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DESCRICAO

“MOLDES MANIPULADOS E SUA UTILIZAGCAO EM AMPLIFICACAO COM
INICIADOR UNICO”

Campo técnico

Esta divulgacgédo refere-se moldes manipulados uUteis para
amplificagcdo de uma sequéncia de 4acido nucleico alvo. Mais
especificamente, moldes que sao manipulados para conter
sequéncias complementares nas suas extremidades opostas sao
proporcionados por uma reaccgdo de extensdo de oligonucledtido
interna (NOER). O molde manipulado permite Amplificacdo com
Inciador Unico (SPA) para amplificar uma sequéncia alvo no molde
manipulado. Em formas de realizagdo particularmente duteis, as
sequéncias alvo dos moldes manipulados sao clonadas em veiculos
de expressao para proporcionar uma biblioteca de polipéptidos ou

proteinas, tal como, por exemplo, uma biblioteca de anticorpos.

Antecedentes da Técnica Relacionada

Os métodos para amplificacdo de &acidos nucleicos e deteccao
de produtos de amplificacdo auxiliam na deteccao, identificacéo,
quantificacdo e andlise de sequéncia de sequéncias de Aacidos
nucleico. A amplificacdo de &cidos nucleicos € um passo
importante na construcdao de bibliotecas de genes relacionados,
tal como, por exemplo anticorpos. Estas bibliotecas podem ser

pesquisadas para anticorpos possuindo actividades especificas,



desejaveis. A andlise de 4&cido nucleico ¢é importante para a
deteccadao e identificacdao de patogénicos, deteccdao da alteracéao
de genes que leva a fendétipos definidos, diagndstico de doencas
génica ou a susceptibilidade a uma doencga, avaliacao da
expressadao de um gene no desenvolvimento, doenca e em resposta a
estimulos definidos, assim como os varios projectos de genoma.
Outras aplicacgdes do método da amplificacdo de &acidos nucleicos
incluem a deteccdo de células raras, deteccdo de patogénicos e a
deteccdo da expressao de genes alterada em malignidade, e
semelhantes. A amplificacdo de 4&acidos nucleicos € também util
para andlise gualitativa (tal como, por exemplo, a deteccdo da
presenca de sequéncias definidas de 4acido nucleico) e a
quantificacao de sequéncias de genes definidas (uteis, por
exemplo, na avaliacdo da gquantidade de sequéncias patogénicas,
assim como a determinacdao de multiplicacdo ou delecdo do gene e
transformacao de células do tipo de célula normal para maligna,
etc.). A deteccado das alteragdes de sequéncia numa sequéncia de
dcido nucleico € importante para a deteccdo de gendtipos
mutantes, como relevantes para andlise genética, deteccdo de
mutagdes que levam a resisténcia a farmaco, farmacogendmica,

etc.

Existem muitas variacdes de amplificacdo de &cido nucleico,
por exemplo, amplificacao exponencial, amplificacdo linear
ligada, amplificacdo com base em ligacdo e amplificacdo com base
em transcricdo. Um exemplo de método de amplificacdao exponencial
de &cidos nucleicos é a reaccgdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)
que foi divulgada em varias publicacgdes. Ver, por exemplo,
Mullis et al. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263-273
(1986); Mullis K. EP 201184; Mullis et al. Pat. U.S. N° 4582788;
Erlich et al., documentos EP 50424, EP 84796, EP 258017,
EP 237362; e Saiki R. et al. Pat. U. S. N° 4683194. De facto, a
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reacgcao em cadeia pela polimerase (PCR) ¢ o método de
amplificagcdo de alvo mais regularmente utilizado. A PCR
baseia-se em ciclos multiplos de desnaturacao, hibridacao de
dois iniciadores de oligonucledtido diferentes, cada uma para a
cadeia oposta das cadeias alvo e extensdo do iniciador através
de uma polimerase de nucledétido para produzir multiplas cdédpias

de cadeia dupla da sequéncia alvo.

Também foram divulaos métodos de amplificacdo que empregam
um uUnico iniciador. Ver, por exemplo, Pat. U.S. N° 5508178;
5595891; 5683879; 5130238; e 5679512. 0O iniciador pode ser um
iniciador gquimérico de ADN/ARN, como divulgado na Pat. U.S.

N° 5744308.

Alguns métodos de amplificacdo utilizam oligonucledtidos de
troca de molde (TSO) e oligonucledétidos Dblogueadores. Por
exemplo, uma amplificacdao de troca de molde na gqual séao
utilizados iniciadores de ADN qguiméricos € divulgado nas Pat.
U.S. N° 5679512; 5962272; 6251639 e por Patel et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93: 2969-2974 (199¢6).

Todavia, os métodos de amplificacao de alvo previamente
descritos possuem varias desvantagens. Por exemplo, o0s métodos
de amplificacdo a base de transcricdo, tails como Amplificacéo
Baseada na Sequéncia de Acidos Nucleicos (NASBA) e amplificacio
mediada por transcricao (TMA), sao limitados pela necessidade de
incorporagao da sequéncia do promotor da polimerase no produto
de amplificagcdo por um iniciador, um processo com fortes
probabilidades de resultar em amplificac¢des nao especificas.
Outro exemplo de uma desvantagem dos métodos correntes de
amplificacdo é a necessidade de dois eventos de 1ligagao dque

podem possuir ligacdao Oéptima a diferentes temperaturas, assim
3



como a utilizacdo de iniciadores contendo sequéncias que ocorrem
naturalmente. Esta combinacadao de factores resulta no aumento da
probabilidade de desemparelhamento e resultante amplificacao de

sequéncias diferentes da sequéncia alvo.

Por isso, existe uma necessidade para métodos melhorados de
amplificacdo de &acidos nucleicos que superem estas desvantagens.
A  invencado aquil proporcionada satisfaz esta necessidade e

proporciona beneficios adicionais.

Sumario

Foram agora descobertos novos métodos de amplificacao de
dcidos nucleicos que incluem os passos de: a) emparelhamento de
um iniciador com uma sequéncia de 4dcido nucleico molde,
possuindo o iniciador uma primeira porc¢ado que emparelha com o
molde e uma segunda porcao da sequéncia pré-determinada gque néao
emparelha com o molde; b) sintese de um polinucledtido que é
complementar, a porcdao do molde entre a localizacdo na gqual a
primeira porg¢do do iniciador emparelha com o molde e a
extremidade do molde, possuindo o polinucledétido uma primeira
extremidade e uma segunda extremidade, em que a primeira

extremidade incorpora o iniciador; c) separacao o polinucledtido

sintetizado no passo (b) do molde; d) emparelhamento um
oligonucledtido molde com a segunda extremidade do
polinucledétido sintetizado no passo (b), possuindo o

oligonucledétido molde uma primeira porgcdao gque emparelha com a
segunda extremidade do polinucledétido e uma segunda pPoOrgao
possuindo a mesma sequéncia pré-determinada como a segunda
porgao do iniciador; e) extensao do o polinucledétido sintetizado
no passo (b) para proporcionar uma sua porg¢ao terminal que é
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complementar a sequéncia pré-determinada, em gque o referido
oligonucledétido molde nado € estendido na sua extremidade 3’; e
f) amplificacdo do polinucledétido estendido utilizando um uUnico

iniciador possuindo a sequéncia pré-determinada.

Numa forma de realizacao alternativa, o método inclui os
passos de a) emparelhamento de um iniciador e um oligonucledtido
de fronteira com uma sequéncia de &dcido nucleico molde,
possuindo o iniciador uma primeira porc¢cao gque emparelha com o
molde e uma segunda porcao da sequéncia pré-determinada gque néao
emparelha com o molde; b) sintese de um polinucledtido que é
complementar a porcdo do molde entre a localizacdo na qual a
primeira porg¢ado do iniciador emparelha com o molde e a porgao do
molde com a qual o oligonucledétido de fronteira emparelha,
possuindo o polinucledétido uma primeira extremidade e uma
segunda extremidade, em que a primeira extremidade incorpora o
iniciador; c¢) separacdo do polinucledtido sintetizado no passo
(b) do molde; d) emparelhamento de um oligonucledétido molde com
a segunda extremidade do polinucledtido sintetizado no passo
(b), possuindo o oligonucledétido molde uma primeira porcao gue
emparelha com a segunda extremidade do polinucledétido e uma
segunda porc¢ao possuindo a mesma sequéncia pré-determinada que a
segunda porg¢ao do iniciador; e) extensdo do polinucledtido
sintetizado no passo (b) para proporcionar uma sua pPoOrgao
terminal que é complementar a sequéncia pré-determinada, em que
o referido oligonucledétido molde nado ¢é estendido na sua
extremidade 3’; e f) amplificacdo do polinucledétido estendido
utilizando um anico iniciador possuindo a sequéncia

pré-determinada.

Estd também contemplado que uma cadeia de 4&acido nucleico

manipulado possuindo uma sequéncia pré-determinada na sua
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primeira extremidade e uma sequéncia complementar a sequéncia
pré-determinada na sua outra extremidade ¢é ela prdpria um

aspecto desta divulgacao.

Noutro aspecto, esta divulgacgdo proporciona um método de
amplificar uma cadeia de 4&acido nucleico que inclui os passos de
proporcionar uma cadeia de acido nucleico manipulado possuindo
uma sequéncia pré-determinada na sua primeira extremidade e uma
sequéncia complementar a sequéncia pré-determinada na sua outra
extremidade; e colocar em contacto a cadeia de &acido nucleico
manipulado com um iniciador possuindo a sequéncia
pré-determinada na presenca de uma polimerase e nucledétidos em

condic¢cdes adequadas para a polimerizacao dos nucleédtidos.

Os processos de amplificacdo e moldes manipulados aqui
descritos podem ser utilizados para preparar produtos
amplificados que podem ser ligados a um vector de expressao
adequado. O vector pode ser entao utilizado para transformar um
organismo hospedeiro apropriado utilizando métodos convencionais
para produzir o polipéptido ou proteina codificados ©pela
sequéncia alvo. Em formas de realizacdo particularmente uteis,
as técnicas aqui descritas sao utilizadas para amplificar uma
familia de sequéncias relacionadas para construir uma biblioteca

complexa, tal como, por exemplo uma biblioteca de anticorpos.

Breve Descricdo das Figuras

A Fig. 1 é uma ilustracdo esquemdtica de um iniciador e

oligo de fronteira emparelhado com um molde;



A Fig. 2A ¢é uma ilustracdo esquemdatica de um oligo de

restricdo emparelhado com uma cadeia de acido nucleico;

A Fig. 2B €& uma 1lustracdo esquemdtica de um iniciador
emparelhado com um molde qgue possui uma extremidade 57

encurtada;

A Fig. 3 é uma ilustracdo esquemdtica de uma forma de
realizacdo alternativa, em gque sao realizadas multiplas rondas
de polimerizacdao e um oligonucledétido de restricdao é emparelhado
com as cadelas sintetizadas de novo, em vez de com o molde

original;

A Fig. 4 é uma ilustracdo esquemdatica de um oligo interno
emparelhado com uma cadeia de 4&acido nucleico sintetizada de

novo;

A Fig. 5 é uma ilustracdo esquemdtica de um molde manipulado

de acordo com esta divulgacgao;

A Fig. 6 é uma ilustracdo esquemdtica da amplificacdo de

iniciador tnico de um molde manipulado;

A Fig. 7 apresenta a sequéncia do oligo interno designada

TMX24CMnpt;

As Figs. 8a-e apresentam as sequéncias de Fab isolados

produzidos no Exemplo 3; e

As Figs. 9a-d apresentam as sequéncias de Fab isolados

produzidos no Exemplo 5.



Descricdo Detalhada das Formas de Realizacdo Preferidas

A presente divulgacadao proporciona um método de amplificacéao
de uma sequéncia de 4acido nucleico alvo. Em formas de realizacgédo
particularmente uUtels, a sequéncia de 4acido nucleico alvo é um
gene que codifica um polipéptido ou proteina. A divulgacao
também descreve como o0s produtos da amplificagdo podem ser
clonados e expressos em sistemas de expressao adequados. Em
formas de realizacgcdao particularmente uteis, a técnicas aqui
descritas sdo utilizadas para amplificar uma familia de
sequéncias relacionadas para construir uma biblioteca complexa,

tal como, por exemplo uma biblioteca de anticorpos.

A sequéncia de acido nucleico alvo é amplificada
exponencialmente através de um processo que envolve apenas um
unico iniciador. A capacidade para empregar um uUnico iniciador
(i. e., sem a necessidade de ambos o0s iniciadores de sentido
directo e reverso, possuindo cada um sequéncias diferentes) é
alcancada manipulando uma cadeia de 4acido nucleico que contém a
sequéncia alvo a ser amplificada. A cadeia de &cido nucleico
manipulada (por vezes aquil referido como o “molde manipulado”) é
preparada a partir de dois moldes; nomeadamente, 1) um material
de partida que é um &acido nucleico natural ou sintético (e. g.,
ADN ou ADNc) contendo a sequéncia a ser amplificada e 2) um
oligonucledétido interno 0O material de partida pode ser
considerado o molde original. O oligonucledétido interno &
utilizado como um molde para estender a sequéncia de nucledtidos
do molde original durante a criacgdo da cadeia de 4acido nucleico
manipulada. A cadeia manipulada de 4&acido nucleico é criada a
partir do molde original por uma série de manipulacgdes gue
resultam na presengca de sequéncias complementares nas suas
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extremidades opostas. Sado estas sequéncias complementares que
permitem a amplificacdo utilizando apenas um Gnico iniciador.
Qualquer 4acido nucleico, na forma purificada ou nao
purificada, pode ser utilizado como o material de partida para
0s processos aqui descritos desde que contenha ou seja suspeito
de conter, a sequéncia de &cido nucleico alvo a ser amplificada.
Assim, o material de partida empregue no processo pode ser, por
exemplo, ADN ou ARN, incluindo ARN mensageiro, cujo ADN ou ARN
pode ser de cadeia simples ou de cadeia dupla. Adicionalmente,
pode ser utilizado um hibrido de ADN-ARN que contém uma cadeia
de cada um. Pode também ser empregue uma mistura de qualgquer um
destes 4dcidos nucleicos ou podem ser utilizados aqui os &cidos
nucleicos produzidos a partir de uma reacgcao de amplificacao
prévia utilizando os mesmos 1iniciadores ou diferentes. A
sequéncia de 4cido nucleico alvo a ser amplificada pode ser uma
fraccao de uma molécula maior ou pode estar presente
inicialmente como uma molécula discreta. O 4&cido nucleico de
partida pode conter mais do que uma sequéncia de acido nucleico
alvo desejada que pode ser a mesma ou diferente. Por isso, o
presente processo pode ser Util ndo apenas para produzir grandes
quantidades de uma sequéncia de &cido nucleico alvo, mas também
para amplificar simultaneamente mais do que uma sequéncia de
dcido nucleico alvo diferente localizada na mesma ou em

diferentes moléculas de acido nucleico.

Os &cidos nucleicos podem ser obtidos a partir de qualquer
fonte, por exemplo: bibliotecas gendémicas ou de ADNc,
plasmideos, ADN clonado ou ARN ou a partir de ADN ou ARN natural
de qualquer origem, incluindo bactérias, leveduras, virus e

organismos superiores, tais como plantas ou animais.



Os 4cidos nucleicos podem ocorrer naturalmente ou podem ser
sintéticos, quer totalmente ou em parte. As técnicas para obter
e produzir os &cidos nucleicos utilizadas na presente invencéao
sdo bem conhecidas dos especialistas na técnica. Se o 4&acido
nucleico contém duas cadeias, € necessdrio separar as cadeias do
dcido nucleico antes de poder ser wutilizado como o molde
original, gquer como um passo separado ou simultaneamente com a
sintese dos produtos de extensdao do iniciador. Adicionalmente,
se o material de partida é a primeira cadeia de ADN, a segunda
cadeia de ADN pode ser <criada vantajosamente através de
processos dentro das capacidades dos especialistas na técnica e
utilizada como o molde original a partir do qual €é criado o

molde manipulado.

