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O INVENTO PROPORCIONA UM METODO PARA A GERAGCAO DE UMA SEQUENCIA
POLINUCLEOTIDICA OU POPULACAO DE SEQUENCIAS A PARTIR DE SEQUENCIAS
POLINUCLEOTIDICAS ORIGINAIS, COMPREENDENDO O METODO OS PASSOS DE (A)
PROPORCIONAR UMA PRIMEIRA POPULACAO DE MOLECULAS POLINUCLEOTIDICAS E UMA
SEGUNDA POPULACAO DE MOLECULAS POLINUCLEOTIDICAS, A PRIMEIRA E SEGUNDA
POPULACOES JUNTAS CONSTITUINDO AS CADEIAS MAIS E MENOS DAS SEQUENCIAS
POLINUCLEOTIDICAS ORIGINAIS, (B) DIGESTAO DA PRIMEIRA E SEGUNDA POPULAGCOES DE
MOLECULAS POLINUCLEOTIDICAS COM UMA NUCLEASE PARA GERAR FRAGMENTOS
POLINUCLEOTIDICOS, (C) CONTACTO DOS REFERIDOS FRAGMENTOS POLINUCLEOTIDICOS
GERADOS A PARTIR DAS CADEIAS MAIS COM OS FRAGMENTOS GERADOS A PARTIR DAS
CADEIAS MENOS E (D) AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS QUE SE LIGAM UNS AOS OUTROS
PARA GERAR PELO MENOS UMA SEQUENCIA POLINUCLEOTIDICA CODIFICANDO UM OU MAIS
MOTIVOS PROTEICOS POSSUINDO UMA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS ALTERADA EM
COMPARACAO COM OS CODIFICADOS PELOS POLINUCLEOTIDOS ORIGINAIS, EM QUE O GRAU
DE VARIABILIDADE DA SEQUENCIA NUMA REGIAO SELECCIONADA DA PELO MENOS UMA
MOLECULA POLINUCLEOTIDICA PRODUZIDA NO PASSO (D) E CONTROLADO ATRAVES DA
ADICAO DE UM OU MAIS OLIGONUCLEOTIDOS DE VARIABILIDADE PREDETERMINADA, CUJOS
OLIGONUCLEOTIDOS SE LIGAM A UMA SEQUENCIA QUE RESIDE ENTRE, MAS EXCLUI, O
NUCLEOTIDO TERMINAL 3' OU 5' DA MOLECULA POLINUCLEOTIDICA ORIGINAL. O INVENTO
PROPORCIONA TAMBEM POLINUCLEOTIDOS OBTIDOS ATRAVES DO METODO DO INVENTO E
POLIPEPTIDOS CODIFICADO PELOS MESMOS.
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RESUMO

“Método para evolugdo molecular in vitro da fungdo proteica”
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O invento proporciona um método para a geracao de uma
sequéncia polinucleotidica ou populacgdo de sequéncias a
partir de sequéncias polinucleotidicas originais,
compreendendo o método os passos de (a) proporcionar uma
primeira populagao de moléculas polinucleotidicas e uma
segunda populacao de moléculas polinucleotidicas, a primeira
e segunda populacgdes Jjuntas constituindo as cadeias mais e
menos das sequéncias polinucleotidicas originais, (b)
digestao da primeira e segunda populacgdes de moléculas
polinucleotidicas com uma nuclease para gerar fragmentos
polinucleotidicos, (c) contacto dos referidos fragmentos
polinucleotidicos gerados a partir das cadeias mais com os
fragmentos gerados a partir das cadeias menos e (d)
amplificagao dos fragmentos gque se ligam uns aos outros para
gerar pelo menos uma sequéncia polinucleotidica codificando
um ou mais motivos proteicos possuindo uma sequéncia de
aminoacidos alterada em comparacgao com os codificados pelos
polinucledétidos originais, em que o grau de variabilidade da
sequéncia numa regiao seleccionada da pelo menos uma molécula
polinucleotidica produzida no passo (d) é controlado através
da adigdo de um ou mais oligonucledtidos de variabilidade
predeterminada, cujos oligonucledétidos se ligam a uma
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sequéncia que reside entre, mas exclui, o nucledétido terminal
3'" ou 5' da molécula polinucleotidica original. O invento
proporciona também polinucledtidos obtidos através do método
do invento e polipéptidos codificado pelos mesmos.
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DESCRICAO
“Método para evolugdo molecular in vitro da fungdo proteica”

O presente invento refere-se a um método para evolugao
molecular in vitro da fungao proteica qgque permite controlo
sobre a variabilidade introduzida em regides seleccionadas de

uma proteina original.

A funcao proteica pode ser modificada e melhorada in
vitro através de uma variedade de métodos, incluindo
mutagénese dirigida ao local (Alber et al., Nature, 5:
330(6143): 41-46, 1987) clonagem combinatdéria (Huse et al.,
Science, 246: 1275-1281, 1989; Marks et al., Biotechnology,
10: 779-783, 1992) e mutagénese aleatdria combinada com
sistemas de selecgao apropriados (Barbas et al., PNAS. USA,
89: 4457-4461, 1992).

