sistema informdtico como reivindicado nas
reivindicac¢des 14 ou 15 em qgque o referido cdéddigo para
determinar um valor de hidrofobicidade para o referido
segundo polipéptido é configurado para combinar os valores
de hidrofobicidade para aminoédcidos da sequéncia do segundo
polipéptido, tendo em conta a vizinhanca de um aminoc&cido

na referida sequéncia.

17. Sistema informético como reivindicado nas
reivindicacdes 14, 15 ou 16 em que o referido cdédigo para
determinar um valor de ©propensdo para formacdo de folha-f
para o referido segundo péptido é configurado para combinar
valores de propensdo para folha-f para aminoadcidos da
sequéncia para o segundo polipéptido, tendo em conta a

vizinhanca de um aminocdcido na referida sequéncia.

18. Sistema informdtico como reivindicado em
qualquer das reivindicag¢des 14 a 17 em que o referido
cédigo compreende adicionalmente um cddigo para introduzir
um factor de correccg¢do para Glicina e/ou Prolina, e em que
o referido cédigo para determinar a referida velocidade
relativa de agregacdo compreende adicionalmente um cdbédigo

para aplicar o referido factor de correccéo.
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19. Um sistema informadtico como reivindicado em
qualquer das reivindicagdes 14 a 18 em que o referido
armazenamento de dados ¢é configurada para armazenar oOS
referidos dados de hidrofobicidade, dados de propensdo para
folha-B e dados de carga para uma pluralidade de temperatu-
ras e/ou valores de pH, em que o referido cédigo compreende
adicionalmente um cdédigo para entrada de dados de pH e/ou
temperatura para o referido segundo péptido e em que o
referido cdédigo para ler os referidos dados de hidrofo-
bicidade, dados de propensdo para formacdo de folha-f e
dados de carga, estd configurado para seleccionar dados a
ler a partir do referido armazenamento de dados dependendo

dos referidos dados de entrada de pH e/ou temperatura.

20. Um sistema informatico como reivindicado na
reivindicacdo 19 em qgue o referido cdédigo compreende
adicionalmente um cédigo para entrada de dados de seleccédo
e um cdédigo para seleccionar um referido factor de escala,
do referido armazenamento de dados, em resposta aos

referidos dados de seleccéo.

21. Um Sistema informético tal como reivindicado
em qualquer das reivindicacdes 14 a 20, em que o referido
cédigo compreende adicionalmente um c¢bédigo para gerar
sequéncias para um ou mais segundos polipéptidos, um cbdédigo
para determinar a referida velocidade de agregacdo relativa
de cada uma das referidas sequéncias dos referidos um ou

mais segundos polipéptidos e um cbdédigo para saida de dados
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correspondentes as referidas velocidades de agregacéo

relativas, determinadas.

22. Um Sistema informatico tal como reivindicado
em qualquer das reivindicacgtes 14 a 20 em que o referido
cébdigo compreende adicionalmente um cbédigo para gerar
sequéncias para um ou mais dos referidos segundos poli-
péptidos, um cbédigo para determinar a referida velocidade
de agregacdo relativa de cada uma das referidas sequéncias
dos referidos um ou mais segundos polipéptidos , um cdédigo
para seleccionar a referida sequéncia gerada e um cdédigo

para saida das referidas sequéncias seleccionadas.

23. Um programa de computador que compreende um

cbdbdigo de software de qualquer das reivindicacdes 14 a 22.

24. Um suporte de dados legivel por computador

que compreende o programa da reivindicacdo 23.

25. Um método implementado por computador para
determinar um indicador da velocidade de agregacéo
relativa, predizendo o referido indicador de velocidade de
agregacédo relativa, a velocidade de agregacdo de um segundo
polipéptido em comparacdo com a velocidade de agregacdo de
um polipéptido de referéncia, compreendendo o referido
segundo polipéptido uma ou mais modificacdes de aminoacidos
em comparacdo com O polipéptido de referéncia, compre-

endendo o método:
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determinar a diferenca de hidrofobicidade (AHidr)
entre o referido segundo polipéptido e o referido
polipéptido de referéncia;

determinar a difereca na diferenca na propensdo para
formacédo de folha-f (AAGecpirai-o +AAGg_cspira1) entre o
referido segundo polipéptido e o referido polipéptido
de referéncia;

determinar a diferenca de carga (A Carga) entre o
referido segundo polipéptido e o referido polipéptido
de referéncia;

formar uma combinacdo ponderada da referida diferenca
de hidrofobicidade, a referida diferenca de propenséo
na estrutura secundédria, a referida diferenca de
carga, para determinar o referido indicador da
velocidade de agregacdo relativa calculando [x*AHidr]
+[y* (AAGegpirai-a + AAGp_cepira1) ]-[z*A Cargal, em que x,
y e z sdo factores de escala e em que um valor para
[x*AHidr] +[y* (AAGegpirai-a + AAGp_ecpira1) 1-[2z*A Cargal
de um primeiro sinal indica que o segundo polipéptido
tem  uma maior propensao para agregar (menor
solubilidade) relativamente ao polipéptido de
referéncia e um valor para [x*AHidr] +[y* (AAGespirai-o
+ AAGg_cepira1) ]-[2z*A Cargal] de um sinal oposto ao
primeiro sinal indica gque o segundo polipéptido tem
uma propensdo reduzida para agregar (solubilidade mais

elevada) relativamente ao polipéptido de referéncia.

26. Um método como reivindicado na reivindicacéao

25 em que o referido indicador da velocidade de agregacéo



PE1586059 - 13 -

relativa compreende um logaritmo de um quociente de
velocidades de agregacdo do referido segundo polipéptido e

do referido polipéptido de referéncia.

27. Um método tal como reivindicado nas reivin-
dicacdes 25 ou 26 compreendendo adicionalmente determinar
0s pesos para a referida combinacdo ponderada, utilizando
velocidades de agregacdo conhecidas para mutacdes do

referido polipéptido de referéncia.

28. Um método tal como reivindicado nas reivin-
dicacdes 25, 26 ou 27 comprendendo adicionalmente determi-
nar os pesos para a referida combinacdo ponderada usando
velocidades de agregacdo conhecidas para mutacdes de um

segundo polipéptido de referéncia.

29. Um método implementado por computador para

seleccionar um polipéptido para sintese que compreende:

criar um conjunto de polipéptidos candidatos a partir
de uma sequéncia polipeptidica de referéncia;
determinar uma velocidade de agregacdo relativa para
cada um dos referidos candidatos usando

o método de qualquer das reivindicacbes 25 a 28; e
seleccionar um referido candidato para a sintese
dependendo do resultado da referida determinacdo das

velocidades de agregacdo relativas.
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30. Programa de computador adaptado para execu-

tar o método de gqualgquer das reivindicacgdes 25 a 29.

31. Programa de computador adaptado para execu-
tar o método de seleccdo de um polipéptido para sintese,

comprendendo 0s passos:

criar um conjunto de polipéptidos candidatos a partir
de uma sequénca polipéptidica de referéncia;
determinar a velocidade de agregacdo relativa para
cada um dos referidos candidatos, usando o método de
qualquer das reivindicacdes 25 a 29; e

seleccionar um referido candidato para a sintese
dependendo dos resultados da referida determinacdo da

referida velocidade de agregacdo relativa.

32. Um suporte de dados legivel por computador

comprendendo o programa de computador das reivindicacgdes 30

ou 31.

33. Um sistema informético que compreende meios

para executar o método das reivindicagdes 25-29.

Lisboa, 21 de Maio de 2010
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