A primeira cadeia de ADNc é um molde particularmente util
para os presentes métodos. Métodos adequados para criar moldes
de ADN sao conhecidos dos especialistas na técnica e séao
rapidamente seleccionados por estes. Numa forma de realizacgao
preferida, a 12 cadeia de ADNc é sintetizada numa reaccdo em gque
a transcriptase reversa catalisa a sintese de ADN complementar a
qualgquer material de ©partida de ARN na presenca de um
oligodesoxinucledétido iniciador e os quatro trifosfatos de
desoxinucleésido, dATP, dGTP, dCTP e TTP. A reacgadao é iniciada
através do emparelhamento do oligodesoxinucledétido iniciador
para a extremidade 3’ do ARNm seguido pela adigdo passo a passo
dos desoxinucledétidos apropriados, como determinado através de
relagdes de emparelhamento de bases com a sequéncia de
nucledétidos de ARNm para a extremidade 3’ da cadeia em
crescimento. Como 0s especialistas na técnica entenderao, pode
ser utilizado todo o ARNm numa amostra para produzir a primeira
cadeia de ADNc através do emparelhamento do oligo dT com a cauda
poliZA do ARNm.

10



Uma vez obtido o molde original, um iniciador 20 e um
oligonucledtido 30 de fronteira sdo emparelhados com o molde 10
original. (Ver Fig. 1.). E polimerizada uma cadeia de 4&cido
nucleico complementar a porcdo do molde original com inicio na
extremidade 3’ do iniciador até cerca da extremidade 5’ do

oligonucledétido de fronteira.

O iniciador 20 gque é emparelhada com o molde original inclui
uma primeira porgdo 22 da sequéncia pré-determinada que néao
emparelha, com o molde original e uma segunda porcao 25 que
emparelha com o molde original e, opcionalmente, inclui um sitio
23 de restricdo entre a primeira e segunda porcgdes. O iniciador
emparelha com o molde original adjacente a sequéncia 12 alvo a
ser amplificada. E contemplado que o iniciador possa emparelhar
com o molde original a montante da sequéncia alvo a ser
amplificada ou gque o iniciador possa sobrepor-se no inicio da
sequéncia 12 alvo a ser amplificada como apresentado na Fig. 1.
A  sequéncia pré-determinada da porgao 22 do iniciador néo
emparelhada ndo é nativa no molde original e é seleccionada de
modo a proporcionar uma sequéncia com que o iniciador dnico
utilizado durante o processo de amplificacdo possa hibridar como
descrito a seguir em detalhe. Opcionalmente, a sequéncia pré-
determinada pode incluir um sitio de restricao util para a
insercdao de wuma porgao do molde manipulado num vector de

expressao como descrito mais pormenorizadamente a seguir.

O oligonucledétido 30 de fronteira que é emparelhado com o
molde original serve para terminar a polimerizacdo do acido
nucleico. Qualqgquer oligonucledtido capaz de terminar a
polimerizagcédo do 4&cido nucleico pode ser wutilizado como o
oligonucledétido 30 de fronteira. Numa forma de realizacgao
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preferida, o oligonucledtido de fronteira inclui uma primeira
porcado 35 que emparelha com o molde 10 original e uma segunda
porgao 32 gue nao € susceptivel de uma reacgado de extensdo. As
técnicas para evitar que o oligo de fronteira actue como um
sitio para extensdao estdo no alcance de um especialista na
técnica. A titulo de exemplo, a porcao 32 do oligo 30 de
fronteira 30 pode ser concebida para gue nao emparelhe com o
molde 10 original como apresentado na Fig. 1. Nestas formas de
realizacao, o oligonucledtido 30 de fronteira evita
polimerizacdo adicional mas nado serve como um iniciador para a
sintese de 4&4cido nucleico porque a sua extremidade 3’ néo
hibrida com o molde 10 original. Alternativamente, a extremidade
3’7 do oligo de fronteira 30 pode ser concebida para incluir
dcido nucleico trancado para obter o mesmo efeito. 0O 4&cido
nucleico trancado ¢é divulgado, por exemplo, no documento
WO 99/14226. Os especialistas na técnica terdao em mente outras
formas de assegurar gue nao ocorre extensao da extremidade 3’ do

oligo de fronteira.

Os 1niciadores e oligonucledétidos aqui descritos podem ser
sintetizados utilizando métodos estabelecidos para a sintese de
oligonucledtido que sao bem conhecidos na técnica. Os
oligonucledtidos, incluindo os iniciadores da presente invencao
incluem oligdémeros lineares de mondmeros naturais ou modificados
ou ligagdes, tal como desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos e
semelhantes, que sao capazes de especificamente se ligar a um
polinucledétido alvo através de um padradao regular de interaccgdes
mondémero-para mondmero, tal como o emparelhamento de bases de
Watson-Crick. Normalmente, os mondmeros sao ligados através de
ligacgdes fosfodiéster ou seus andlogos para formar
oligonucledétidos que variam no tamanho desde poucas unidades
monoméricas e. g., 3-4, a varias dezenas de unidades

12



monoméricas. Um iniciador ¢é tipicamente de cadeia simples, mas
pode ser de cadeia dupla. Os iniciadores sdo tipicamente Aacidos
desoxirribonucleicos, mas uma vasta variedade de iniciadores
sintéticos e que ocorrem naturalmente conhecidos na técnica
podem ser Uteis para os métodos da presente divulgacdo. Um
iniciador é complementar ao molde para o qual & concebido para
hibridar, para servir como um sitio para o inicio da sintese,
mas nao precisa de reflectir a exacta sequéncia do molde. Neste
caso, a hibridacdo especifica do iniciador com o molde depende
da restringéncia das condig¢des de hibridacado. Os iniciadores
podem ser marcados com, e. g., unidades cromogénicas,
radiocactivas ou fluorescentes e utilizadas como unidades

detectéaveis.

A polimerizacdo de 4&acido nucleico pode ser conseguida
utilizando métodos conhecidos dos especialistas na técnica. A
polimerizagdao € geralmente obtida enzimaticamente, utilizando
uma polimerase de ADN que adiciona sequencialmente nucledtidos
livres de acordo com as instrugdes do molde. Varias polimerases
de ADN diferentes sao adequadas para utilizacdo no presente
processo. Em certas formas de realizagdo, o critério para a
seleccdo inclui a auséncia de actividade de exonuclease ou
polimerases de ADN gue nao possuem uma exonuclease forte. As
polimerases de ADN com baixa actividade de exonuclease para
utilizagcdo no presente processo podem ser isoladas a partir de
fontes naturais ou produzidas através de técnicas de ADN
recombinante. 0Os exemplos ilustrativos de polimerases que podem
ser utilizadas, sao, sem limitacdao, a T7 Seguenase v. 2.0, o
Fragmento Klenow da polimerase de ADN I que nao possui
actividade de exonuclease, o Fragmento Klenow da Taq Polimerase,
exo.-Pfu ADN polimerase, Vent.(exo.—-) ADN polimerase e Deep
Vent. (exo-) ADN polimerase.
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Numa forma de realizacadao particularmente ttil, a utilizacéao
de um oligonucledtido de fronteira é evitada por remocdo de
porcgdes desnecessdrias do material de partida por digestéo.
Nesta forma de realizacdo, que é apresentada esquematicamente na
Fig. 2A, um oligonucledétido de restrigcdo 70 é emparelhado com o
material de partida 100 numa localizacdo pré-seleccionada. O
oligonucleétido de restricao proporciona uma porgao de cadeia
dupla no material de partida contendo um sitio 72 de restricgao.
Os sitios de restricao adequados, incluem, mas nao estao
limitados a Xho I, Spe I, Nhel, Hind II1II, Nco I, Xma I, Bgl II,
Bst I e Pvu 1. Apds exposicao a uma enzima de restricao
adequada, o material de ©partida ¢é digerido e deste modo
encurtado para remover sequéncia desnecessaria embora
conservando a sequéncia alvo desejada 12 (ou sua porgao) a ser
amplificada no que serda utilizado como o molde 110 original. uma
vez obtido o molde 110 original, um iniciador 20 é emparelhado
com o molde 110 original (ver Fig. 2B) adjacente a ou em
sobreposicdo com a sequéncia 12 alvo como descrito acima em
ligagcdo com formas de realizacgdo anteriores. Uma cadeia 40 de
dcido nucleico complementar a porcdao do molde original entre a
extremidade 3’ do iniciador 20 e a extremidade 5’ do molde 110
original ¢é polimerizada. Como os especialistas na técnica
compreendem, nesta forma de realizacdao em gue um oligonucledtido
de restricdo ¢é empregue para produzir o molde original, néo
existe a necessidade de wutilizacdo de um oligonucledtido de
fronteira, porque o iniciador de extensdao pode ser deixado

prosseguir até a extremidade 5’ do molde 110 original encurtado.

Uma vez completa a polimerizacao (i. e., o crescimento da
cadeia 40 atinge o oligonucledtido 30 de fronteira ou a
extremidade 5’ do molde 110 original encurtado), a cadeia
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complementar sintetizada de novo € separada do molde original
por um método adequado de desnaturacdao incluindo meios fisicos,
quimicos ou enzimadticos. A separacdo das cadeias pode também ser
induzida por uma enzima da classe de enzimas conhecidas como
helicases ou a enzima RecA, que possuili actividade de helicase e
na presenca de riboATP ¢é conhecida por desnaturar ADN. As
condicdes de reaccao adequadas para separar as cadeilas de 4acidos
nucleicos com helicases sao descritas por Cold Spring Harbor
Symposia no Quantitative Biology, Vol. XLIII “DNA: Replication
and Recombination” (Nova Iorque: Cold Spring Harbor Laboratory,
1978), B. Kuhn et al., “DNA Helicases”, pp. 63-67 e técnicas
para utilizacdo de RecA sao revistas em C. Radding, Ann. Rev.

Genetics, 1l6: 405-37 (1982).

A cadeia complementar sintetizada de novo inclui assim
sequéncias proporcionadas pelo iniciador 20 (e. g., a sequéncia
pré-determinada 22, o sitio 23 de restrigdo opcional e a porgao
de emparelhamento 25 do iniciador) assim como a porgao 45
sintetizada de novo que ¢é complementar da porcgado do molde 10
original entre a localizagcdo em que o 1niciador 20 foi
emparelhado com o molde 10 original e na porcdao do molde 10
original em gue o oligonucledétido 30 de fronteira foi
emparelhado ou a extremidade 5’ do molde original encurtada. Ver

Fig. 4.

Opcionalmente, rondas multiplas de polimerizacao (de um modo
preferido, 15-25 rondas) wutilizando o molde original e um
iniciador sdo efectuadas para produzir multiplas cdpias da
cadeia complementar sintetizada de novo para utilizacdo nos
passos subsequentes. A preparacgao de multiplas coéopias da cadeia
complementar sintetizada de novo neste ponto do processo (em vez
de esperar até todo o molde manipulado ser produzido antes da
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amplificacado) ajuda a assegurar que cdpias exactas da sequéncia
alvo sao 1incorporadas nos moldes manipulados produzidos por
tltimo. Cré-se que rondas multiplas de polimerizacdo com base no
molde original proporciona uma maior semelhanca de modo que serad
conseguida uma melhor representacao de todos o0s membros da
biblioteca, proporcionando deste modo uma maior diversidade em

comparagao com uma ronda unica de polimerizagao.

Numa forma de realizacdo alternativa, sdo produzidas cadeias
sintetizadas de novo pelo emparelhamento do iniciador 20 como
descrito acima com o molde 10 original e realizando multiplas
rondas de polimerizacdao, sem a presenca de um oligonucledtido
blogqueante ou remocdo de uma porgdo do molde original. Nesta
forma de realizacao, que ¢é apresentada esquematicamente na Fig.
3, o iniciador ¢ estendido ao longo do comprimento total do
molde original para proporcionar uma cadeia sintetizada 140 de
novo de comprimento total. De seguida, um oligonucledétido 170 de
restricdo ¢é hibridado com a cadeia sintetizada de novo de
comprimento total. O oligonucledétido de restricdo proporciona
uma porgdao de cadeia dupla na cadeia sintetizada de novo
contendo um sitio de restricdao. Sitios de restricdo adequados,
incluem, mas nao estdao limitados a Xho I, Spe I, Nhe I, Hind
I11, Nco I, Xma I, Bgl I1, Bst I, Pvu I, Xcm I, BsaJd I, Hpa I,
Apal, I, Sac I, Dra III e Sma I. Apds exposicdao a uma enzima de
restricdo adequada, a cadeia sintetizada de novo € digerida e
desse modo encurtada. Um oligonucledétido 50 interno pode ser
entdo hibridado com a cadeia 142 sintetizada de novo encurtada
para completar a preparagdao do molde manipulado, como descrito

em mais detalhe abaixo.

0O passo seguinte na preparacgao do molde manipulado envolve
emparelhar um oligonucledtido 50 interno com a extremidade 3’ da
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cadeia complementar sintetizada de novo, por exemplo como
apresentado na Fig. 4, Como observado na Fig. 4, o)
oligonucledtido 50 interno proporciona um molde para a posterior
polimerizacdo necessdria para completar o molde manipulado. O
oligonucledtido 50 interno inclui uma porcdo 52 gque nao hibrida
e/ou 1inclui bases modificadas com uma cadeia complementar
sintetizada de novo, prevenindo desse modo o oligonucledétido
interno de servir como um iniciador. O oligonucledétido 50
interno também inclui uma porcdao 55 que hibrida com a
extremidade 3’ da cadeia complementar sintetizada de novo. A
porgao 55 pode ser co-terminada com a porc¢ao 45 sintetizada de
novoou pode estender-se para 1lad da porcgdo 45 sintetizada de
novocomo apresentado na Fig. 4. 0O oligonucleétido 50 interno
pode opcionalmente também incluir uma porgao 56 definindo um
sitio de restricdo. A porcao 58 final do oligonucledétido 50
interno contém a mesma sequéncia pré-determinada da porgao 22 do
iniciador 20. A partir do ponto em que a porcgado 55 se estende
para 1a da extremidade 3’ do inicio da cadeia complementar
sintetizada de novo, o oligonucledétido interno serve como um
molde para polimerizacao adicional para formar o molde
manipulado. Deve ser entendido que o oligo interno pode conter
parte da sequéncia alvo (se parte desta foili truncada na formacéao
do molde original) ou pode incluir genes que codificam um
polipéptido ou proteina (ou sua porcao) tal como, por exemplo,
um ou mais CDR ou regides Estruturais ou regides constantes de
um anticorpo. Estd também contemplado que uma coleccdo de
oligonucledtidos internos possuindo diferentes sequéncias possa
ser empregue, proporcionando deste modo uma variedade de moldes
que resulta numa biblioteca de diversos produtos. Deste modo, a
polimerizagcdao estenderd a cadeia complementar sintetizada de
novo pela adigcdo de 4acido nucleico 60 adicional que ¢é
complementar ao oligonucledtido interno como apresentado na
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Fig. 4. As técnicas para conseguir uma polimerizacdo estdo na
previsao dos especialistas na técnica. Como anteriormente
apontado, a seleccao de uma polimerase adequada, uma enzima sem
actividade de exonuclease pode ser preferida em certas formas de

realizacéo.

Uma vez completa a polimerizacgado, o molde 120 manipulado é
separado do oligonucledétido 50 interno através de técnicas bem
conhecidas dos especialistas na técnica, tal como, por exemplo,
desnaturacdao pelo calor. O molde 120 manipulado resultante
contém uma porgao derivada do iniciador 20 original, porgao 45
que ¢é complementar a uma porgao do molde original e porcgao 65
que € complementar a uma porc¢ao do oligonucledtido interno (ver
Fig. b5). Significativamente, a extremidade 3’ do molde 120
manipulado inclui a porcdao 68 contendo a sequéncia dque &
complementar a sequéncia pré-determinada da porcao 22 do
iniciador 20. Isto permite a amplificacdo da sequéncia desejada
contida no molde 120 manipulado utilizando um unico iniciador
possuindo a mesma sequéncia da sequéncia pré-determinada da
porcado 22 do iniciador utilizando técnicas conhecidas dos
técnicos da especialidade. Durante a amplificacdo com iniciador
unico, a presenga de uma polimerase possuindo actividade de
exonuclease é preferida porque estas enzimas s&o conhecidas por
proporcionar uma funcao de “correccao” e possuem uma
processividade relativamente maior em comparacgao com  as

polimerases sem actividade de exonuclease.