0 método de mutagénese aleatdria juntamente com seleccgao
foi utilizado em varios casos para melhorar a funcado proteica
e existem duas estratégias diferentes. Primeiramente, a
aleatorizacao de toda a sequéncia génica em combinagdao com a
seleccgao de uma proteina variante (mutante) com as
caracteristicas desejadas, seguido de um novo ciclo de
mutagénese aleatdéria e seleccao. Este método pode entdo ser
repetido até ser encontrada uma proteina variante que seja
considerada o¢ptima (Schier R. et al., J. Mol. Biol. 263 (4):
551-567, 1996). Aqui, a via tradicional para introduzir
mutagbes ¢é através de PCR propensa a erro (Leung et al.,
Technique, 1: 11-15, 1989) com uma taxa de mutagcao de
aproximadamente 0, 7%. Secundariamente, regides definidas do
gene podem ser mutagenizadas/mutadas com iniciadores
degenerados, o gue permite taxas de mutacdo de até 100%
(Grriffiths et al., EMBO. J., 13: 3245-3260, 1994; Yang et
al., J. Mol. Biol. 254: 392-403, 1995).

A mutacgdo aleatdria tem sido utilizada extensivamente no
campo da engenharia de anticorpos. Genes de anticorpos
formados in vivo podem ser clonados in vitro (Larrick et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 160: 1250-1256, 1989) e
combinagdes aleatdérias dos genes codificando as cadeias
pesadas e leves variaveis podem ser sujeitas a seleccgao
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(Marks et al., Biotechnology, 10: 779-783, 1892). Os
fragmentos funcionais de anticorpos seleccionados através
destes métodos podem ainda ser melhorados utilizando
mutagénese aleatdéria e ciclos adicionais de selecgdes
(Schier, R. et al., J. Mol. Biol. 263(4): 551-567, 19906).

Tipicamente a estratégia de mutagénese aleatdéria é
seguida de seleccgao. As variantes com caracteristicas
interessantes podem ser seleccionadas e as regides de ADN
mutadas de diferentes variantes, cada uma com caracteristicas
interessantes, combinadas numa sequéncia de codificagao (Yang
et al., J. Mol. Biol. 254: 392-403, 1995).

O emparelhamento combinatério de genes tem também sido
utilizado para melhorar a fungao proteica, p.ex. afinidade do
anticorpo (Marks et al., Biotechnology, 10: 779-783, 1992).

Outro processo conhecido para mutacao in vitro da funcgao
proteica, gque é frequentemente referido como "baralhamento de
ADN", utiliza fragmentacao aleatdéria de ADN e montagem dos
fragmentos numa sequéncia de codificacao funcional (Stemmer,
Nature 370: 389-391, 1994). O processo de baralhamento de ADN
gera diversidade através de recombinacao, combinando mutagdes
GUteis de genes individuais. Tem sido utilizado com sucesso
para evolugao artificial de diferentes proteinas, p.ex.
enzimas e citocinas (Chang et al. Nature Biotech. 17: 793-
797, 1999; Zhang et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4504-
4509, 1997; Christians et al. Nature Biotech. 17: 259-264,
1999). O0Os genes sao fragmentados aleatoriamente utilizando
ADNase I e depois novamente montados através de recombinacgao
uns com os outros. O material de partida pode ser um unico
gene (primeiro mutado aleatoriamente utilizando PCR propensa
a erro) ou sequéncias hombélogas de ocorréncia natural

(chamado baralhamento de familias).

A ADNase I hidrolisa ADN de preferéncia em locais
adjacentes a nucledétidos pirimidina, portanto é uma escolha
adequada para fragmentacdo aleatdéria de ADN. No entanto, a
actividade esta dependente de ib6es de Mg ou Mn, os 1id0es Mg
restringem o tamanho dos fragmentos a 50 pb, enquanto os ides
de Mn darao tamanhos de fragmentos inferiores a 50 pb.
Portanto, para ter todos 0os tamanhos possiveis para
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recombinagao o gene em qguestao necessita ser tratado pelo
menos duas vezes com ADNase I na presenga de qualgquer um dos

dois 1des diferentes, sequido de remocao destes mesmos ides.

Embora, em teoria, seja possivel baralhar ADN entre
quaisquer clones, se se pretender dgque o gene Dbaralhado
resultante seja funcional em relacao a expressao e
actividade, os clones a baralhar tém de preferéncia de ser
aparentados ou mesmo idénticos, com excepgao de um baixo
nivel de mutagdes aleatdrias. O baralhamento de ADN entre
clones geneticamente diferentes produzird geralmente genes

nao funcionais.

O presente invento tenta proporcionar melhores métodos
para evolugao proteica in vitro. Em particular, o invento tem
por objectivo proporcionar um método que permita o controlo
do grau de variabilidade introduzido em regides seleccionadas

de uma sequéncia polinucleotidica original.

Assim, de acordo com um primeiro aspecto do presente
invento, ¢é ©proporcionado um método para geragcao de uma
molécula polinucleotidica variante, ou populagao desta, a
partir de uma molécula polinucleotidica original,
compreendendo o método 0s passos:

(a) proporcionar uma primeira populacao de moléculas
polinucleotidicas e uma segunda populacdo de moléculas
polinucleotidicas, a primeira e a segunda populagdes juntas
constituindo as cadeias mais e menos de uma molécula
polinucleotidica original;

(b) digestao da primeira e segunda populagdes de
moléculas polinucleotidicas com uma nuclease para gJgerar
fragmentos polinucleotidicos;

(c) contacto dos referidos fragmentos polinucleotidicos
gerados a partir das cadeias mais com fragmentos gerados a
partir das cadeias menos (sob condigdes que permitam a
ligagao dos fragmentos); e

(d) amplificacao dos fragmentos gque se ligam uns aos
outros para gerar pelo menos uma molécula polinucleotidica
gue difira na sequéncia da molécula polinucleotidica original
em gque o grau de variabilidade da sequéncia numa regiao
seleccionada da pelo menos uma molécula polinucleotidica
produzida no passo (d) é controlado através da adigao de um
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ou mais oligonucledtidos de variabilidade predeterminada,
cujos oligonucledtidos se ligam a sequéncia que reside entre,
mas exclui, os nucledétidos terminais 3' e 5' da molécula
polinucleotidica original.