A Fig. 6 1ilustra os passos envolvidos na amplificacgao de
iniciador uUnico do molde de ADNc sintetizado de novo. Quando o
iniciador estd presente na mistura de reaccdo hibrida com as
sequéncias de flanco do molde e amplifica o molde. Quando néao
existe iniciador presente, cré-se que existe auto-emparelhamento
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interno entre a extremidade 5’ da sequéncia pré-determinada e a
extremidade 3’ da sequéncia que é complementar a sequéncia pré-
determinada. Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia
pré-determinada e a complementar da sequéncia pré-determinada
pode ser concebida para emparelhar a temperaturas mais elevadas
de modo a evitar erros de 1iniciacdo durante a reaccao de

amplificagdo de iniciador unico.

Apbs ter-se efectuada a amplificacao, os produtos podem ser
detectados utilizando qualgquer das técnicas conhecidas dos
especialistas na técnica. Exemplos de métodos utilizados para
detectar 4cidos nucleicos incluem, sem limitacao, analise
hibridacao com oligonucledtidos especificos para alelos,
clivagem com endonuclease de restricdo, andlise de polimorfismo
conformacional de cadeia unica (SSCP), electroforese em gel,
coloracdo com brometo de etideo, transferéncia de energia de
ressonédncia e fluorescéncia, ensaio hairpin FRET e ensaio

TagMan.

Uma vez amplificado o acido nucleico manipulado, num numero
de vezes desejado, os sitios 23 e 66 de restricdo ou quaisquer
sitios de restrigdo internos podem ser utilizados para digerir a
cadeia de modo que a sequéncia de &cido nucleico alvo pode ser
ligada num vector de expressao adequado. O vector pode entdo ser
utilizado para transformar um organismo hospedeiro apropriado
utilizando métodos convencionais para produzir o polipéptido ou

proteina codificada pela sequéncia alvo.

Em formas de realizacgdo particularmente uteis, o0s métodos
aquil descritos sao wutilizados para amplificar sequéncias alvo
que codificam anticorpos ou suas porg¢gdes, tal como, por exemplo,
as regides varidveis (cadeia leve ou pesada) utilizando ADNc de
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um anticorpo. Deste modo, uma biblioteca de anticorpos pode ser
amplificada e pesquisada. Deste modo, por exemplo, comecando com
ARNm de anticorpo, a primeira cadeia de ADNc pode ser produzida
e digerida para proporcionar um molde original. Pode ser
concebido um iniciador para emparelhar a montante com uma regiao
determinante complementar seleccionada (CDR) de modo que a
cadeia de &cido nucleico sintetizada de novo inclua o CDR. A
titulo de exemplo, se a sequéncia alvo é CDR3 da cadeia pesada,
o iniciador pode ser concebido para emparelhar com a regido da
estrutura um (FR1l) da cadeia pesada. Os especialistas na técnica
irdo rapidamente prever como conceber iniciadores apropriados
para emparelhar com outros sitios a montante ou para reproduzir
outros alvos seleccionados no ADNc do anticorpo com base nesta

divulgacao.

Os Exemplos que se seguem sao proporcionados para ilustrar,

mas nao limitar, a presente invencao(g¢des):

EXEMPIO 1

Amplificacdo de um repertdrio de genes varidveis de cadeia

pesada de IgM

Sintese e modificacao da 12 cadeia de ADNC

O ARNm de linfdécitos do sangue periférico humano (PBL) foi
utilizado para produzir a tradicional 12 cadeia de ADNc com um
iniciador oligo dT utilizando SuperScript First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) essencialmente
de acordo com as instrucgdes do kit. O produto da primeira cadeia
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de ADNc foi purificado com uma coluna de centrifugacdo da QIAGEN
(PCR Purification Kit). Um oligonucledétido de restricao foi
adicionado a primeira cadeia de ADNc de modo a produzir uma
regido de cadeia dupla de ADN que pode ser digerida pela
endonuclease de restricdo EcoR I. A sequéncia do oligonucledtido
de restricado (CMEcoR I) foi 5’TCC TGT GAG AAT TCC CCG TCG 3''
(Seg. ID N° 1). A reacgao foil estabelecida com a 1@ cadeia de
ADNc e 0,1 uM de oligonucledétido. A amostra foil aquecida a 95 °C
durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C durante dois minutos
para permitir que ocorra o emparelhamento especifico. Foi
adicionada uma gquantidade apropriada de tampao de restricao H
10X (Roche Diagnostics) a amostra e depois arrefecida a 37 °C. A
endonuclease de restrigao EcoR I (New England Biolabs) foi

° C durante 30 minutos. A enzima de

adicionada e incubada a 37
restricao foi inactivada por calor a 65 °C durante 20 minutos e

depois a amostra foi arrefecida a 4 °C.

Amplificagdo Linear da 228 Cadeia e Extensao com O0Oligo

interno

A 1@ cadeia de ADNc digerida com EcoR I foi utilizada como o
molde original numa reacgdo de 22 cadeia de ADNc em conjunto com
o iniciador “TMX24VH3a” (0,4 uM final), dNTP, enzima AmpliTaqg e
o seu tampao de reaccao 10X (Applied Biosystems). O iniciador
foi concebido para conter a sequéncia pré-determinada TMX24, um
sitio de restrigdao Xho I e uma regidao que emparelha com a 1°@
cadeia de ADNc na regido de estrutura 1 dos genes da cadeia
pesada de anticorpo humano A sequéncia de “TMX24VH3a” foi 5'GTG
CTG GCC GTT GGA AGA GGA GTG CTC GAG GAR GTG CAG CTG GTG GAG 3'T
(Seqg. ID N° 2) em que R significa uma mistura equimolar de bases
A e G. A amostra foi desnaturada por calor a 95 ° C durante
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1 minuto depois submetida a ciclos 20 vezes de 95 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 1 minuto.
Isto permite a amplificacdo linear da 22 cadeia de ADNc. Um
oligo interno designado “TMX24CM0” foi depois adicionado em gelo
para uma concentragao final de 0,08 uM. A sequéncia de
"TMX24CMO0"” foi 5’GTG CTG GCC GTT GGA AGA GGA GTG ACT AGT AAT TCT
CAC AGG AGA CGA GGG GGA 3" (Seg. ID N° 3), que contém um sitio
Spe I de endonuclease de restricdo a ser utilizado em
subsequentes passos de clonagem. A extremidade 3’ do oligo
interno € concebida para evitar o alongamento através da
incorporagao de uma adenosina ligada de forma reversa (3'-3’em
vez de 3’-5’). A 22 cadeia de ADNc foi depois alongada para além
do oligo interno por desnaturagdao por aquecimento a 94 °C
durante 5 segundos, depois submetida a ciclos 4 vezes para
emparelhar e alongar a 68 °C durante 10 segundos e 95° durante
5 segundos, seguido por 68° durante 30 segundos e 4 °C. A 2°
cadeia de ADNc resultante ou molde manipulado foi depois
purificada utilizando uma coluna de centrifugacadao da QIAGEN (PCR
Purification Kit). Este passo remove o0s oligonucledétidos e

permite a troca de tampao simples para os protocolos seguintes.

Amplificacado com Iniciador Unico (SPA)

0 molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2
polymerase mix (Clontech) e o seu tampao de reaccao 10X, dNTP, e
um iniciador unico (TMX24) possuindo a sequéncia de 5/GTG CTG
GCC GTT GGA AGA GGA GTG 3’ (Seg. ID N° 4). As amostras foram
desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto e depois
submetidas a ciclos 35 vezes de 95° durante 5 segundos e 68 °C
durante 1 minuto. Isto foi deixado por mais 3 minutos a 68 °C e
mantido a 4 °C.

22



Clonagem e Sequenciacgao

Os produtos de amplificacdo de aproximadamente 450 pb foram
purificados em gel e depois digeridos com Xho I e Spe I e
clonadas no pRluescript KS+ (Stratagene). 0Os clones individuais
foram repicados e a sua sequéncia de ADN foi determinada. Todos
os 16 clones analisados foram de cadeia ©pesada de IgM,
possuindo, cada um, diferentes sequéncias de CDR3 de comprimento
variado indicando deste modo que uma diversa populacao de

cadeias de anticorpo foi amplificada por este método (ver

Tabela 1).
Tabela 1

FR3 HCDR3 FR4
CLONE 1 (Seqg. ID N° 5) YYCAR EGSSSGAFDI WGQ
CLONE 2 (Seqg. ID N° 6) YYCAR AAFYCSGGSCYFDYYYYGMDV WGQ
CLONE 3 (Seqg. ID N° 7) YYCAK  DIGGLGVLNFDY WGQ
CLONE 5 (Seqg. ID N° 8) YYCAK  GVLAAIRICDY WGQ
CLONE 6 (Seqg. ID N° 9) YYCAR  DPGVYDYVWGSYRYPPDAFDI WGQ
CLONE 7 (Seq. ID N° 10) YYCAR  GMIVGATSYPDY WGQ
CLONE 8 (Seqg. ID N° 11) YYCLL  GYCSSTSCPDAFDI WGQ
CLONE 9 (Seq. ID N° 12) YYCVI  GGAVFSGGSYRQQIDY WGQ
CLONE 10 (Seqg. ID N° 13) YYCTR  DRGGSYTSHLGAFDI WGQ
CLONE 11 (Seqg. ID N° 14) YYCAK  DNDLGGDYYYYGMDV WGQ
CLONE 12 (Seqg. ID N° 15) YYCAR DRRFPTIDLFDI WGQ
CLONE 13 (Seqg. ID N° 16) YYCAR  EDGYNSGWSYNWEDP WGQ
CLONE 14 (Seqg. ID N° 17) YYCAK  DCVSGSYHYFDY WGQ
CLONE 16 (Seqg. ID N° 18) YYCAK  DSYCSGGSCYYYYGVDV WGQ
CLONE 17 (Seqg. ID N° 19) YYCAR  EWPAAIIDYYYGMDV WGQ
CLONE 18 (Seqg. ID N° 20) YYCAK  DLGIAVWPAH WGQ
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EXEMPLO 2

Para clonar os produtos VH num vector de modo que a regiao
constante nativa CH1 de IgM pudesse ser reconstituida, foi
utilizado um outro sitio para além de EcoR I em CHl1 para a
digestdo da 1@ cadeia de ADNc com endonuclease. Como 0s
especialistas na técnica entenderdo, quando ¢é utilizada a Tag
polimerase para este protocolo, ¢é adicionado um terminal A a
muitas das cadeias de ADN sintetizada de novo. De modo a
maximizar a diversidade, a presenga desse terminal A foi tomada
em conta na concepgao do oligonucledtido interno Contudo, a
presenga desse A extra resulta na perda do sitio de
reconhecimento EcoR I. A andlise da regido constante de IgM
revelou outros sitios de restricdo nativos gque podem ser
potencialmente utilizados para este método, tal como Dra III. O
resultado da utilizagado do sitio de restrig¢do Dra III nativo no
dominio CH1 ¢é que o sitio EcoR I a montante permanece nao
modificado e pode ser utilizado para clonagem do repertdrio de
cadeia pesada. As insercdes de cadeia pesada sao clonadas por
Xho I e EcoR I num vector apropriado gque possui o dominio CHI1

restante da IgM desde EcoR I até ao dominio CH2.

Sintese e modificagdo da 12 cadeia de ADNc

O ARNm de linfdécitos do sangue periférico humano (PBL) foi
utilizado para produzir a 12 cadeia de ADNc tradicional com um
iniciador oligo dT. Isto foi efectuado utilizando SuperScript
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies) de acordo essencialmente com as instrugdes do kit.
Foi adicionado um oligonucledtido de restricdo a primeira cadeia
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de ADNc para produzir uma regido de ADN de cadeia dupla que pode
ser digerida pela endonuclease de restricgdo Dra III. A sequéncia
do oligonucledétido de restricdo (CMDra III) foi 5’GAC GAA CAC
GTG GTG TGC AAA G 3’ (Seq. ID N° 21). A reaccgao foi estabelecida
com a 1@ cadeia de ADNc e 1 uM de oligonucledétido. A amostra foi
aquecida a 95 °C durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C
durante dois minutos para permitir qgue ocorra emparelhamento
especifico. Uma quantidade apropriada de tampdo de restricdao H
10X (Roche Diagnostics) foi adicionada a amostra e depois
arrefecida a 37 °C. A endonuclease de restrigcdo Dra III (New
Fngland Biolabs) foi adicionada e incubada a 37 °C durante
30 minutos. A enzima de restricdao foi inactivada por calor a
65 °C durante 20 minutos e depois a amostra foi arrefecida

a 4 °cC.

Amplificagdo Linear da 22 cadeia e Extensao com O0Oligo

Interno

A 12 cadeia de ADNc digerida com Dra III foi utilizada como
o molde original numa reacgao de 22 cadeia de ADNc em conjunto
com o iniciador "TMX24VHla” (0,4 uM final), dNTP, enzima
AmpliTag e o seu tampao de reaccgdo 10X (Applied Biosystems). O
iniciador foi concebido de modo a conter a sequéncia pré-
determinada TMX24, um sitio de restricdao Xho I e uma regido que
emparelha com a l3cadeia de ADNc na regido de estrutura 1 dos
genes da cadeia pesada de anticorpo humano A sequéncia de
"TMX24VH1a” foi
5'GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTKCAGCTGGTGCAG 37
(Seg. ID N° 22) em que K significa uma mistura equimolar das
bases G e T. A amostra foi desnaturada por calor a 94 °C durante
1 minuto e depois submetida a ciclos 20 vezes de 94 °C durante
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5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacdo linear da 2@ cadeia de ADNc. Foi
adicionado um oligo interno designado "TMX24CMnpt” em gelo a uma
concentracao final de 0,2 uM. Como apresentado na Fig. 7, a
sequéncia de  “TMX24CMnpt” (Seq. ID N° 23) inclui trés
nucledétidos terminais 3’ possuindo estruturas modificadas que
foram concebidas para evitar o alongamento do oligonucledtido.
Especificamente, o) oligo interno possui trés nucledtidos
terminais modificados com fosforotiocato e 2’0OMe que é concebido
para prevenir a extensdao e proteger contra a actividade de exo e
endonuclease. 0O nucledétido da extremidade 3’ deste oligo é de
nao hibridacgdo (g em vez de c). Os ADNc de 22 cadeia foram ainda
alongados para fora do oligo interno por desnaturacao por
aquecimento a 94 °C durante 1 minuto, emparelhados e alongandos
a 68 °C durante 2 minutos, seguido por 4 °C. O ADNc de 22 cadeia
resultante ou molde manipulado foi depois limpo utilizando uma
coluna de centrifugacdo da QIAGEN (PCR Purification Kit). Este
passo remove o0s oligonucledétidos e permite a troca de tampéao
simples para protocolos a jusante. Este processo foil repetido e
estendido para o resto do painel de iniciadores VH (ver lista de
iniciadores) ©para produzir uma biblioteca de produtos de

imunoglobulina que pode ser clonada num vector apropriado.

Iniciadores Especificos para a Estrutura 1 de VH:

INICIADOR TMXZ24VHla (Seg. Id N°: 25)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTKCAGCTGGTGCAG

INICIADOR TMXZ24VH1b (Seg. Id N°: 26)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCCAGCTTGTGCAG
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INICIADOR TMX24VHlc (Seqg. Id N°: 27)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGSAGGTCCAGCTGGTACAG

INICIADOR TMXZ24VH1d (Seg. Id N°: 28)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCARATGCAGCTGGTGCAG

INICIADOR TMXZ24VH2a (Seg. Id N°: 29)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGATCACCTTGAAGGAG

INICIADOR TMXZ24VH2b (Seg. Id N°: 30)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCACCTTGARGGAG

INICIADOR TMXZ24VH3a (Seg. Id N°: 31)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGGAG

INICIADOR TMXZ24VH3b (Seg. Id N°: 32)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTGGTGGAG

INICIADOR TMXZ24VH3c (Seg. Id N°: 33)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGAGGTGCAGCTGTTGGAG

INICIADOR TMXZ24VH4a (Seqg. Id N°: 34)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGSTGCAGCTGCAGGAG

INICIADOR TMXZ24VH4Db (Seg. Id N°: 35)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTACAGCAG

INICIADOR TMXZ24VH5a (Seg. Id N°: 36)

GTGCTGGCCGTTGGARAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGCAG

INICIADOR TMXZ24VH6a (Seg. Id N°: 37)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTACAGCTGCAGCAG
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INICIADOR TMXZ24VH7a (Seqg. Id N°: 38)

GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTSCAGCTGGTGCAA

Nas sequéncias anteriores, R é uma mistura igual de A e G, K

¢ uma mistura igual de G e T, e S é uma mistura igual de C e G.