Uma vantagem chave proporcionada pelos métodos do
presente invento é que eles permitem o controlo do grau de
variabilidade da sequéncia introduzido nas sequéncias
polinucleotidicas originais, através da adigdo de um ou mais
oligonucledtidos de variabilidade predeterminada. Tais
oligonucledétidos sao capazes de se ligar (de preferéncia sob
condigbes de elevado rigor) a uma sequéncia alvo interna
presente numa ou mais das sequéncias polinucleotidicas

originais.

Os oligonucledétidos de variabilidade predeterminada sao
capazes de se ligar a uma sequéncia interna que reside entre,
mas exclui, o nucledtido terminal 3' ou 5' da molécula
polinucleotidica original (de modo a que os oligonucledtidos
nado sejam capazes de se ligar aos nucledtidos terminais 3' ou
5'). Assim, nao se pretende que o termo "oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada™ englobe as sequéncias
iniciadoras da extremidade 3' ou 5' ou um molde inteiro. No
entanto, sera apreciado gque o passo (c¢) possa adicionalmente
compreender a adigao de sequéncias iniciadoras gque se ligam
as extremidades 3! e/ou 5 de pelo menos um dos

polinucledétidos originais sob condig¢des de ligacgao.

Numa concretizagao preferida do método do invento, em
que a primeira e a segunda populacgdes de polinucledtidos sao
de cadeia simples, o0os oligonucledétidos de variabilidade
predeterminada sao adicionados antes ou no passo (b) e a
nuclease utilizada para digerir os polinucledétidos originais
é esgpecifica para polinucledétidos de cadeia simples (por
exemplo, nuclease S1, Exo I, Exo T e nuclease do feijao-da-
china). Quando assim adicionados, os oligonucledétidos ligam-
se/hibridam com a primeira e segunda populacgdes de
polinucledétidos originais de cadeia simples, produzindo deste
modo regides de cadeia dupla que estao assim protegidas da
digestao com nuclease especifica de cadeia simples (ver

Figura 2). Consequentemente, a variabilidade dentro desta
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sequéncia protegida é controlada nos polinucledtidos

variantes resultantes produzidos no passo (d).

Numa concretizacao preferida alternativa, 0s
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada sao
adicionados apds o passo (b) e antes ou no passo (c). Nesta

concretizacao, os fragmentos polinucleotidicos produzidos
através da digestdo com nuclease sao "complementados™ com os
oligonucledétidos, gque sao entao incorporados durante o
processo de re-ligagdo/hibridacao nos polinucledtidos
variantes produzidos no passo (d) (ver Figura 3). Novamente,
é preferido que a primeira e segunda populacgdes de

polinucledtidos sejam de cadeia simples nesta concretizagao.

O controlo da variabilidade introduzida nos
polinucledétidos variantes produzidos utilizando o método do

invento é alcancado através da utilizacdo de oligonucledtidos

de variabilidade predeterminada. Por exemplo,
oligonucledtidos incorporando graus variaveis de
variabilidade da sequéncia nucleotidica (de nenhuma

variabilidade a elevada variabilidade) podem ser produzidos
utilizando métodos bem conhecidos na arte, tal como uma PCR
propensa a erro ou utilizagdo de um sintetizador de
oligonucledétidos (tal como os comercialmente disponiveis em
MWG Biotech, Ebersberg, Alemanha). Assim, sera apreciado que
o) conhecimento da sequéncia dos oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada nao ¢é essencial; o dque &
importante ¢é que o grau de variabilidade dentro dos
oligonucledétidos seja conhecido (pelo menos num sentido

relativo, se nao num sentido absoluto).

Vantajosamente, os oligonucledétidos de variabilidade
predeterminada partilham pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com a sequéncia interna de uma sequéncia
polinucleotidica original, por exemplo pelo menos 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% de identidade de sequéncia. A
percentagem de identidade de sequéncia entre dois
polinucledétidos pode ser determinada utilizando programas de
computador adequados, muitos dos gquails estdo disponiveis em
linha (por exemplo ver www.hgmp.mrc.ac.uk/GenomeWeb/nuc-
mult.html).
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Por exemplo, a 1identidade de sequéncia pode ser
analisada utilizando o programa Clustal W (Thompson et al.,
(1994) Nucleic Acids Res. 22 4673-80). Os parametros
utilizados podem ser como se segue:

Parédmetros de alinhamento rapido aos pares: tamanho K-tuple
(palavra); 1, tamanho da janela; 5, penalidade de intervalo;
3, numero de diagonais de topo; 5. Método de classificagao: x
porcento.

Parémetros de alinhamento multiplo: penalidade de intervalo
aberto; 10, penalidade de prolongamento do intervalo; 0,05.
Matriz de registo: BLOSUM.

Numa concretizacgao preferida, os oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada partilham 100% de identidade de
sequéncia com a sequéncia interna de uma sequéncia
polinucleotidica original. Assim, os oligonucledétidos podem

ser todos da mesma sequéncia nucleotidica.

Numa concretizacdo alternativa, os oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada sao de pelo menos duas
sequéncias diferentes. De preferéncia, os oligonucledtidos
sao variantes da mesma sequéncia interna da sequéncia

polinucleotidica original.

Sera apreciado que os oligonucledtidos de variabilidade
predeterminada podem ser dirigidos a mesma sequéncia interna
ou sequéncias internas diferentes dos polinucledtidos

originais.

Numa concretizacao preferida, os oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada partilham 100% de identidade de
sequéncia com, ou sao variantes de, pelo menos duas regides

diferentes dos polinucledtidos originais.

Sera apreciado que os oligonucledtidos de variabilidade
predeterminada podem ter qualquer comprimento desde gque nao
constituam um molde inteiro. De preferéncia, no entanto, os
oligonucledétidos estao entre 10 e 500 nucledtidos de
comprimento. De preferéncia, os oligonucledétidos tém entre 50
e 200 nucledétidos de comprimento, por exemplo cerca de 100

nucledétidos de comprimento.
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O invento proporciona um método para geracao de formas

variantes de uma sequéncia polinucleotidica original.

Sera apreciado que o método do invento pode ser
realizado em qualquer polinucledétido que codifique um produto
polipeptidico, incluindo guaisquer proteinas possuindo
propriedades de ligacao ou cataliticas, p.ex. anticorpos ou
partes de anticorpos, enzimas ou receptores. Além disso,
gqualquer polinucledétido gque tenha uma funcdo que possa ser
alterada, tal como ARN catalitico, pode ser mutado de acordo
com o presente invento. E preferivel que o polinucledétido
original codificando um ou mais motivos proteicos tenha pelo
menos 12 nucledétidos de comprimento, de maior preferéncia
pelo menos 20 nucledtidos de comprimento, ainda de maior
preferéncia mais de 50 nucledétidos de comprimento. Podem ser
utilizados polinucledétidos tendo pelo menos 100 nucledtidos
de comprimento ou mesmo pelo menos 200 nucledtidos de
comprimento. Quando sao utilizados polinucledétidos originais
que codificam grandes proteinas talis como enzimas ou
anticorpos, estes podem ter muitas centenas ou milhares de
bases de comprimento. O presente invento pode ser realizado

num polinucledétido original de qualguer tamanho.

Vantajosamente, a sequéncia alterada de pelo menos uma
molécula polinucleotidica produzida no passo (d) esta
associada a uma propriedade ou caracteristica alterada do

polinucledétido ou polipéptido codificado deste modo.

A propriedade ou caracteristica alterada de um
polinucledétido ou polipéptido gerado através do método do
invento pode ser qualquer variacao ou alteracao na actividade
normal do polinucledétido de tipo selvagem (original) ou do
polipéptido, proteina ou motivos proteicos que codifica. Por
exemplo, os métodos do invento podem ser aplicados como se
segue:

(i) para modular, positivamente ou negativamente, a
actividade catalitica de uma enzima;

(ii) para modular a especificidade e/ou afinidade de
ligagao de um anticorpo;

(1i1ii1) para modular a especificidade e/ou afinidade de

ligagao de uma interaccgao ligando-receptor, p.ex. entre uma
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interleucina e seu receptor (através da producao de variantes
do ligando e/ou do receptor);

(iv) para modular a capacidade de um  mondmero
polipeptidico para formar formagdes multiméricas, p.ex. em
proteinas de revestimento de virus para vacinas;

(v) para modular a capacidade de um imunogénio para
estimular a produgdao de anticorpos especificos contra ele; e

(vi) para modular a estabilidade de uma proteina (p.ex.
a estabilidade sérica de hormonas e factores de crescimento).

Assim, sera apreciado que os métodos do invento podem
ser utilizados para alterar uma propriedade/funcao de

qualguer proteina, polipéptido ou polinucledtido.

Os métodos para testar os polinucledtidos ou
polipéptidos variantes gerados através do método do invento
gquanto as propriedades alteradas sao bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, a seleccadao de proteinas funcionais a
partir de bibliotecas moleculares tem sido revolucionada
através do desenvolvimento da tecnologia de apresentacgao
fagica (Parmley et al., Gene, 73: 305-391 1988; McCafferty et
al., Nature, 348: 552-554, 1990; Barbas et al., PNAS. USA,
88: 7978-7982, 1991). Neste método, o fendtipo (proteina)
estd directamente ligado ao seu correspondente gendétipo (ADN)
e isto permite a clonagem directa do material genético, gque
pode entao ser sujeito a mais modificagdes para melhorar a
fungcdo proteica. A apresentacdo fagica tem sido utilizada
para clonar ligadores funcionais a partir de uma variedade de
bibliotecas moleculares com até 10" transformantes de
tamanho (Griffiths et al., EMBO. J. 13: 3245-3260, 1994).
Assim, a apresentacdo fagica pode ser utilizada para clonar
directamente ligadores funcionais a partir de bibliotecas
moleculares, e pode também ser utilizada para melhorar mais
0s clones originalmente seleccionados. Outros tipos de virus
que foram utilizados para expressao a superficie de
bibliotecas proteicas e seleccgdes destas sado os baculovirus
(Boublik et al. Biotechnol. 13: 1079-1084, 1995; Mottershead
et al. Biochem. Biophys. Res. Com. 238: 717-722, 1997;
Grabherr et al. Biotechniques 22: 730-735, 1997) e retrovirus
(Buchholz et al. Nature Biotechnol. 16: 951-954, 1998).
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A seleccao de proteinas funcionais a partir de
bibliotecas moleculares pode também ser efectuada através de
apresentacdao a superficie celular. Também aqui, o fendtipo
estd directamente ligado ao seu gendtipo correspondente. A
apresentacdo a superficie de células bacterianas tem sido
utilizada para p.ex. pesquisa de variantes melhoradas de
carboximetil-celulase (CMCase) (Kim et al. Appl. Environ.
Microbiol. 66: 788-93, 2000). Outras células que podem ser
utilizadas para este fim sdao células de levedura (Boder e
Wittrup Nat. Biotechnol. 15: 553-557, 1997), células COS
(Higuchi et al. J. Immunol. Meth. 202: 193-204, 1997) e
células de insecto (Granzerio et al. J. Immunol. Meth. 203:
131-139, 1997; Ernst et al. Nucleic Acids Res. 26: 1718-1723,
1998).