Amplificacdo de Iniciador Unico (SPA)

0 molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2
polimerase mix (Clontech) e o seu tampdo de reaccao 10X, dNTP e
um unico iniciador (TMX24) possuindo a sequéncia 5’GTG CTG GCC
GTT GGA AGA GGA GTG 3’ (Seg. ID N° 4). As amostras foram
desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto depois
submetidas a 30 ciclos de 95 °C durante 5 segundos e 68 °C
durante 1 minuto. Estas foram deixadas durante 3 minutos

adicionais a 68 °C e mantidas a 4 °C.

Clonagem e Sequenciacgao

Os produtos de amplificacdo de aproximadamente 450 pb sao
purificados em gel e digeridos por Xho I e Eco RI. As insercdes
sao clonadas em qualquer vector de expressao adequado contendo a
porcao restante do dominio CH1 de IgM do sitio Eco RI nativo
até, ou incluindo, uma porgao de, o dominio CH2 e um sitio de

restricdo compativel para clonar os fragmentos de amplificacao.
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EXEMPLO 3

Construcado de uma biblioteca de apresentacdo de fagemideos

de ARNm de um dador positivo para a Hepatite B.

Sintese e modificacdo da 12 cadeia de ADNc para as Cadeias

Pesada e Kapa Leve de IgG

O ARNm de linfécitos do sangue periférico humano (PBL) de um
dador vacinado com Hepatite B foi utilizado para produzir ADNc
da 12 cadeia tradicional com um iniciador oligo dT. Isto foi
realizado utilizando SuperScript First-Strand Synthesis System
para RT-PCR (INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES) de acordo
essencialmente com as instrugdes do kit. O oligonucledtido de
restricao “CGApal. I” para IgG ou *“CKSac I” para a cadeia kapa
leve foi adicionado a primeira cadeia de ADNc de modo a produzir
uma regidao de ADN de cadeia dupla que pode ser digerida pela
endonuclease de restricdao Apal I para IgG ou Sac I para a cadeia
kapa leve. A sequéncia *“CGApal I” é 5’CCA GCG GCG TGC ACA CCT
TCC3’ (Seg. ID N° 39). A sequéncia “CKSac I” & 5’AGG GCC TGA GCT
CGC CCG TC 3’ (Seg. ID N° 40). A reaccgao foi preparada com ADNc
da 12 cadeia, 1 uM de oligonucledtido, e quantidade apropriada
do tampao de restricdao A, a 10X (Roche Diagnostics). A amostra
foi aquecida a 95 °C durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C
durante doils minutos para permitir gue ocorra emparelhamento
especifico e arrefecida a 37 °C. A endonuclease de restricéao
Apall I ou Sac I (New England Biolabs) foi adicionada e incubada
a 37 °C durante 30 minutos. A enzima de restricdo foi inactivada
pelo calor para Sac I a 65 °C durante 20 minutos e depois a

amostra fol arrefecida a 4 °C.
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A digestdao dos ADNc da 12 cadeia por cada endonuclease de
restricdo foi verificada por amplificagdo por PCR wutilizando
técnicas conhecidas dos especialistas na técnica. Estes produtos
nao foram utilizados para clonagem dos genes de anticorpo. A
amplificagcdo positiva da 12 cadeia de ADNc digerida foi
observada em reacgdes utilizando o 5’VBVHIa e o iniciador de
controlo interno 3/CG0 para IgG e b5'VBVKIa e o iniciador de
controlo interno 3’CKO para kapa. A boa amplificacdao com os
iniciadores 5'VBVHIa/3’CG0 ou 5’VBVKla/3’CKO0 e a amplificacao
minima com os iniciadores 5’VBVH1a/3’CGlZz ou 5’'VKla/3’CK1ldx2
indicam a digestdo bem sucedida da 12 cadeia de ADNc molde com
cada endonuclease de restricdo. As sequéncias dos iniciadores
utilizados para verificar a PCR foram VBVHla: 5’GAG CCG CAC CAG
CCC CTC GAG CAG GTK CAG CTG GTG CAG 3" (Seq. ID N° 41), CGO: 57
GRG CGC CTG AGT TCC ACG ACA CCG 3" (Seg. ID N° 42), VBVKla: 5'
GAC GCG CAC AAC ACG GAG CTIC RAC ATC CAG ATG ACC cCAG 37
(Seq. ID N° 43), CKO: 5’ GTG ACT TCG CAG GCG TAG ACT T 3’
(Seq. ID N° 44), CGlz: 5’ GCA TGT ACT AGT TTT GTC ACA AGA TTT
GGG 3’ (Seg. ID N° 45), CKldx2: 5’ AGA CAG TGA GCG CCG TCT AGA
ATT AAC ACT CTC CCC TGT TGA AGC TCT TTG TGA CGG GCG AAC TCA G 37
(Seg. ID N° 46).

Amplificacao Linear da 22 Cadeia da Cadeia Leve e Extenséao

do Oligo Interno

Foi utilizada a 12 cadeia de ADNc da digerida com Sac I como

o molde original para preparar multiplas reacgdes da 2?2 cadeia

de ADNc wutilizando um iniciador especifico da estrutura 1

(0,4 pM final), dNTP, enzima AmpliTag e o seu tampao de reacgao

a 10X (Applied Biosystems). Os iniciadores foram concebidos para

conterem a sequéncia pré-determinada TMX24K 5’GAC GAC CGG CTA
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CCA AGA GGA GTG 3’ (Seg. ID N° 47) para kapa, um sitio de
restricdo Xba I e uma regido que emparelha com a 12 cadeia de
ADNc na regido de estrutura 1 dos genes da cadeia leve kapa de
anticorpo humano Estas sequéncias que emparelham foram derivadas
dos iniciadores da base de dados VBase (Www.mrc-—

cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html) que foram concebidos

com base nas sequéncias conhecidas de anticorpos humanos e séao
relatadas como cobrindo o repertdrio inteiro de genes da cadeia

leve kapa de anticorpos humanos.

Iniciadores Especificos da Estrutura 1 da Cadeia Leve Kapa:

TMX24Vkla (Seqg. ID N2 48) Xba I
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGARACATCCAGATGACCCAG

TMX24Vk1lb (Seq. ID N2 49)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGMCATCCAGTTGACCCAG

TMX24Vklc (Seq. ID N¢ 50)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGCCATCCRGATGACCCAG

TMX24Vk1d (Seq. ID N¢ 51)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGTCATCTGGATGACCCAG

TMX24Vk2a (Seq. ID N2 52)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATATTGTGATGACCCAG

TMX24Vk2b (Seq. ID N¢ 53)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATRTTGTGATGACTCAG

TMX24Vk3a (Seq. ID N¢ 54)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTGTTGACRCAG

TMX24Vk3b (Seq. ID N2 55)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATAGTGATGACGCAG

TMX24Vk3c (Seq. ID N¢ 56)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTAATGACACAG
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TMX24Vk4a (Seq. ID N2 57)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATCGTGATGACCCAG

TMX24Vk5a (Seq. ID N¢ 58)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAACGACACTCACGCAG

TMX24Vk6a (Seq. ID N2 59)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAATTGTGCTGACTCAG

TMX24Vk6b (Seq. ID N2 60)
GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATGTTGTGATGACACAG

Nas sequéncias anteriores, R €& uma mistura igual de A e G, M
¢ uma mistura igual de A e C, Y é uma mistura igual de C e T, W

é uma mistura igual de A e T, e S é& uma mistura igual de C e G.

As amostras foram desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto depois submetidas a ciclos 20 de vezes de 94 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacdo linear da 22 cadeia de ADNc. Um
oligo interno designado *“TMX24CKnpt” para as cadeias kapa foi
adicionado em gelo a uma concentracao final de 0,2 uM.
“TMX24CKnpt” contém a sequéncia pré-determinada TMX24K e a
sequéncia foi 5’ GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG CTC GAG CTC AGG
CCC TGA TGG GTG ACT TCG CT 3’ (Seq. ID N° 61). A 2@ cadeia de
ADNc foi depois alongada para 14 do oligo interno por
desnaturacao por aquecimento a 94 °C durante 1 minuto,
emparelhada e alongada a 68 °C durante 2 minutos, seguido por
4 °C. A 2@ cadeia de ADNc resultante (molde manipulado) foi
purificada utilizando uma coluna QIAGEN spin (PCR Purification
Kit). Este passo remove o8 oligonucledtidos livres e permite a

troca de tampao simples para protocolos de purificacao.
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Amplificacdo do Iniciador Simples de Cadeia Leve (SPA)

0 molde manipulado foi amplificado utilizando a mistura de
polimerase Advantage 2 (Clontech) e o seu tampdo de reacgao a
10X, dNTP e o iniciador *“TMX24K” para as cadeias kapa. A
sequéncia para “TMX24K” é 5’'GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA GTG 37
(Seg. ID N° 62). As amostras foram desnaturadas por calor a
95 °C durante 1 minuto, depois, submetidas a 30 ciclos de 95 °C
durante 5 segundos e 68 °C durante 1 minuto. Isto foi seguido

por 3 minutos adicionais a 68 °C e a 4 °C para manter.

Clonagem da Cadeia Leve

Os produtos de amplificacdo de kapa foram purificados em gel
e depoils digeridos por Xba I e Sac I. As insercdes foram
clonadas num vector de expressado adequado que contém a porgao
restante da regido constante da cadeia leve kapa. 0O produto
ligado foi introduzido numa E. coli ©por electroporagdo e
cultivada de um dia para ou outro a 37 °C. Na manhd seguinte,
foi realizada uma maxi prep de ADN (QIAGEN) para recuperar o ADN
da biblioteca de cadeia leve. O AND da biblioteca de cadeia leve
foi depois wutilizado em passos subsequentes para clonar nos
fragmentos Fd da cadeia pesada Fd por Xho I/Age 1 para completar

a construcdo da biblioteca.

Amplificacao Linear da 22 Cadeia da Cadeia Pesada e Extenséo

do Oligo Interno

A 1@ cadeia de ADNc digerida com Apal I foi utilizada como o
molde original para preparar multiplas reacgdes da 22 cadeia de
ADNc wutilizando um iniciador especifico para a estrutura 1
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(0,4 pyM final), dNTP, enzima AmpliTag e seu tampdo de reacgao a
10X (Applied Biosystems). Os iniciadores foram concebidos para
conterem a sequéncia pré-determinada TMX24, um sitio de
restricdo Xho I e uma regido que emparelha com a 12 cadeia de
ADNc na regido de estrutura 1 dos genes da cadeia pesada de
anticorpos humanos. Aquelas sequéncias que emparelham foram
derivadas da Dbase de dados de 1iniciadores VBase que foram
concebidas com base nas sequéncias conhecidas de anticorpos
humanos e sao relatadas como cobrindo o repertdrio de genes de

cadeia pesada de todo o anticorpo humano

Iniciadores Especificos da Estrutura 1 da Cadeia Pesada:

TMX24VH1a (Seq. ID N2 63)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTKCAGCTGETGCAG

TMX24VH1b (Seq. ID N2 64)
GTGCTGGCCGTTGGARGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCCAGCTTGTGCAG

TMX24VH1lc (Seq. ID N2 65)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGSAGGTCCAGCTGGTACAG

TMX24VH1d (Seq. ID N2 66)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCARATGCAGCTGGTGCAG
TMX24VH2a (Seq. ID N2 67) )
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGATCACCTTGAAGGAG

TMX24VH2b (Seq. ID N2 68) \
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTCACCTTGARGGAG

TMX24VH3a (Seq. ID N¢ 69)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGGAG

TMX24VH3b (Seq. ID N2 70)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTGGTGGAG

TMX24VH3c (Seq. ID N2 71)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGAGGTGCAGCTGTTGGAG

TMX24VH4a (Seq. ID N¢ 72)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGSTGCAGCTGCAGGAG

TMX24VH4b (Seq. ID Ne 73)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTGCAGCTACAGCAG
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TMX24VHSa (Seq. ID N2 74)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGARGTGCAGCTGGTGCAG

TMX24VH6a (Seq. ID N¢ 75)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTACAGCTGCAGCAG

TMX24VH7a (Seq. ID N2 75)
GTGCTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGCAGGTSCAGCTGGTGCAA

Nas seqguéncias anteriores, R é uma mistura igual de A e G, K

¢ uma mistura igual de G e T e S & uma mistura igual de C e G.

As amostras foram desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto, depois submetidas a 20 ciclos de 94 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacdao linear da 2@ cadeia de ADNc. Um
oligonucledétido interno designado “TMX24CGnpt” (sequéncia 5'GTG
CTG GCC GTT GGA AGA GGA GTG TGT TTG CAC GCC GCT GGT CAG RGC GCC
TGA GTT G 3’ (Seqg. ID N° 77)) foi adicionado no gelo para uma
concentracao final de 0,2 pM. Como apresentado na Fig. 1 para o
oligo interno de 1IgM, os trés nucledtidos 3’ terminal foram
modificados para prevenir a extensdao de oligo. A 223 cadeia de
ADNc foram ainda alongadas para fora do oligo interno para a
desnaturacao por aquecimento a 94 °C durante 1 minuto,
emparelhamento e alongamento a 68 °C durante 2 minutos, seguido
por 4 °C. A 22 cadeia de ADNc resultante (o molde manipulado)
foi depois purificado utilizando uma coluna QIAGEN spin (PCR
Purification Kit). Este passo removeu os oligonucledtidos livres

e permitiu a troca de tampdo simples para protocolos a jusante.

Amplificag¢do de Iniciador Simples (SPA)

0O molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2

polimerase mix (Clontech) e o seu tampao de reaccao a 10X, dNTP,
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e 0 iniciador “TMX24”. As amostras foram desnaturadas por calor
a 95 °C durante 1 minuto, depois submetidas a 30 ciclos de 95 °C
durante 5 segundos e 68 °C durante 1 minuto. Isto foi seguido

por 3 minutos adicionais a 68 °C e uma manutencado a 4 °C.

Clonagem da Cadeia Pesada & Producgdo da Biblioteca

Os produtos amplificados foram reunidos e depois purificados
em gel. O ADN foi recuperado com o QIAgquick PCR purification kit
(QIAGEN). O ADN foi sequencialmente digerido com as enzimas de
restricdo Xho I e Age I e depois purificados em gel. O sitio
Age I estd naturalmente presente na regido constante CH1 de IgG
a montante do sitio Apal I. O ADN foi recuperado com QIAquick

Gel extraction Kit (QIAGEN).

O ADN da Dbiblioteca da cadeia leve foi digerido
sequencialmente com Xho I e Age I e depois purificado em gel. O
ADN da biblioteca da cadeia leve foi ligado aos fragmentos da
cadeia pesada. O ADN 1ligado foi colocado sobre uma coluna de
centrifugacdo (PCR purification Kit, QIAGEN) para remover o
tampdo de reaccgao e para concentrar o ADN. A transformacao final
foi realizada em células XL-1 Blue electrocompetentes

(Stratagene) .

Seleccdo e Rastreio de Biblioteca em HBs Ag

A biblioteca foi seleccionada em HBs Ag imobilizado durante

4 rondas, essencialmente como descrito em Barbas III, CF,

Burton, DR, Scott, JK e Silverman, GJ (2001) “Phage Display: A

Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
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Spring Harbor, Nova Iorque. Os clones individuais das 223, 32, e

4@ rondas de seleccao foram rastreados por ELISA em HBs Ag.

Sintese da 12 Cadeia de ADNc e Modificagdo para a Cadeia

Leve de Lambda.

O ARN, de PBL humanos de um dador vacinado para a Hepatite B
foi utilizado para produzir a 12 cadeia de ADNc tradicional com
um iniciador oligo dT. Isto foi realizado utilizando SuperScript
First-Strand Synthesis for RT-PCR (INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES)
essencialmente de acordo com as instrucdes do kit. 0
oligonucledétido de restricdo “CLSma I” foil adicionado a primeira
cadeia de ADNc de modo a produzir uma regiao do ADN de cadeia
dupla gque pode ser digerido pela endonuclease de restricéao
Sma I. A sequéncia de *“CLSma I” é O5’GAC TTC TAC CCG GGA GCY
GTG3’ (Seq. ID N° 78) em que Y é uma mistura de C e T. A reaccgéao
foili preparada com a 12 cadeia de ADNc, 1 uM de oligonucledtido e
quantidade apropriada de tampdo de restrigcdao A a 10X (Roche
Diagnostics). A amostra foil aquecida a 95 °C durante 2 minutos e
depois mantida a 64 °C durante dois minutos para permitir que
ocorra emparelhamento especifico e arrefecida a 37 °C. A
endonuclease de restricdo Sma I (New England Biolabs) foi
adicionada e incubada a 37 °C durante 30 minutos. A enzima de
restricdo foi inactivada por calor a 65 °C e depois a amostra

foi arrefecida a 4 °C.