O polinucledétido original codifica de preferéncia um ou
mais motivos proteicos. Estes sao definidos como regides ou
elementos da sequéncia polinucleotidica gque codificam uma
sequéncia polipeptidica (i.e. de aminodcidos) que tem uma
fungdo proteica caracteristica. Por exemplo, um motivo
proteico pode definir uma porcgao de uma proteina inteira, tal
como um epitopo, um local de clivagem ou um local catalitico,
etc.

Varias bases de dados pesquisaveis de motivos proteicos
e potenciais motivos proteicos estdo disponiveis, tais como
MOTIF, PROSITE, SMART e BLOCKS (www.blocks.fhcrc.orqg).

De preferéncia, a regiao seleccionada da molécula
polinucleotidica original na qual o grau de variabilidade é
controlado corresponde a (i.e. codifica) um ou mais tais
motivos proteicos. Assim, 0S8 oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada podem ser dirigidos a uma
sequéncia interna da molécula polinucleotidica original gque

codifica um motivo proteico.

Serd apreciado por peritos na arte que o método do
invento pode ser operado utilizando, como polinucledtido
original, qualguer material de partida de acido nucleico
capaz de hibridar para formar sequéncias nucleotidicas de

cadeia dupla complementares, por exemplo ADN gendmico (ADNg)
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ou ADN complementar (ADNc). De preferéncia, a primeira e

segunda populacdes de polinucledtidos sao ADNc.

Numa concretizagao preferida, a primeira e segunda

populacdes de polinucledtidos sao de cadeia simples.

Convenientemente, a primeira populacao de
polinucledtidos consiste em cadeias mais das moléculas
polinucleotidicas originais e a segunda populacao de
polinucledétidos consiste em cadeias menos de moléculas
polinucleotidicas originais. Alternativamente, a primeira
e/ou segunda populacdao de polinucledtidos pode compreender
ambas as cadeias mais e menos das moléculas polinucleotidicas

originais.

Tal como afirmado acima, o método do invento pode ser
utilizado para produzir formas variantes de qualquer

sequéncia polinucleotidica original.

Vantajosamente, as sequéncias polinucleotidicas
originais sao derivadas através de mutagénese de uma unica
sequéncia polinucleotidica original, i.e. as sequéncias
polinucleotidicas originais constituem formas variantes de
uma Unica sequéncia polinucleotidica. A mutacao aleatdria de
uma sequéncia polinucleotidica original pode ser alcancada
através de gqualquer método convencional tal como descrito

acima, tal como PCR propensa a erro.

Numa concretizagao preferida do método do invento, as
sequéncias polinucleotidicas originais codificam um
polipéptido ligando. Por T"polipéptido ligando™ incluimos
qualguer polipéptido que interaja in vivo ou ex vivo com
outra molécula bioldgica (tal como outro polipéptido ou um
polinucledétido). De preferéncia, os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada partilham identidade de
sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao das sequéncias
polinucleotidicas originais codificando uma sequéncia de
aminoacidos que interage, directamente ou indirectamente, com
uma molécula bioldgica, por exemplo um local de ligacgdo ou
local modulador.
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Noutra concretizacao preferida, as sequéncias
polinucleotidicas originais codificam um anticorpo ou
fragmento de anticorpo tal como moléculas semelhantes a Fab
(Better et al. Science 240: 1041, 1988); moléculas Fv (Skerra
et al. Science 240: 1038, 1988); moléculas Fv de cadeia
simples (ScFv) (Bird et al. Science 242: 423, 1988; Huston et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879, 1988) e anticorpos
de dominio simples (dAbs) (Ward et al. Nature 341: 544,
1989). Nesta concretizacao, 0s oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada partilham de preferéncia
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais codificando uma
regiao determinante de complementaridade (CDR) .
Alternativamente, oS oligonucledtidos de variabilidade
predeterminada podem partilhar identidade de sequéncia com,

ou ser variantes de, uma regiao das sequéncias
polinucleotidicas originais codificando um polipéptido
estrutural.

Noutra concretizacgao preferida, as sequéncias

polinucleotidicas originais codificam uma enzima ou fragmento
cataliticamente activo desta. Embora o termo "enzima" seja
utilizado, este deve ser interpretado como incluindo também
gqualquer polipéptido possuindo actividade semelhante a uma
enzima, i.e. uma funcgao catalitica. Por exemplo, 0s
polipéptidos fazendo parte de uma enzima podem ainda possuir
funcao catalitica. Além disso, proteinas tais como
interferdes e citocinas estao incluidas. Nesta concretizacéao,
os oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
de preferéncia identidade de sequéncia com, ou sao variantes
de, uma regidao das sequéncias polinucleotidicas originais
codificando o local activo, ou local modulador (tal como um
local regulador alostérico, p.ex. um local de ligagao de um
cofactor) ou uma regiao envolvida na estabilidade de uma
enzima (tal como um local de clivagem por proteases).

Ainda noutra concretizacao preferida, as sequéncias
polinucleotidicas originais codificam um antigénio. Por
"antigénio", incluimos péptidos antigénicos capazes de
induzir uma resposta imunitaria quando administrados, de
forma aguda ou crénica, a um hospedeiro mamifero. Nesta
concretizagao, 0s oligonucledtidos de variabilidade
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predeterminada partilham de preferéncia identidade de
sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao das sequéncias

polinucleotidicas originais codificando um epitopo.