A digestdo da 12 cadeia de ADNc por endonuclease de
restricdo foi verificada por amplificagdo por PCR utilizando
técnicas conhecidas dos especialistas na técnica. Estes produtos
nado foram utilizados para clonagem dos genes de anticorpo. A
amplificacdo positiva da 1@ cadeia de ADNc digerida foi
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observada na reaccdo utilizando o b5’VBVLla e o iniciador de
controlo interno3’CL0O0. Boa amplificacdo com os iniciadores
5'VBVL1a/3’CLO e amplificacdao minima com 0s iniciadores
57VBVL1la/3’'CL2dx2 indicou digestdo bem sucedida da 12 cadeia de
ADNc molde com Sma I. As sequéncias do iniciadores para
verificar o PCR foram VBVLla 5’GAC GCG CAC A AC ACG GAG CTC CAG
TCT GTG CTG ACT CAG 3’ (Seg. ID N° 79), CLO 5'CCT CAG AGG AGG
GYG GG A ACAG3’” (Seqg. ID N° 80) e CL2dx2 5’ AGA CAG TGA CGC CGT
CTA GAA TTA TGA ACA TTC TGT AGG 3’ (Seq. ID N° 81).

Amplificacao Linear da 22 Cadeia Leve Lambda e Extensdo do

Oligo Interno

A 12 cadeia de ADNc digerida com Sma I foi utilizada como
molde original para estabelecer reacgdes multiplas de 2@ cadeia
de ADNc wutilizando um iniciador especifico da estrutura 1
(0,4 uM final), dNTP, enzima AmpliTag e o seu tampao de reaccgao
10X (Applied Biosystems). Os 1iniciadores sao concebidos para
conter a sequéncia pré-determinada TMX24L, um sitio Xba I, e uma
regido gque emparelha com a 12 cadeia de ADNc na regidao de
estrutura dos genes de cadeia leve lambda de anticorpo humano
Estas sequéncias de emparelhamento sdao derivadas dos iniciadores
da base de dados VBase (www.mrc—-cpe.cam.ac.uk/imt-
doc/public/INTRO.html) que sao concebidos com base nas
sequéncias conhecidas dos anticorpos humanos e sao reportados
como cobrindo todo o repertdério de genes de cadeia leve lambda
de anticorpo humano Os iniciadores especificos para a estrutura

1 de cadeia leve lambda sao os utilizados no Exemplo 4.

As amostras foram desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto e depois submetidas a ciclos 20 vezes a 94 °C durante
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5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacado linear da 2@ cadeia de ADNc. Um
oligo interno nucledétido designado “TMX24CLnpt” como apresentado
no Exemplo 4 foi adicionado em gelo para uma concentracao final
de 0,2 uM. Como apresentado na Fig. 7 para o oligonucledtido
interno ”TMX24CMnpt” de IgM, os nucledtidos 3’ terminais de
"TMX24CLnpt” sao modificados para evitar a extensdo do oligo. As
2%s cadeias de ADNc foram depois alongadas para além do
oligonucledtido interno por desnaturacao por aguecimento a 94 °C
durante 1 minuto, emparelhamento e alongamento a 68 °C durante
2 minutos, seguido por 4 °C. As 223s cadeias de ADNc resultantes
(0 molde manipulado) foram purificadas utilizando o PCR
Purification Kit (QIAGEN). Este passo remove os oligonucledtidos
livres e permite a troca de tampao simples para protocolos

subsequentes.

Amplificacdo com Iniciador Unico (SPA) da Cadeia Leve Lambda

0 molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2
polymerase mix (Clontech) e o seu tampao de reacgdo 10x buffer,
dNTP, e o iniciador "TMX24L”. A sequéncia pré-determinada de
TMX24L é 5'GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA CAG3’ (Seq. ID N° 82). As
amostras foram desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto
depois submetidas a ciclos 30 vezes a 95 °C durante 5 segundos e
68 °C durante 1 minuto. Isto foi seguido por mais 3 minutos a

68 °C e uma espera a 4 °C.
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Clonagem da Cadeia Leve Lambda

Os produtos de amplificacdao da cadeia leve lambda foram
purificados pelo kit de purificacdo de PCR (QIAGEN) e digeridos
por Xba I e Sac I. A insercao foi purificada em gel utilizando
um kit de extracgcdo de gel (QIAGEN) e clonada num vector
apropriado que contém a restante porcao da regido constante da
cadeia leve de lambda. O produto ligado foi introduzido numa
E. coli por electroporacao e cultivado de um dia para o outro a
37 °C. Na manhada seguinte foi efectuada uma maxi prep de ADN
(QIAGEN) para recuperar o ADN da biblioteca da cadeia leve
lambda.

Clonagem da Cadeia Pesada & Produgdo da Biblioteca de Lambda

de IgG

O ADN da biblioteca de cadeia leve lambda preparada acima
foi sequencialmente digerida por Xho I e Age I para a insercao
dos fragmentos Fd da cadeia pesada, preparada também para a
biblioteca de kapa de IgG como descrito anteriormente. O produto
ligado foi depois introduzido numa E. coli por electroporagao e
cultivado de um dia para o outro a 37 °C. Na manhd seguinte foi
efectuada uma maxi prep de ADN (QIAGEN) para recuperar o ADN

completo da biblioteca de lambda de IgG.

Selecgao e Pesquisa da Biblioteca em HB Ag

A selecgcdao e pesquisa foram efectuadas como descrito

anteriormente para a biblioteca de kapa de IgG.
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Andlise de sequenciacdo de ADN e Caracterizacdo de Fab

Isolados.

Os clones qgue apresentam a ligacdo especifica a HBSAg e
ligagdao minima a uma proteina ndo especifica, ovalbumina, por
pesquisa de ELISA, foram analisados através de sequenciacao de
ADN. Ver Figs. 8a-e. Foi isolado um total de 38 Fab kapa de IgG
distintos (25 cadeias pesadas e 37 cadeias leves) e 17 Fab
lambda de IgG distintos (13 cadeias pesadas e 16 cadeias leves)
para HBsAg a partir das bibliotecas preparadas de ARNm de PBL de

um dador vacinado contra a Hepatite B.

EXEMPIO 4

Construcdao de uma biblioteca de exposicdao de anticorpos em

fagos do ARNm de PBL humano

Sintese e Modificagcdo da 12 cadeia de ADNc para Cadeias

Leves

O ARNm de PBRL humano de um dador foi utilizado para produzir
a tradicional 1@ cadeia de ADNc com um iniciador oligo dT
utilizando SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen Life Technologies) essencialmente de acordo com as
instrugdes do kit. As reaccgdes de cadeia leve kapa e lambda sao
estabelecidas separadamente. O oligonucledétido de restricgao
"CKSac I” ou ""CLSma I1I” é adicionado a primeira cadeia de ADNc de
modo a produzir uma regido de cadeia dupla de ADN que pode ser
digerido pela endonuclease de restrigdo Sac I para a cadeia leve
kapa ou Sma I para lambda. Como existem multiplas regides
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constantes lambda (Cl, C2, C3 e C6) & importante notar que o
sitio Sma I é conservado entre todos os dominios constantes de
lambda funcionais (Cl1, C2, C3 e C6). A sequéncia “CKSac I” é
5’AGG GCC TGA GCT CGC CCG TC 3’ (Seg. ID N° 179), a sequéncia
“CLSma I” é 5’'GAC TTC TAC CCG GGA GCY GTG 3' (Seg. ID N° 180) em
que Y é uma mistura de C e T. As reacg¢des sao estabelecidas com
a 1@ cadeia de ADNc e oligonucledtido a 1 uM. A amostra é
aquecida a 95 °C durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C
durante dois minutos para permitir qgue ocorra emparelhamento
especifico. Uma quantidade apropriada de tampao de restricdao A
10X (Roche Diagnostics) ¢é adicionada as amostras e depois
arrefecida a 37 °C. As endonuclease de restricdao Sac I ou Sma I
(New England Biolabs) sao adicionadas e incubadas a 37 °C
durante 30 minutos. A enzima de restrigdo é inactivada por calor
a 65 °C durante 20 minutos e depois a amostra é arrefecida

a 4 °cC.

Amplificacdo Linear da 2@ Cadeia da Cadeia Leve e Extensao

com Oligo interno

A lacadeia de ADNc de kapa digerida com Sac I ou a l3cadeia
de ADNc de lambda digerida com Sma I sao utilizadas como moldes
originais para estabelecer reacg¢des multiplas de 2@ cadeia de
ADNc utilizando um iniciador especifico da estrutura 1 (0,4 uM
final), dNTP, enzima AmpliTag e o seu tampao de reacgao 10X
(Applied Biosystems). Os iniciadores sao concebidos para conter
a sequéncia TMX24K (para kapa) ou TMX24L (para lambda), um sitio
de restricdo Xba I e uma regido que emparelha com a 12 cadeia de
ADNc na regiao da estrutura 1 dos genes da cadeia kapa ou lambda
de anticorpo humano Estas sequéncias de emparelhamento séo
derivadas da base de dados de iniciadores VBase
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(www.mrc—-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html) que sao
concebidas com base nas sequéncias conhecidas de anticorpos
humanos e sao reportadas para cobrir todo o repertdrio de genes
de cadeia leve do anticorpo humano Os iniciadores especificos da
estrutura 1 da cadeia leve kapa sdo os utilizados no Exemplo 3.
Ver a seguinte lista de iniciadores para wutilizacgdo na

amplificacdao de lambda.

Iniciadores Especificos para a Estrutura 1 da cadeia Leve

Lambda:

TMX24VL1la (Seq. ID N2 181)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTGCTGACTCAG

TMX24VL1b (Seq. ID N¢ 182)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTGYTGACGCAG

TMX24VL1C (Seq. ID N2 183)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGTCGTGACGCAG

TMX24VL2  (Seq. ID N@¢ 184)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGTCTGCCCTGACTCAG

TMX24VL3a (Seq. ID N¢ 185)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCCTATGWGCTGACTCAG

TMX24VL3b (Seq. ID N2 186)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCCTATGAGCTGACACAG

TMX24VL3c (Seq. ID N2 187)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCTTCTGAGCTGACTCAG

TMX24VL3d (Seq. ID N¢ 188)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGATCCTATGAGCTGATGCAG

TMX24VL4 (Seq. ID N¢ 189)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGCYTGTGCTGACTCAA

TMX24VLS (Seq. ID N2 190)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGSCTGTGCTGACTCAG
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TMX24VL6 (Seq. ID N2 191)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGAAATTTTATGCTGACTCAG

TMX24VL7 (Seq. ID N2 192)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGRCTGTGGTGACTCAG

TMX24VL8 (Seq. ID N2 193)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGACTGTGGTGACCCAG

TMX24VL4/9 (Seq. ID N2 194)
GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACWGCCTGTGCTGACTCAG

TMX24VL10 (Seq. ID N¢ 195)

GACGACCGGCTACCAAGAGGACAGTCTAGACAGGCAGGGCTGACTCAG

Nas sequéncias anteriores, R é uma mistura igual de A e G, M

uma mistura igual de A e C, Y é uma mistura igual de C e T, W

[ON

uma mistura igual de A e T, e S é uma mistura igual de C e G.

(D

As amostras sao desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto, depois submetida a ciclos 20 vezes a 94 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos, e 68 °C durante
2 minutos. Isto permitiu a amplificagdo linear da 22 cadeia de
ADNc. Um oligonucledétido interno designado "TMX24CKnpt” para
cadeias kapa ou "TMX24CLnpt” para cadeias lambda é adicionado em
gelo para uma concentracdo final de 0,2 uM. As sequéncias de
oligonucledtido interno séao;”TMX24CKnpt”5’GAC GAC CGG CTA CCA
AGA GGA GTG CTC GAG CTC AGG CCC TGA TGG GTG ACT TCG CT 37
(Seg. ID N° 196) e "TMX24CLnpt”5’ GAC GAC CGG CTA CCA AGA GGA
CAG AAG AGC TCC TGG GTA GAA GTC ACT KAT SAG RCA CAG 37
(Seg. ID N° 197). Como apresentado na Fig. 7 para o oligo
interno de IgM, os trés nucledtidos 3’ terminais sao
modificados para evitar a extensdo do oligo. As 22s cadeias de
ADNc sao depois alongadas além dos oligos internos por
desnaturacao por aquecimento a 94 °C 1 minuto, emparelhamento e
alongamento a 68 °C durante 2 minutos, seguido por 4 °C. A 2@

cadeia de ADNc resultante (os moldes manipulados) € purificada
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utilizando uma coluna de centrifugagao QIAGEN (PCR Purification
Kit). Este passo remove o0s oligonucledétidos livres e permitem

uma troca de tampdo simples para protocolos subsequentes.

Amplificacdo com Iniciador Unico (SPA) da Cadeia Leve

O molde manipulado ¢é amplificado utilizando Advantage 2
polymerase mix (Clontech) e o seu tampado de reaccao 10X, dNTP, e
o iniciador "”TMX24K"” para cadeias kapa ou "TMX24L"” para cadeias
lambda. A sequéncia para "TMX24K” é 5’GAC GAC CGG CTA CCA AGA
GGA GTG 3’ (Seqg. ID N° 198) e para "TMX24L” é 5’GAC GAC CGG CTA
CCA AGA GGA CAG 37 (Seq. ID N° 199). As amostras sao
desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto, depois
submetida a ciclos 30 wvezes a 95 °C durante 5 segundos e 68 °C

durante 1 minuto. Isto é seguido por mais 3 minutos a 68 °C e

manutencao a 4° C.

Clonagenm da Cadeia Leve

Os produtos de amplificacdao Kapa e Lambda foram purificados
utilizando um kit de purificacdo de PCR (QUIAGEN) e foram
separadamente purificados em gel. Estes produtos sao digeridos
por Xba I e Sac I. As inserg¢des sao clonadas num vector
apropriado que contém a restante porcdo da respectiva regiao
constante da cadeia leve. O produto ligado ¢ introduzido em
E. coli por electroporacao e cultivado de um dia para o outro a
37 °C. na manha seguinte foi efectuada uma maxiprep de ADN para
recuperar o ADN da biblioteca da cadeia leve. As preparacdes da

biblioteca de ADN da cadeia leve sao utilizadas como o vector de
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clonagem para insercadao dos fragmentos Fd da cadeia pesada por

Xho I/EcoR 1 para completar a construcdo da biblioteca.

Sintese e Modificacdo da 12 cadeia de ADNc para Cadeias

Pesadas

O ARNm de PBL humano de um dador é utilizado para produzir a
tradicional l2cadeia de ADNc com um iniciador oligo dT. Isto é
efectuado utilizando o SuperScript First-Strand Synthesis System
para RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) essencialmente de
acordo com as suas instrugdes. 0O oligonucledétido de restricao
CMDra III ¢é adicionado a primeira cadeia de ADNc de modo a
produzir uma regido de cadeia dupla de ADN que pode ser digerida
pela endonuclease de restricdo Dra III. A reacgado é estabelecida
com a 123 cadeia de ADNc e oligonucledétido a 1 uM. A amostra é
aquecida a 95 °C durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C
durante dois minutos para permitir gue ocorra emparelhamento
especifico. Uma quantidade apropriada de tampao de restricéao
H 10X (Roche Diagnostics) ¢é adicionada & amostra e depois
arrefecida a 37 °C. A endonuclease de restricdo Dra III (New
England Biolabs) ¢é adicionada e incubada a 37 °C durante

30minutos seguido por arrefecimento a 4° C.

A digestdao da 1@ cadeia de ADNc por Dra III é verificada por
amplificagcdo por PCR. O0Os produtos de amplificagdo nao serao
utilizados para clonagem de fragmentos de anticorpo. A
amplificacdo positiva da 12 cadeia de ADNc digerida ¢é observada
em reacc¢des utilizando o 5’7 VBVHla e o iniciador de controlo
interno 3’CM0 sob duas diferentes condigdes de tampdo. Boa

amplificagdo com iniciadores 5’VBVHla/3’CMO0 e amplificacao
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minima com 1iniciadores 5’VBVHla/3’CM1 indicam digestdo Dbem

sucedida da 12 cadeia de ADNc molde com Dra III.