Serd apreciado por peritos na arte que gqualquer nuclease
possa ser utilizada no passo de digestao (b) para gerar
fragmentos polinucleotidicos, por exemplo exonucleases,
endonucleases ou enzimas de restricao, ou combinag¢des destas.
Os fragmentos digeridos individuais sao purificados,
misturados e novamente montados com tecnologia de PCR. O gene
montado (reconstituido) pode entao ser clonado num vector de
expressao para expressao da proteina. A proteina pode entao

ser analisada quanto as caracteristicas alteradas.

Por "nuclease" entenda-se um polipéptido, p.ex. uma
enzima ou fragmento desta, possuindo actividade nucleolitica.
De preferéncia, a nuclease ¢é uma exonuclease. De maior
preferéncia, a actividade exonucleolitica do polipéptido é
maior que a actividade endonucleolitica do polipéptido. De
maior preferéncia, o) polipéptido tem actividade
exonucleolitica mas ¢é substancialmente livre de actividade
endonucleolitica.

Exonucleases adequadas incluem BAL31, exonuclease 1,
exonuclease V, exonuclease VII, gene 6 da exonuclease de T7,

exonuclease do bacteridéfago lambda e exonuclease Rec Js:.

De preferéncia, a primeira e segunda populacgdes de
polinucledétidos sao digeridas separadamente no passo (b).

Controlando os parametros da reacgcao de digestao com
nuclease, o tamanho dos fragmentos polinucleotidicos pode ser
controlado. A determinacao dos comprimentos dos fragmentos
polinucleotidicos evita deste modo a necessidade de ter de
proporcionar outro passo tal como a purificacao dos

fragmentos de comprimento desejado a partir de um gel.

Vantajosamente, pelo menos um parametro da reacgao
utilizada para digestao da primeira populagao de moléculas
polinucleotidicas é diferente do(s) pardmetro(s)
equivalente(s) utilizado(s) na reaccgao para digestao da
segunda populacao de moléculas polinucleotidicas. Por
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"parametro equivalente™ entenda-se o) mesmo parametro
utilizado na reacgao para digestao da outra populacgao de
moléculas polinucleotidicas de cadeia simples. Parametros da
reacgao adequados que podem ser variados incluem o tipo de
nuclease, a concentragao da nuclease, o volume reaccional, a
duragao da reacgao de digestao, a temperatura da mistura
reaccional, o pH da mistura reaccional, o comprimento das
sequéncias polinucleotidicas originais, a quantidade de
moléculas polinucleotidicas originais e a composicao do
tampao da mistura reaccional.

A  utilizacdo de diferentes ©parametros da reacgao
utilizados para digestdao da primeira e segunda populagdes de
moléculas polinucleotidicas proporciona a vantagem de maior
variabilidade nos polinucledtidos variantes produzidos

através do método do invento.

Assim, uma concretizacgao preferida do primeiro aspecto
do invento proporciona um método de combinagao de fragmentos
polinucleotidicos para gerar sequéncias polinucleotidicas
variantes, compreendendo esse método os passos de:

(a) digestao de um polinucledétido original (de
preferéncia linear) com uma nuclease para gerar uma populacao
de fragmentos de comprimentos variaveis;

(b) montagem de uma sequéncia polinucleotidica a partir
das sequéncias derivadas do passo (a)
em que oligonucledtidos de variabilidade predeterminada séo
utilizados para controlar o grau de variabilidade em regides
seleccionadas das sequéncias polinucleotidicas resultantes.

De preferéncia o método compreende ainda o passo de (c)
expressao da proteina resultante codificada pela sequéncia
polinucleotidica montada e (d) pesquisa da proteina quanto as
propriedades ou caracteristicas alteradas.

0 presente invento proporciona também sequéncias
polinucleotidicas obtidas ou obteniveis através do método
descrito acima possuindo uma sequéncia nucleotidica alterada
(de preferéncia codificando um polipéptido possuindo
caracteristicas alteradas/desejadas) . Estas sequéncias
polinucleotidicas podem ser utilizadas para gerar vectores de
terapia génica e construgdes de terapia génica de replicacgao



EP 1 948 794/PT
14

deficiente ou vectores de vacinacao para vacinagdes baseadas
em ADN. Adicionalmente, as sequéncias polinucleotidicas podem

ser utilizadas como ferramentas de investigagao.

O presente 1invento proporciona também uma biblioteca
polinucleotidica de sequéncias geradas através do método
descrito acima a partir do qual pode ser seleccionado um
polinucledétido que codifica uma proteina possuindo as
caracteristicas alteradas/desejadas. E preferivel que a
biblioteca polinucleotidica seja uma biblioteca de ADN ou de
ADNc.

O presente invento proporciona também proteinas tais
como enzimas, anticorpos e receptores possuindo
caracteristicas diferentes as do tipo selvagem produzido
através do método descrito acima. Estas proteinas podem ser
utilizadas individualmente ou dentro de um transportador
farmaceuticamente aceitdvel como vacinas ou medicamentos para
terapia, por exemplo, como imunogénios, antigénios ou de
outro modo na obtencdo de anticorpos especificos. Elas podem

também ser utilizadas como ferramentas de investigacao.