Amplificag¢do Linear da 22 Cadeia Pesada e Extensdo de 0Oligo

Interno

A 13 cadeia de ADNc digerida com Dra III é utilizada como o
molde original para estabelecer reacgbes multiplas de 22 cadeia
de ADNc wutilizando um iniciador especifico da estrutura 1
(0,4 uM final), dNTP, enzima AmpliTagq e o seu tampdo de reaccgao
10X (Applied Biosystems). Os iniciadores s&do concebidos para
conter a sequéncia TMX24, um sitio de restricdao Xho I, e uma
regido que emparelha com a 12 cadeia de ADNc na regido da
estrutura 1 dos genes de cadeia pesada de anticorpo humano Estas
sequéncias de emparelhamento sdo derivadas dos iniciadores da
base de dados VBase que sao concebidos com base nas sequéncias
conhecidas de anticorpos humanos e sao reportados para cobrir
todo o repertério de genes da cadeia pesada de anticorpo humano
como descrito acima no exemplo 3. 0Os iniciadores especificos da
estrutura 1 da cadeia pesada utilizada sao os listados no

exemplo 3.

As amostras sao desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto, depois submetida a ciclos 20 vezes a 94 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacgdo linear da 2@ cadeia de ADNc. Um
oligo interno nucledtido designado "TMX24CMnpt” (como utilizado
no Exemplo 3) é adicionado em gelo para uma concentracao final
de 0,2 uM. A 2@ cadeia de ADNc sao depois alongadas para além do
oligo interno por desnaturagdo por agquecimento a 94 °C durante
1 minuto, emparelhamento e alongamento a 68 °C durante

47



2 minutos, seguido por 4 °C. A 228 cadeia de ADNc resultante
(molde manipulado) € depois purificada utilizando uma coluna de
centrifugacdo QIAGEN (PCR Purification Kit). Este passo removeu
os oligonucledétidos 1livres e permitiu uma troca de tampao

simples para protocolos subsequentes.

Amplificacdo com Iniciador Unico (SPA) da Cadeia Pesada

O molde manipulado ¢é amplificado utilizando Advantage 2
polimerase mix (Clontech) e o seu tampdo de reaccao 10X, dNTP, e
iniciador”TMX24"”. As amostras sao desnaturadas por calor a 95 °C
durante 1 minuto, depois submetidas a 30 ciclos de 95 °C durante
5 segundos e 68 °C durante 1 minuto. Isto ¢é seguido por

3 minutos adicionais a 68 °C e manutencdo 4 °C.

Clonagem da Cadeia Pesada & Producgao da Biblioteca

Os produtos de amplificacadao de aproximadamente 500 pb sao
purificados em gel e depois digeridos com Xho I e EcoR I. As
inserc¢cdes sao clonadas num vector apropriado contém a restante
porcdo do dominio CH1 de IgM. O produto ligado contendo uma

biblioteca de Fab é introduzido em E. coli por electroporacgao.

De modo a produzir a biblioteca de Fab na superficie de
bacteridfagos, é utilizada uma estirpe supressora de células tal
como XL1BLUE (Stratagene). Apds electroporacao, as células séao
agitadas durante 1 hora a 37° depois é adicionada carbenicilina
a 20 pg/mL. Apds uma hora de agitagao a 37 °C a carbenicilina é
aumentada para 50 pg/mL por mais uma hora a 37 °C. 0O fago
auxiliar VCS-M13 (Stratagene) é depois adicionado para
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proporcionar todos os componentes necessarios para produgdo de
particulas de fagemideo e o volume da cultura €& aumentado para
100 mL de meio SB. Apds uma hora a 37 °C é adicionada canamicina
para 70 ng/mL para seleccionar as bactérias contendo ADN do fago
auxiliar. A cultura é agitada a 37° de um dia para o outro.
Durante esse tempo a bactéria produz novas particulas de
fagemideo que possuem Fab exposto a sua superficie. Na manha
seguinte as particulas de fagemideo podem ser isoladas por
centrifugacao das células bacterianas e depois precipitacdo das
particulas de fagemideo a partir do sobrenadante com 4% de PEG
8000 e 0,5 M de NaCl em gelo durante 30 minutos. O sedimento de
fagos precipitados na centrifugacdo a 14 300 Xg. O sedimento
pode ser ressuspenso em PBS/1% de BSA. A preparacdo pode ser
filtrada para remover os residuos Dbacterianos. A Dbiblioteca

resultante € armazenada a 4 °C.

EXEMPIO 5

Construcdao de uma biblioteca de exposicdo em fagemideo de
ARNm de murganhos imunizados com IgE ou uma IgE Fc CH2-4

recombinante.

Sintese e modificacdo da 12 Cadeia de ADNc para as Cadeias

Pesada de IgG e Leve Kapa

O ARNm de bagco de murganho de murganhos imunizados com IgE
humana ou IgE humana recombinante foi utilizado para produzir a
tradicional l@cadeia de ADNc com um iniciador oligo dT. Isto foi
efectuado utilizando SuperScript First-Strand Synthesis for
RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) essencialmente de acordo
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com as instrugdes do kit. O oligonucledétido de restricao
“mCGlXcm I” para IgGI, "mCG2aBsad I” para IgG2a ou “mCKHpa I”
para a cadeia leve kapa fol adicionada a primeira cadeia de ADNc
de modo a produzir uma regidao de cadeia dupla de ADN qgue pode
ser digerida pela endonuclease de restricdo Xcm I para IgGl,
Bsad I para IgG2a ou Hpa I para a cadeia leve kapa. A sequéncia
“mCGlXcm I” é S5’/CTAACTCCAT GGTGACCCTGGGATG3’ (Seqg. ID N° 200). A
sequéncia “mCG2aBsad I é 5'CAACTGGCTCCTCGGT GACTCTAG3'
(Seqg. ID N° 201), a sequéncia “mCKHpa I é
5’CAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGG3 ' (Seqg. N° 202). A reacgao foi
estabelecida com a 12 cadeia de ADNc, 1 uM de oligonucledtido e
quantidade apropriada de tampdao NEB 10x (New England Biolab) ou
tampdo de restricdo A 10X (Roche Diagnostics). A amostra foi
aquecida a 95 °C durante 2 minutos e depois mantida a 64 °C
durante dois minutos, para permitir que ocorra emparelhamento
especifico, e arrefecida a 37 °C para Xcm I e Hpa I e 60 °C para
BsaJ I. A endonuclease de restricdo Xcm I, Bsad I, ou Hpa I (New
England Biolabs) foi adicionada e incubada a 37 °C durante
30 minutos, 60 °C durante 30 min e 37 °C durante 10 minutos,
respectivamente. A enzima de restricdao foil inactivada por calor
para Xcm I a 65 °C durante 20 minutos e para BsadJ I a 80 °C

durante 20 min e depois a amostra foi arrefecida a 4 °C.

A digestdao da 12 cadeia de ADNc por cada endonuclease de
restricdo foi wverificada por amplificagdao por PCR utilizando
técnicas conhecidas dos especialistas na técnica. Estes produtos
nado foram utilizados para clonagem dos genes de anticorpo. A
amplificacdo positiva da 1@ <cadeia de ADNc digerida foi
observada em reacg¢gbes utilizando o 5’'TMX24mVHIIBshort e o
iniciador de controlo interno 37 mCG1 para IgGI,
5/TMX24mVHIIBshort e o iniciador de controlo interno 3’'mCG2a
para IgG2a e 5’'TMX24mVKIVshort e o iniciador de controlo interno
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3'mCKO ou kapa. Boa amplificacao com 08 iniciadores
5/TMX24mVHIIBshort/3’ mCG1 ou os iniciadores
5/TMX24mVHIIBshort /3’ mCG2a ou 57/TMX24mVKIVshort /3" mCKO e
amplificacgao minima com 0os iniciadores
5/TMX24mVHIIBshort/3’/mCGIB  ou  5/TMX24mVHIIBshort/3'mCG2aB  ou
57TMX24mVKIVshort/3’mCKB indica digestdo Dbem sucedida da 12
cadeia de ADNc molde com cada endonuclease de restrigao. As

sequéncias dos iniciadores utilizados para verificar o PCR foram

IMX24mVHIIBshort (Seq. ID N2 203)

5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTCCAACTGCAGCAGYC3'
mCGl (Seq. ID N° 204) 5S'CATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAG3'

mCGI1B (Seq. ID N° 205) 5'CAACGTTGCAGGTGACGGTCTC3'

mCG2a (Seq. ID N°206) 5S'CGAGGAGCCAGTTGTATCTCCAC3'

mCG2aB (Seq. ID N° 207) S'CCACATTGCAGGTGATGGACTG3'
TMX24mVKIVshort (Seq. ID N° 208) |
S'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAAWTGTGCTCACCCAGTC
TC3'

mCKO (Seq. ID N° 209) S'CTGCTCACTGGATGGTGGGAAG3'

mCKB (Seq. ID N° 210) 5'GAGTGGCCTCACAGGTATAGCTG3'

Amplificacao Linear da 22 Cadeia da Cadeia Leve e Extenséao

com Oligo Interno

A 12 cadeia de ADNc digerida com Hpa I foi utilizada como o
molde original para estabelecer reacgdes multiplas de 2@ cadeia

de ADNc utilizando um iniciador especifico da estrutura 1
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(0,4 uM final), dNTP, enzima AmpliTagq e o seu tampdo de reaccgao
10X (Applied Biosystems). Os iniciadores foram concebidos para
conter a sequéncia TMX24mK para kapa e o sitio de restricéao
Xba I, e uma regidao que emparelha com a 12 cadeia de ADNc da
regido da estrutura 1 dos genes da cadeia leve kapa de anticorpo
de murganho. Essas sequéncias de emparelhamento foram concebidas
com base nas sequéncias conhecidas de anticorpos de murganho
derivadas da base de dados Kabat (http://immunobme.nwu.edu/)
para cobrir todo o repertdédrio de genes da cadeia leve kapa de

anticorpo de murganho.

D. Iniciadores especificos da Estrutura 1 de Kapa:

T™MX24mVKIshort (Seq. ID N¢ 211) xpg 1
5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTGATGWCACAGTCTC3 !

TMX24mVKIIashort (Seq. ID N2 212)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATGTTKTGATGACCCARACTC3 !
TMX24mVKI Ibshort (Seq. ID N¢ 213)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTGATGACKCAGGCTG3 !
TMX24mVKIIIshort (Seq. ID N¢ 214)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACAWTGTGCTGACCCARTCTC3 !
TMX24mVKIVshort (Seq. ID N¢ 215)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGAAAWTGTGCTCACCCAGTCTC3 !
TMX24mVKVashort (Seq. ID N2 216)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATCCAGATGACMCAGTCTC3 !
TMX24mVKVbshort (Seq. ID Ne 217)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGATATCCAGATGACACAGACTACS!
TMX24mVKVCshort (Seq. ID N¢ 218)
5'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGAGACATTGTSATGACCCAGTC3 !
TMX24mVKVIshort (Seq. ID N¢ 219)

5 'GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTCTAGACAAATTGTTCTCACCCAGTCTC3 !

Em que (R é uma mistura igual de A e G, M é uma mistura
igual de A e C, K é& uma mistura igual de G e T, W €& uma mistura

igual de A e T, e S é uma mistura igual de C e G).
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As amostras foram desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto, depois submetidas a ciclos 20 vezes a 94 °C durante 5
segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
isto permitiu a amplificag¢do linear da 22 cadeia de ADNc. Um
oligo interno designado “TMX24mCKnoer” para cadeias kapa foi
adicionado em gelo para uma concentracado final de 0,2 uM. A
sequéncia de  "TM24CKnpt” foi 5’GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTGTICCG
GATGTTAACTGCTCACTGGATGGTGGGAAGATGG2 'OMe
[A(ps)U(ps)U(ps) ] (propil)3’ (Seqg. ID N° 220). As 22s cadeias de
ADNc foram depois alongadas para além do oligo interno por
desnaturacao por aquecimento a 94 °C durante 1 minuto,
emparelhamento e alongamento a 68 °C durante 2 minutos, seguido
por 4 °C. A 2@ cadeia de ADNc resultante (molde manipulado) foi
purificada utilizando uma coluna de centrifugacdo QIAGEN (PCR
Purification Kit). Este passo remove os oligonucledtidos livres
e permite a troca de tampao simples para protocolos

subsequentes.

Amplificacdo com Iniciador Unico (SPA) da Cadeia Leve

0 molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2
polymerase mix (Clontech) e o seu tampao de reaccao 10X, dNTP, e
iniciador "TMX24mK” para as cadeias kapa. A sequéncia para
"TMX24mK” ¢é 5’GACGACCGGCTACCAAGAGGAGTG3’ (Seg. ID N° 221). As
amostras foram desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto
depois submetidas a ciclos 25 vezes a 95 °C durante 5 segundos e
68 °C durante 1 minuto. Isto seguido por mais 3 minutos a 68° C

e uma espera de 4 °C.
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Clonagem de Cadeia Leve

Os produtos de amplificacao kapa foram purificados em gel e
depois digeridos com Xba I e BspE I. As insercg¢des foram clonadas
num vector de expressao adequado que contém a restante porcgao da
regido constante da cadeia leve kapa. O produto ligado foi
introduzido em E. coli por electroporacgdo e cultivado de um dia
para o outro a 37 °C. Na manhad seguinte foil efectuada uma
maxiprep de ADN para recuperar o ADN da biblioteca de ADN de
cadeia leve. O ADN da Dbiblioteca de cadeia leve foi utilizado
nos passos subsequentes para clonagem na cadeia pesada de
fragmentos Fd em Xho I/Bin I para completar a construcdo da

biblioteca como descrito a seguir na Clonagem da Cadeia Pesada.

Amplificacao Linear da 22 Cadeia da Cadeia Pesada e Extenséao

de Oligo Interno

As 1@s cadeias de ADNc digeridas com Xcm I e BsaJd I foram
utilizadas para estabelecer reacgdes multiplas de 223 cadeia de
ADNc utilizando o iniciador especifico da estrutura 1 (0,4 uM
final), dNTP, enzima AmpliTag e o seu tampao de reacgao 10X
(Applied Biosystems). Os iniciadores foram concebidos para
conter a sequéncia TMX24mH, um sitio de restricao Xho I, e uma
regido gque emparelha com a 12 cadeia de ADNc na regido da
estrutura 1 dos genes de cadeia de anticorpo de murganho. Estas
sequéncias emparelhadas foram concebidas com base nas sequéncias
conhecidas de anticorpos de murganho derivadas da base de dados
Kabat (http://immunobme.nwu.edu/) para cobrir todo o repertdrio

de genes de cadeia pesada de anticorpo de murganho.

54



Iniciadores Especificos da Estrutura 1 da Cadeia Pesada:

TMX24mVHIAshorter (Seq. ID N¢ 222) Xho I
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGCAGCTTCAGSAGTC3

TMX24mVHIBshorter (Seq. ID N¢ 223)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGCAGCTGAAGSAGTC3 !

TMX24mVHIIAshorter (Seq. ID Ne¢ 224)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTYCAGCTGCARCARTC3 !

TMX24mVHIIBshorter (Seq. ID N2 225)
S 'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTCCAACTGCAGCAGYC3 !

TMX24mVHIICshorter (Seq. ID N¢ 226)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTTCAGCTGCAGCAGTC3 !

TMX24mVHIIIAshorter (Seq. ID N¢ 227)
5 'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGAAGCTGGTGGAGWC3 !

TMX24mVHIIIBshorter (Seq. ID N¢ 228)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGAAGCTTCTGGAGTC 3!

TMX24mVHIIIDshorter (Sed. ID N¢ 223)
5'GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCTCGAGGTGMAGCTGGTGGAGTC3 !

Em gque (R é uma mistura igual de A e G, M & uma mistura
igual de A e C, Y é uma mistura igual de C e T, e S & uma

mistura igual de C e G).

As amostras foram desnaturadas por calor a 94 °C durante
1 minuto, depois submetida a ciclos 20 vezes de 94 °C durante
5 segundos, 56 °C durante 10 segundos e 68 °C durante 2 minutos.
Isto permitiu a amplificacédo linear da 2@ cadeia de ADNc. Um
oligo interno designado “TMX24mCGlnoer” para IgGI e
"TMX24mCG2anocer” para IgG2a foram adicionados em gelo para uma
concentracdao final de 0,2 uM. A sequéncia de ”"TMX24mCGlnoer” foi

5"GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCCTAGGGTTACCATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAGAZ 'O
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Me [U(ps)C(ps)A(ps) ] (propil) 3’ (Seq. ID N©° 230) e
“TMX24mCG2anoer” foi
5"GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTGCCTAGGGTCATCGAGGAGCCAGTTGTA
TCTCCACA2'0OMe [C(ps)A(ps)U(ps)] (propil) 3’ (Seqg. ID N° 231).

A 2% cadeia de ADNc foi depois alongada além do oligo
interno por desnaturacgdo por agquecimento a 94 °C durante
1 minuto, emparelhamento e alongamento a 68 °C durante
2 minutos, seguido por 4 °C. A 228 cadeia de ADNc resultante
(molde manipulado) foi purificada wutilizando uma coluna de
centrifugacdo QIAGEN (PCR Purification Kit). Este passo remove
os oligonucledtidos livres e permite uma troca de tampao simples

para os protocolos subsequentes.

Amplificacdo com Iniciador Unico (SPA) da Cadeia Pesada

0 molde manipulado foi amplificado utilizando Advantage 2
polymerase mix (Clontech) e o seu tampdo de reacgao 10X, dNTP, e
o 1iniciador "TMX24mH” para cadeias pesadas. A sequéncia para
"TMX24mH"” é 5’GACGTGGCCGTTGGAAGAGGAGTG 3’ (Seg. ID N° 232). As
amostras foram desnaturadas por calor a 95 °C durante 1 minuto
depois submetidas a ciclos 28 vezes para IgGl e 30 vezes para
IgG2a através de 95 °C durante 5 segundos e 68 °C durante 1
minuto. Isto foi seguido por mais 3 minutos a 68 °C e uma espera

a 4 °cC.

Clonagem da Cadeia Pesada

Os produtos de amplificagcdo da cadeia pesada foram
purificados em gel e depois digeridos com Xho I e Bln I. as
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inserc¢des foram clonadas em ADNs de bibliotecas de cadeia kapa
que contém a restante porcao da regido constante da cadeia
pesada para IgGl e IgG2a. O produto ligado foi introduzido em
E. coli por electroporacao e cultivado de um dia para o outro a
37° C. na manha seguinte foi preparada uma maxiprep de ADN para

recuperar o ADN da biblioteca de ADN de IgGI kapa ou IgG2a kapa.

Seleccdo e Pesquisa de Bibliotecas em IgE Fc CH2-4

recombinante

As bibliotecas seleccionadas com IgE Fc CH2-4 recombinante
durante 4 rondas essencialmente como descrito em Barbas III, CF
Burton, DR, Scott, JK e Silverman, GJ (2001) Phage Display: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nova Iorque. Os clones individuais das 223, 32 e
42 rondas de seleccdo foram pesquisadas por ELISA em IgE Fc

CH2-4 recombinante.

Os clones que apresentaram ligacdo especifica a IgE IgE Fc
CH2-4 e ligagao minima a proteina nao especifica, ovalbumina por
ELISA foram analisados por sequenciacao de ADN. Foram isolados
um total de 31 Fab distintos contra IgE Fc CH2-4 a partir de

bibliotecas de murganho. Ver Figs. 9a-d.

Devera ser entendido que podem ser feitas varias
modificacgdes as formas de realizacdo agqui descritas. Deste modo,
a descricdo acima nao deve ser interpretada como limitante, mas
meramente como exemplificacdes das formas de realizacao

preferidas.

Lisboa, 7 de Dezembro de 2009
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REIVINDICACOES

Método de amplificacdo de acido nucleico compreendendo:

a) emparelhamento de um iniciador com um molde, possuindo o
iniciador uma primeira porcgado que emparelha com o molde e
uma segunda porgao de sequéncia pré-determinada gue néao

emparelha com o molde;

b) sintese de um polinucledétido que é complementar a porcgao
do molde entre a localizacdo na qual a primeira porgao do
iniciador emparelha com o molde e a extremidade do molde,
possuindo o polinucledétido o iniciador numa sua primeira

extremidade e uma segunda extremidade;

c) separacao do o polinucledtido sintetizado no passo (b) do

molde;

d) emparelhamento de um oligonucledétido molde com a segunda
extremidade do polinucledétido sintetizado no passo (b),
possuindo o oligonucledétido molde uma primeira porcao que
emparelha com a segunda extremidade do polinucledétido e uma
segunda porgao possuindo a mesma sequéncia pré-determinada

da segunda porc¢ao do iniciador;

e) extensdo do polinucledétido sintetizado no passo (b) para
proporcionar uma sua porcdo terminal que é complementar a
sequéncia pré-determinada, em que o referido
oligonucledtido molde nao é estendido na sua

extremidade 3'; e



f) amplificagdo do polinucledétido estendido utilizando um

iniciador Unico possuindo a sequéncia pré-determinada.

Método como na reivindicacao 1, em que o passo de
emparelhamento com um oligonucledétido molde compreende
proporcionar uma coleccgao de oligonucledtidos molde
possuindo diferentes sequéncias e colocando em contacto a
coleccao de oligonucledétidos molde com o polinucledtido

sintetizado no passo (b).

Método como na reivindicacdo 1, em que o molde é digerido

antes do emparelhamento com o iniciador.

Método como na reivindicagcdo 1 em que o polinucledtido
sintetizado no passo (b) é digerido antes do emparelhamento

com o oligonucledétido molde.

Método de amplificacdo de acido nucleico compreendendo:

a) emparelhamento de um iniciador e de um oligonucledtido de
fronteira com um molde, possuindo o iniciador uma primeira
porcao que emparelha com o molde e uma segunda porc¢ao da
sequéncia pré-determinada que nao emparelha com o molde, em
que o oligonucledétido de fronteira se liga ao molde numa
posicdo a Jjusante da extremidade 3’ do iniciador e
terminard a extensdo do iniciador ao longo do molde na
posicdo em qgque a extremidade 5’ do oligonucledtido de

fronteira se liga;

b) sintese do polinucledtido que é complementar a porcao do
molde entre a 1localizacdo na qual a primeira porcédo do

iniciador emparelha com o molde e a porcao do molde com que
2



0 oligonucledétido de fronteira emparelha, possuindo o
polinucledétido o iniciador numa primeira extremidade deste

e uma segunda extremidade;

c) separacadao do polinucledtido sintetizado no passo (b) do

molde;

d) emparelhamento de um oligonucledétido molde com a segunda
extremidade do polinucledétido sintetizado no passo (b),
possuindo o oligonucledétido molde uma primeira porcao que
emparelha com a segunda extremidade do polinucledétido e uma
segunda porgao possuindo a mesma sequéncia pré-determinada

da segunda porcao do iniciador;

e) extensdo do polinucledétido sintetizado no passo (b) para
proporcionar uma porcg¢aoc sua terminal que é complementar a
sequéncia pré-predeterminada em que o referido
oligonucledtido molde nao é estendido na sua

extremidade 3'; e

f) amplificar o polinucledétido estendido wutilizando um

iniciador Unico possuindo a sequéncia pré-determinada.

Método como na reivindicacgao 5, em que o passo de
emparelhamento com um oligonucledétido molde compreende
proporcionar uma coleccgéao de oligonucledtidos molde
possuindo diferentes sequéncias e colocando em contacto a
colecgcao de oligonucledétidos molde com o polinucledtido

sintetizado no passo (b).

Método para produzir uma biblioteca de anticorpos

compreendendo:



a) proporcionar uma populacao diversa de moldes;

b) colocar em contacto a populacdao diversa de moldes com,
pelo menos, um iniciador, ©possuindo o, pelo menos um
,iniciador uma primeira porcdo que emparelha com os moldes
e uma segunda porcao de sequéncia pré-determinada que néo

emparelha com os moldes;

c) sintese de polinucledétidos que sdo complementares a
porcao dos moldes entre a localizacdo em que a primeira
porgcao do iniciador emparelha com o molde e a extremidade
dos moldes, possuindo os polinucledétidos o iniciador numa

sua primeira extremidade e uma segunda extremidade;

d) separacao dos polinucledétidos sintetizados no passo (c)

dos moldes;

e) emparelhamento de, pelo menos, um oligonucledtido molde
com a segunda extremidade dos polinucledtidos sintetizados
no passo (c), possuindo o, pelo menos um, oligonucledtido
molde uma primeira porgdo gque emparelha com a segunda
extremidade dos polinucledétidos e uma segunda porgao
possuindo a mesma sequéncia pré-determinada da segunda

porcao do iniciador;

f) extensdo dos polinucledétidos sintetizados no passo (c)
para proporcionar uma sua porcéo terminal que é

complementar a sequéncia pré-determinada, em que o

ON

referido, pelo menos um, oligonucledétido molde néao

estendido na sua extremidade 37; e



10.

11.

12.

13.

g) amplificacdo dos polinucledétidos estendidos utilizando um

iniciador UGnico possuindo a sequéncia pré-determinada.

Método da reivindicacdo 1 ou reivindicacdao 5, em dque a
extremidade 3’ do referido oligonucledétido molde néao

hibrida com o polinucledétido sintetizado no passo (b).

Método da reivindicacdo 1 ou reivindicacdao 5, em dque a
extremidade 3’ do referido oligonucledtido molde compreende
bases modificadas que evitam a extensao na extremidade 3’

do referido oligonucledtido molde.

Método da reivindicacdo 5, em que a extremidade 3’ do
referido de oligonucledétido de fronteira nao hibrida com o

molde.

Método da reivindicagdao 5, em que o oligonucledtido de
fronteira compreende o &dcido nucleico bloqueado que evita a
extensdo na extremidade 3’ do referido oligonucledtido de

fronteira.

Método da reivindicacdo 7, em que a extremidade 3’ do
referido, pelo menos um, oligonucledétido molde nao hibrida

com o polinucledtido sintetizado no passo (c).

Método da reivindicagao 7, em que a extremidade 3’do
referido, pelo menos um, oligonucledétido molde compreende
bases modificadas que evitam a extensao na extremidade 3’

do referido oligonucledtido molde.

Lisboa, 7 de Dezembro de 2009
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Fig. 3

A sintese da 22 cadeia de ADNc na 12 cadeia de ADNc através de um
iniciador gque possui uma primeira porgdao que hibrida com a regiao
varidvel de um gene de anticorpo e uma segunda porcdo com uma sequéncia
pré-determinada
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Clones de kapa de IgG

Cadeia Pesada

Fab Estrutura 1 Estrutura2 CDR2

HBPAXKla EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFG WVRQAPGKGLEWIS YIST--TSSSIYYADSVKG VH3
HBPAXKLb
HBPAXK1C

0LLVLOUVLINGS
5+ .00CONCONDNNCE ¥
OROACONCATIOO DOIVA - ARO00OICO00CH |
QDEANGAWODCNKT BDO N~ - BICCOCOVNONCY

HBPAXK3a
HBPAXK3b
\

SIY— - YSGTAYWPSLRS

HVRQAPGKGLEWS

essennee

. rwr e
HBPAXKll QVQLVESGGVWQPGGSLRLSQASGFTFD WVRQVPGKGLEWVS LISH~~DAISTYYADSVKG VH3

CDR3
Fab Estrutura 3 JH

HBPAXK1la RFSISRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCAR -YWSFDLWGRGTLVTVSS (Seq. ID N2 83)
HBPAXKLb .on (Seq. ID Ne 84)
HBPAXKlc (Seq. ID N2 85)
(Seq. ID N2 86)
T (Seq. ID N2 87)
G00TCOURN00NEDTINACODFOACAACO! 2 - .- -~DOOINONNANNON0 (Seq. ID Ne 88)
DOOCOHCLOCONONDDINIDANBOCON! 4 SIo I -. COODN0DCOOAN0T i (Seq. ID N2 89)

CO0DEA0CO00000 ¢ (Seq. ID Ne 90)
(Seq. ID N2 91)
(Seq. ID N2 92)
(Seq. ID N2 93)
(Seq. ID N2 94)
(Seq. ID N¢ 95)
(Seq. ID N2 96)
IR ; : (Seq. ID N2 97)
HEPAXK7a (Seq. ID N2 98)

HBPAXK7b (Seq. ID N2 99)
HBPAXK7e (seq. ID N2 100)
HBPAXK7d (Seq. ID N¢ 101)

HBPAXK7e (Seq. ID Ne 102)
TEHATR (Seq. ID N® 103)
HBPAXKSa (Seq. ID Ne 104)

(Seq. ID Ne 105)
(Seq. ID N® 106)
(Sea. ID N2 107)

HB PM(KQb

HB PM(I J RETTSRDNKKN?LYLQMDS LTPEDTALYYCGK ;



7/14

Cadeia leve

Fab Clone Estrutura 1 CDR1 Estrutura 2 CCR2
HBPAXKla 3Al EIVMTQSPAALSVSPGERATLSC RASQSISS------ SLA WYQQKPGQAPRLLIY AASTRAT VK3
HBPAXK1lb 3A2 e *sseevcrsees

HBPAXK1c 3A3 o
HBPAXKlc 3A8
HBPAXKlc 3G6
HBPAXK1d
HBPAXK1d .
QO0O0CE = = - - 00000000RO00OND
D000OWEHO~ [Qlaleteleleletalotelals o} K
falelolsle el 000O0000000O0T0 - FAOTAQD Y
07NORODUIOOCODWOLQ0 BOOCHY . 9 QUNAYVNGOIOLANE BNOT000 T
NOONOTCOOC202950000 T 00T . 0N0OVDONGONOV0Y- FEOVONO
: ONONACONMNTNGOCOMPNOON0G DINITHY 2000002000Q0000 PROL00T
HOBONDIVHDOCATADNZOD MOATONT 2000N0000ONAN0D BCBONRG T
NOONSTO0O0GO00SNN0D . - DOROKANGODNNONG FROABAD
NOODONHDAND  DHODONO0 - LD DOOCHODBONGONNO BODO0OG
¢ > {0 BOGOA0O0LONNTNT BODAO0D
QOODONOCODOBN000DNNCO0 £0Q200NNA000000 0JPOODO
900000005TCEONEH0CH0000 . 000ONA0000GOONC BIFOOGDO
0O 00CO0ACO000

BOEIO00CREO0AMTODOIOXT0 QOORLS
B T o

HBPAXKS
N =
HBPAXK7a 3D1 seelesscaCTealocssrssnss sassoVUNeK--v--
HBPAXX7b 3D3
HBPAXK?b 3FS
HBPAXK7C 3D7 eeeLoceeGTeoltosesrreess #000eFGNN-----
HBPAXK7d

OOVONVADFTION

Fig 8b
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Fab Estrutura 3 JK

HBPAXKla 3Al1 GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFVVYYC
HBPAXK1b 3A2 esspenss
HBPAXK1C 3A3 oeeee
HBPAXK1c 3A8B
HBPAXK1IC 3G6 oV
HBPAXK1d

HBPAXK3b

FEOOROOTYOOR @R
Rlaalele K eTale KIRT O]

HBPAXK7a
HBPAXK7b 3D3
HBPAXKTb 3FS5
HBPAXK7c 3D7
HBPAXK7d
HBPAXKT
ST

ITFGQGTRLEIR JKS (seq.
ssssseseeeK JKS (seq.
JK3 (Seq.
JKe  (Seq.
JK4é  (Seq.
(seq.
HBPAXK1d (Seq.
> (seq.

(seq.
(seq.
00C000NBOONNNANHR0ADLIANOOCANNTN k il (Seq.
OOOOCOO000CABDNBHN0NDIADTAO0O? = DOOOPOORYOL Gl (Seq.
OOOOTBEONCODOBNO0NNN0BONNND D 1) NOONAN00K (seq.
0D0NCDCONCANGNHN0NA0ODANANOAO00 N (Seq.
INOAOOCOCCOCINNNNNNDNOOIDONNOAIY > i ¢ 3 (seq.
0000NH000H0N00N00NNCO000ATNI00D - OIRYE (Seq.
pllalels MeG aalsielele ol DOWFKRD ] (Seq.

[elslelels e (Seq.

) (seq.