Para se obter expressao da sequéncia polinucleotidica
gerada, o polinucledtido pode ser incorporado num vector
possuindo sequéncias de controlo operativamente ligadas a
sequéncia polinucleotidica para controlar a sua expressao. 0s
vectores podem incluir outras sequéncias tais como promotores
ou estimuladores para dirigir a expressao da sequéncia
polinucleotidica inserida, outras sequéncias
polinucleotidicas para que a proteina codificada pelo
polinucledétido seja produzida como uma fusdo e/ou acido
nucleico codificando sinais de secregao para que a proteina
produzida na célula hospedeira seja segregada da célula. A
proteina codificada pela sequéncia polinucleotidica pode
entdo ser obtida através de transformacao dos vectores em
células hospedeiras nas gquais o vector seja funcional,
cultura das células hospedeiras para gque a proteina seja
produzida e recuperacao da proteina a partir das células
hospedeiras ou do meio circundante. Células procaridticas e
eucaridticas sao utilizadas para este fim na arte, incluindo
estirpes de E. coli, levedura e células eucaridticas tais
como células COS ou CHO. A escolha da célula hospedeira pode
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ser utilizada para controlar as propriedades da proteina
expressa nessas células, p.ex. controlando onde a proteina é
depositada nas células hospedeiras ou afectando propriedades
talis como a sua glicosilacao.

A proteina codificada pela sequéncia polinucleotidica
pode ser expressa através de métodos bem conhecidos na arte.
Convenientemente, a expressao pode ser alcancada através de
crescimento de uma célula hospedeira em cultura, contendo um
tal vector, sob condigbes apropriadas que causem ou permitam
a expressao da proteina.

Os sistemas para clonagem e expressao de uma proteina
numa variedade de células hospedeiras diferentes sao bem
conhecidos. Células hospedeiras adequadas incluem bactérias,
células eucaridticas tais como de mamifero e levedura, e
sistemas de baculovirus. Também, a utilizacao do sistema de
retrovirus para clonagem e expressao € uma boa alternativa,
uma vez que este virus pode ser utilizado Jjuntamente com
varios tipos <celulares. As linhas celulares de mamifero
disponiveis na arte ©para expressaoc de um polipéptido
heterdélogo incluem células de ovario de hamster chinés,
células Hela, células de rim de hamster bebé, células COS e
muitas outras. Um hospedeiro bacteriano comum, preferido é E.
coli.

Os vectores adequados podem ser escolhidos ou
construidos, contendo sequéncias reguladoras apropriadas,
incluindo sequéncias promotoras, fragmentos terminadores,
sequéncias de poliadenilacgao, sequéncias estimuladoras, genes
marcadores e outras sequéncias conforme apropriado. Os
vectores podem ser plasmideos, virais, p.ex. fagos ou
fegomideos, conforme apropriado. Para mais detalhes ver, por
exemplo, "Molecular Cloning: a Laboratory Manual", 32 edigao,
Sambrook and Russell, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Muitas técnicas e protocolos conhecidos para
manipulagao de sequéncias polinucleotidicas, por exemplo na
preparagao de construgdes polinucleotidicas, mutagénese,
sequenciagao, 1introdugdo de ADN em células e expressao
génica, e andlise de proteinas, sao descritos em detalhe em
"Current Protocols 1in Molecular Biology", Ausubel et al.
eds., John Wiley & Sons, 1992.
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O sistema pode ser utilizado para a criacao de
bibliotecas de ADN compreendendo sequéncias variaveis que
podem ser pesquisadas quanto a funcao proteica desejada de
varios modos. A fungdo enzimatica pode ser pesquisada com
métodos especificos para a fungadao real da enzima, p.ex.
actividade de CMCase, actividade de B-glucosidase e também
termoestabilidade. Além disso, a apresentacao fagica e a
apresentacdo a superficie celular podem ser utilizadas para
pesgquisa da fungadao da enzima (Crameri A. et al., Nature 15:
391, 1998 (6664): 288-2%91; Zhang J. H. et al., PNAS. USA
94 (9): 4504-4509, 1997; Warren M.S. et al., Biochemistry, 9:
35(27), 1996; 8855-8862; Kim et al., Appl. Environ.
Microbiol. 66: 788-93, 2000) bem como das propriedades de
ligagao alteradas de p.ex. anticorpos (Griffith et al., EMBO
J. 113: 3245-3260, 1994).

Um polipéptido proporcionado pelo presente invento pode
ser utilizado na pesquisa de moléculas que afectem ou modulem
a sua actividade ou fungao. Tails moléculas podem ser uteis

num contexto terapéutico (possivelmente incluindo
profilactico).
0 presente invento proporciona também vectores

compreendendo sequéncias polinucleotidicas geradas através do
método descrito acima.

O presente invento proporciona também composicgdes
compreendendo sequéncias polinucleotidicas, vectores
compreendendo as sequéncias polinucleotidicas ou polipéptidos
gerados através do método descrito acima e um transportador
farmaceuticamente aceitavel ou um transportador adequado para
fins de investigacao.

0 presente invento proporciona ainda um método
compreendendo, apds a identificagdo do polinucledtido ou
polipéptido possuindo as caracteristicas desejadas através do
método descrito acima, o fabrico desse polipéptido ou
polinucledétido no todo ou em parte, opcionalmente em conjunto
com polipéptidos ou polinucledétidos adicionais.
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Assim, um outro aspecto do invento proporciona um método
para produgao de um polipéptido possuindo propriedades
alteradas/desejadas, compreendendo o método o©0s seguintes
passos:

(a) geragao de formas variantes de um polinucledtido
original wutilizando um método de acordo com o primeiro
aspecto do invento;

(b) expressao dos polinucledétidos variantes produzidos
no passo (a) para produzir polipéptidos wvariantes;

(c) pesquisa dos polipéptidos variantes gquanto as
propriedades desejadas; e

(d) selecgcao de um polipéptido possuindo propriedades

desejadas a partir dos polipéptidos variantes.

O invento proporciona ainda um polipéptido obtido

através do método acima.