HE % (seq.
HBPAXK3a (Seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
. ID
(seq.
(seq.
(Seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.
(seq.

ID
IDp
IDp
ID
IDp
ID
D
ID
D
ID
IDp
ID
D
ID
D
ID
D
ID
D
IDp
IDp
IDp
ID
D
IDp
IDp
ID
D
ID

ID
D
ID
IDp
ID
IDp
ID
D

Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne

108)
109)
110)
111)
112)
113)
114)
115)
116)
117)
118)
119)
120)
121)
122)
123)
124)
125)
126)
127)
128)
129)
130)
131)
132)
133)
134)
135)
136)
137)
138)
139)
140)
141)
142)
143)
144)
145)
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Clones de Lambda de IgG

Cadeia Pesada

Fab Estrutura 1 CDRL Estrutura 2 CDR2

HBL1 3D11 LEEVQLLESGGGLVHPGGSLRLSCAASGFRFG SYAMS WVRQAPGKGLEWVS SISGSGDTIYYADSVRG
3C12 LEEVQLLESCGGLVHPGGSLRLSCAASGFRPG SYAMS WVRQAPGKGLEWVS SISGSGDTIYYADSVRG
3 D9 LE EVQLLESGGGLVHPGGSLRLS CMSGPRFG SYAMS WVRQAPGKGLEWVS SI. SGSGDTIYYADSVRG

AT

A
HBL7 3G5 LEQVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS RYDIH WRQAPGKGBEWA DISYDGHYKSSADSVKG

CDR3,
Fab Estrutura 3 DH JH

KBL1 3D11 RFTISKDSSRNTLFLQLNSLRVDDTAVYYCAK GSIFGTAKVYG VDYWGQGALVTVSS (Seq. ID N2 146)
RPTISKDSSRNTLFLQLNSLRVDDTAVYYCAK GSIFGTAKVYG VDYWGQGTLVTIVSS (Seq. ID N2 147)
R?I‘ISK.DSSRNTLF!:QLNSLRVDDTAVWCAK GSIFGTAKVYG VDYWGQGTLVTVSS (Seq. ID N2 148)

2 7 AT 3§ (Seq. ID Ne 149)

(Seq. ID N2 150)

0 (Seq. ID N2 151)

HEP2c G4%; X (Seq. ID N2 152)

(Seq. ID N2 153)

(Seq. ID N¢ 154)

(Seq. ID N2 155)

(Seq. ID N2 156)

(Seq. ID N2 157)

(Seq. ID N2 158)

(Seq. ID N2 159)

(Seq. ID N2 160)

HFLE 2 7 (Seq. ID N2 161)

HBL? 3GS RF‘TVSRENSRNTVFLQMSGLRPEDTAWPCAK SDVMARARGSG FDVWGQGTTVTVSS (Seq. ID N2 162)

Fig 8d
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Cadeia leve

Fab Estrutura 1 CDR1 Estrutura 2 CDR2

SRSYELTQPPSVSVAPGQTARITC GGNTIGSQSVH WYQQKPGQAPVLVVY DDSDRPS
SRSYVLTQPPSVSVAPGQTASIAC GGNNIGSKSVH WYQQKPGQAPVLVVY
SRSYELTQPP VSVAPRTDGQ TC GEDKIESKSVH VLVVY

[SED

SRSYVLTQPPSVSW\PGQTARITC GGNSIGSKSVK WYQQKPGQAPVLW‘! DDSDRPS

HBL7 3GS SRQAVLTQPPSVSVAPGQTARITC GGNNIGSKSAH WYQQRPGQAPLLVVY DDSDRPS
CDR3
Fab Estrutura 3 JL
HBL1 3Dl11 GIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYC QVWDSSSDH---VVFGGGTRLTVL (Seq. ID N2 163)
3c12 GIPERFSGSNSGNTATLTVSRAEAGDEADYYC QVWDASSDQPY-VVFGGGTRLTVL (Seq. ID N2 164)

GIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYC (Seq. ID N2 165)
ke 3 NGTS SRS, BIOG (Seq. ID N2 166)
(Seq. ID N2 167)
(Seq. ID N2 168)
(Seq. ID N2 169)
(Seq. ID N2 170)
(Seq. ID N2 171)
(Seq. ID N2 172)
(Seq. ID N2 173)
(Seq. ID N2 174)
) (Seq. ID N2 175)
ABIA g 5] ; N (Seq. ID N2 176)
HBLS 3D1 GIPERFSGSNSG‘!‘T}\TL’TISRVEAGDEADYYC (Seq. ID N2 177)
HBL7 3GS GIPERFSGSNSGNAATLTITRVEAGDEADYYC QVWGDTGDHE--VVFGGGTKLTVL (Seq. ID N2 178)

HBL2d 3C4 possui um coddo de interrupcao “tga” em CDR1 conforme indicado
por IIJII

Fig 8e
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Clones de kapa de IgG de Murganho contra Fc de IgE

Cadeia Pesada

Fab Estrutura l CDR1 Estrutura 2 CDR2
m2G1R2A8 QSGAELMKPGASVKISCKATDYTFS NYWIE WVKORPGHGLEWIG EILPGSGSTNFNEKFKG
m2G1lR2BS seoseslocecescecsoRTecsees s0sse sseRenasncncss eoeesTeDovsssorRe

09000 Pes® wvuoen slcvvsesresese soecoseDoeeseeRee]D

m2G1R2B11, CS
M2GLR2C2, F9, C3 00000Ve000000000000500000 08500 00000000000 000 seeseeseDooVessnss

m2G1R2C8 2000008000000000008500080 08600 2000002 Q0RE0S SsovooseDoeVeceore
m2G1lR2F12 PP PRUIPIETNP NPT CIPEIS C000C C00ESRENEINROIOLITE oasevseDeccrccore
m2G1R2G1l, Cl1l 00000000000000000005500000 48608 20000008000 0800 sonesToDessseeRe
m2G1lR2H8 SC000POOPEINETUNCINOIOOTD SO0 SONENTRIOENEEP 000000000000

€000000000000OCOESIES 0000 sebeenssesnacs DeserseDeeVossnns

m2G1R2F7? eee
m2G1lR2D10

00000000000 00000000000 00000 FODCERICICGOININED sosvRsODOsONERRTS

m2G1R2F10 GOREIPNICREDIVEPIROEREED C00C0E 0000000000000 0000000 Deessssnes
m2G1R2H3 0000000000000000500000 62005 SOPERIERGEIRETS

m2G1R2H7 0070000000 000000500000 90000 s0cccerrscsnsce

m2G1lR2as 0000000000000 0000 0O TS FOOCPEOICGORENE SosodseDocseccere

Fab Estrutura 3 CDR3 FR4

m2G1R2AB KATFTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR AYFTFS LDYWGQGTTLTVSS (Seq. ID N2 233)
m2G1R2B9 000000000000000000000000000000a00 000080 [Fonesessasenrse (Seq. ID N2 234)
m2G1R2B11, CS eeYeos Feveaversesesse (Seg. ID N2 235)
m2G1R2C2, F9, ¢3 eeYosees Fevevossecense (Seq. ID N2 236)
m2G1lR2C8 0000 0Y006000000008000000000000¢ 00Y0eo Fovesoseessrse (Segq. ID N2 237)
m2G1lR2F12 ®000cscsrssoencnnsanssessscncsse eaYeae Fesevoveesesse (Seq. ID N2 238)
m2G1R2G1, Cl1 06000000000 00000000000000a0000a sacsae Fonesossessesse (Seq. ID N2 239)
m2G1R2HB eeevee Feo eesee (Seq. ID N2 240)
m2G1lR2F7 seYeLe Fes . (Seq. ID N° 241)
m2G1lR2D10 000000 Y0000000000000000000000000 00Y00e Fevessesesesee (Seq. ID N2 242)
m2G1R2F10 000000Sesssveseecsscsccenessssss seYooe [oveccscncsnsss (Seq. ID N2 243)
m2G1R2H3 €0s0esYsesc0ss000000000000e000000 soYoos Fevecosossveee (Seq. ID N2 244)
m2G1R2H3 000000Y0000000000000000000000000 s0Y0ee Feveoeceocecee (Seqg. ID N2 245)
m2G1lR2a9 Geseerecscsnenessacecnecesosene soYele Fevecesocsesee (Segq. ID N2 246)

Fig. 9a
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Clones de lambda de IgG de Murganho contra Fc de IgE

Cadeia Pesada

Fab Estrutural CDR1 Estrutura 2 CDR2

m3G1R3All GAELMKPGASVKISCKATGYTFN TYWIE WVKQRPGHGLEWIG EILPGTDNTNYNEKFKG
m3G1lR3A12 02000000000 000000000008 C0T0C FE950000000000% $00000000000008000
m3G1R3D12 SO000000000000000000000 00300 CU0SC000000000 200000000000 00000
m3G1lR3G8 0068000000000 0000000000 00000 0000000000000 008000000 CRIEINTS

m3G1lR3ES (X Y Y Y Y Y Y Y YY) sssecsescesese

CARATRERASVRT SCIRNTEYTLS | STVLE . WORPEHICLTNIG

C00NODNODDNN00C0CO000TE SO000 0000000000000
0060DNDONDVO0NDOCOOOOTS { [o]eloislaToleluloinlnlelals]
0000TAGE000000000NNN0LE § 0000D000CTDA00

m3G1R3E7 LVDPGGGLVQPGGSLRLSCETSGFTFT WVRQPPGKALEWLG FIRNKANGYTTEYSASVKG
m3GlR3EL1O 0000000000080 00000000¢ 088[MT 0000000800080 05 250000035000 0000000
m3G1lR3F8 GOOPPOINCECIINIRLIPRREICSIEIPRYS 008),S €000000000000e 0500000000000 00008
m3G1lR3G9 00000000000000000000000 208[,S 0000P00C0000s 0008000000000 08000

IVKCREGIEWHTIC

OONNOIVVOROONOOOE B 0Q0N0ANO0D0000
00000000IDOCOPIANDHOE I 00020000000000
{elololalelolelete’ 00EOCO0O00R0N0
3 OY000000000000

GGGLVQPGNSLRLSCATSGFTFT WVRQPPGKALEWLG

FIRNKGNGYTTEYSASVKG

m3G2aR3E10 S000000000000000000000¢ 05000 0000000000000 0 900800000000 0000000
m3G2aR3D8 s00s00sscccncs

B WA

O00000N00OD000
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Fab Estrutura 3 CDR3 FR4
m3G1lR3A11 KATFTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR QVGLRWF FDYWGQGTTLTVSS (Seq. ID N2 247)
m3G1R3A12 $0000000000000000000000000000000 o00sctos os0csessasseces (Seg. ID N2 248)
m3G1lR3D12 €00 00000000000000000000000000000 0000000 Gocsesscsncses (Seq. ID N2 249)
m3G1R3G8 SEPPPECI0000C0000000000000e000eP VoSO coessssrrnsses (Seg. ID N° 250)
m3G1lR3E9 sesevses osesescsencsse (Seq. ID N2 251)
S OUETRINWEHFINEYCIRINRUSY (Seq. ID Ne 252)
lolelelolelo} o tel0lelolelelelololeleltle (Seq. ID N2 253)
Jelpleleleielgivlelelatelaleleleipleloleldl (Seq. ID N2 254)
igielelolo) gelelololelelelolololelelolel (Seq. ID N2 255)
m3G1R3E7 RFTISRDDSQSILYLOMNTLRAEDSATYYCLR NGRPYYYALDYWGQGTSVSVSS (Seq. ID N2 256)
m3G1R3EL1Q 0000000000000 000000000000000050 000000000000 00 00000000 (Seq. ID Ne 257)
m3G1lR3F8 2050 seecccecscscossccsiere (Seq. ID N2 258)
m3IG1R3GS 080000008000 0000 (Seg. ID N2 259)
i i HEOSFFERSY (Seq. ID N° 260)
MWO000000 elelelsl (Seqq. ID Ne 261)
DOHNNTDBKODTICONNNN Q030000000 4 Yargeislplelelelolelalatalotols! (Seq. ID Ne 262)
002000000 00OT00 3000000000000 G moo@i"‘(’ooooooooompooo (Seq. ID N2 263)
e 7 O0D2COI00ZCCOOOCDONDDRTO0O00NR0NN THLINIC O rielelelelelsIslolelalololole] (se . ID Ne 264)
m3G2aR3B10 RFTISRDDSQSILYLOMNTLRAEDSATYYCAR HGRPYYYLMDYWGQOGTSVTVSS (Seq. ID N2 265)
m3G2aR3E1Q 0000000000000 0000000000000C0STES CECOINIGNTR00000000000 (Seq. ID No 266)
m3G2aR3D8 (1] (Segq. ID N2 267)
d (Seq. ID N2 268)
il (Seq. ID N2 269)
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Cadeia leve kapa

Fab Estrutura 1 CDR1 Estrutura 2 CDR2

m3G1R3B10O SRQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTC SASSSVSYMH WYQQKSSTSPKLWIY DTSKLAS
m3G1R3H9 CUO0000000000000000000000 000000 OeDS 9000000 sPPOOIQEIY UPROGCCIOS
NS ' SASSEVITIDY  YVOOKSCTSSIRIY &
ooooono3c0ﬁ00ﬁoooooooaooo Q0O0OFO00 . QCOOVOOOOCND000 DOO0CAD
m3G1R3D12 SRQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTC SASSSVSYMH WYQQKSSTSPKLWIY DTSKLAS
m3G1lR3ES 00080000 S000sGSGOS (AR RRIRY XY ]

SRDIONROSEASLSASVEIBIVTLIC SASONLISILA WFOUROORSPORLYY

HDCOOD0HD000N0N00000C00000 DOCO0O0C000 OO00C00QLNONI00O
0CG00D0000000O00000000N000 HONOCOAVNY, OOVOOOL00L00D00

Fab Estrutura 3 CDR3 FR4
m3G1R3B10 GVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAREDVATYYC FQGSGYP LT FGAGTKLELKR (Seq. ID N2 270)
m3G1R3H9 eesesce ve eeSe elee (Seq. ID Ne° 271)
SR PT FE (Seq. ID Ne 272)
- jsleielelelplegieloolslelololelalelolels (Seq. ID Ne 273)
m3G1lR3D12 GVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAEDVATYYC FQGSGYP FGSGTKLEIKR (Seq. ID N2 274)
m3G1R3E9 oo..o.ooooo-o'{‘non-o-oooooooocooo ®000000 Be seERECBEGRS (Seq. ID Ne 275)
NSRS GG SO RIS I OR EDEC SI RO HEH I RCICRRIERW  (Seq. ID N2 276)
SllisslpieleltisRilisisleibieisleislcleleBIe oIl clelelo CIelo e I oLl lellplelalele  (Seqr. ID N2 277)
0ONONNO00BO0N000AN00GCDAVDC00000 GOC00DD lsleleleloloplolels (Seq. ID N2 278)

Fig. 9d



RESUMO

“MOLDES MANIPULADOS E SUA UTILIZAGAO EM AMPLIFICAGAO COM
INICIADOR UNICO”

Foram agora desenvolvidos métodos de amplificacdo de &acido
nucleico que incluem os passos de: a) emparelhamento um
iniciador com uma sequéncia de &dcido nucleico molde, possuindo o
iniciador uma primeira porgdo gque emparelha com o molde e uma
segunda porcao da sequéncia pré-determinada; b) sintese de um
polinucledétido que emparelha com e € complementar com a Porgao
do molde entre a localizagcdao na qual a primeira porcao do
iniciador emparelha com o molde e a extremidade do molde,
possuindo o polinucledétido uma primeira extremidade e uma
segunda extremidade, em que a primeira extremidade incorpora o
iniciador; c¢) separacao do polinucledétido sintetizado no passo
(b) do molde; d) emparelhamento de um oligonucledétido interno
com a segunda extremidade do polinucledétido sintetizado no passo
(b), possuindo o oligonucledtido interno uma primeira porgao gque
emparelha com a segunda extremidade do polinucledétido e uma
segunda porc¢ado possuindo a mesma sequéncia pré-determinada da
segunda porgao do 1iniciador; e) extensdao do polinucledtido
sintetizado no passo (b) para proporcionar uma sua PpPOrgao
terminal que ¢é complementar da sequéncia pré-determinada; e f)
amplificacdo do polinucledtido estendido utilizando um iniciador

inico possuindo a sequéncia pré-determinada.
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