Apds a 1dentificacgdao de um polinucledétido ou polipéptido
possuindo caracteristicas alteradas/desejadas, estes podem
entdo ser fabricados para proporcionar maiores numeros
através de técnicas bem conhecidas tais como PCR, clonagem e

expressao dentro de uma célula hospedeira.

Os polipéptidos ou polinucledétidos resultantes podem ser
utilizados na ©preparagao de enzimas 1industriais, p.ex.
enzimas de detergentes da roupa onde ¢é desejada maior
actividade a temperaturas mais baixas. Alternativamente, o
polinucledétido ou polipéptido fabricado pode ser utilizado
como ferramenta de investigacgao, 1.e. podem ser utilizados
anticorpos em imunoensaios, e o0s polinucledétidos podem ser
utilizados como sondas de hibridacao ou iniciadores.
Alternativamente, 0s polipéptidos ou polinucledtidos
resultantes podem ser utilizados na preparacao de
medicamentos para utilizacao em diagndstico, utilizacgao
farmacéutica, terapia etc. tal como discutido a seguir.

Os polipéptidos ou polinucledétidos gerados através dos
métodos do invento e identificados como possuindo
caracteristicas alteradas podem ser formulados em composigdes
farmacéuticas. Estas composigdes podem compreender,
adicionalmente a uma das substdncias acima, um excipiente

farmaceuticamente aceitavel, transportador, tampao,
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estabilizador ou outros materiais bem conhecidos dos peritos
na arte. Tais materiais nao devem ser tdxicos e nao devem
interferir com a eficdcia do ingrediente activo. A natureza
exacta do transportador ou outro material pode depender da
via de administracdo, p.ex. vias oral, intravenosa, cutdnea

ou subcutédnea, nasal, intramuscular, intraperitoneal.

As composigbes farmacéuticas para administracgao oral
podem estar na forma de comprimido, capsula, pd ou liquido.
Um comprimido pode incluir um transportador sdélido tal como
gelatina ou um adjuvante. As composigcdes farmacéuticas
liquidas incluem geralmente um transportador liquido tal como
agua, petrdleo, O6leos animais ou vegetais, 6leo mineral ou
6leo sintético. Pode ser incluida solugdo salina fisioldgica,
uma solugao de dextrose ou de outro sacarideo ou glicdis tais

como etilenoglicol, propilenoglicol ou polietilenoglicol.

Para 1injecg¢do intravenosa, cutédnea ou subcutdnea, ou
injecgdo no local de afligdao, o ingrediente activo estard na
forma de uma solugdo agquosa parentericamente aceitavel que
seja apirogénica e tenha pH, isotonicidade e estabilidade
adequados. Os peritos na arte sao perfeitamente capazes de
preparar solugbes adequadas utilizando, por exemplo, veiculos
isotdénicos tais como Injecgao de Cloreto de Sddio, Injecgao
de Ringer, Injecgao de Ringer Lactada. Conservantes,
estabilizantes, tampdes, antioxidantes e/ou outros aditivos

podem ser incluidos, conforme necessario.

Assim, o invento proporciona ainda um polinucledétido ou
polipéptido produzido através dos métodos do invento para
utilizar em medicina e a utilizacdo de um polinucledétido ou
polipéptido produzido através dos métodos do 1invento na
preparagdao de um medicamento para utilizar no tratamento,
terapia e/ou diagndéstico de uma doenca.

Seja um polipéptido, p.ex. um anticorpo ou fragmento
deste, uma enzima, um polinucledétido ou molécula de acido
nucleico, identificado apds geracado através do presente
invento a dar a um individuo, a administracao é de
preferéncia numa "quantidade profilaticamente eficaz" ou numa
"quantidade terapeuticamente eficaz" (conforme possa ser o
caso, embora a profilaxia possa ser considerada terapia),
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sendo esta suficiente para mostrar beneficio ao individuo. A
quantidade real administrada e a taxa e o curso de tempo da
administracao, dependerao da natureza e gravidade do que esta
a ser tratado. A prescrigcao do tratamento, p.ex. decisdes
sobre a dosagem, etc. esta dentro da responsabilidade dos
clinicos gerais e outros médicos e tem tipicamente em conta o
distirbio a tratar, a condicao de cada paciente, o local de
distribuicao, o método de administragao e outros factores
conhecidos dos médicos. Exemplos das técnicas e protocolos

mencionados acima podem ser verificados em "Remington's

Pharmaceutical Sciences", 162 edicao, Osol, A. (ed), 1980.
Alternativamente, podem ser utilizadas terapias

direccionadas para distribuir o agente activo mais

especificamente a certos tipos de células, através da
utilizagao de sistemas direccionadores tais como anticorpos
ou ligandos especificos de células. O direccionamento pode
ser desejavel por uma variedade de razdes; por exemplo se o
agente for 1inaceitavelmente tdéxico, ou se de outro modo
requerer uma dosagem demasiado elevada, ou se de outro modo

ndo for capaz de entrar nas células alvo.

Em vez da administracao destes agentes directamente,
eles podem ser produzidos nas células alvo através de
expressao a partir de um gene codificador introduzido nas
células, p.ex. num vector viral (uma variante da técnica
VDEPT i.e. o agente activador, p.ex. uma enzima, é produzido
num vector através de expressao a partir do ADN codificador
num vector viral). O vector pode ser dirigido as células
especificas a tratar, ou pode conter elementos reguladores
que sao ligados mais ou menos selectivamente pelas células

alvo.

Alternativamente, o agente pode ser administrado numa
forma precursora, para conversao na forma activa através de
um agente activador produzido nas, ou dirigido as, células a
tratar. Este tipo de abordagem é por vezes conhecido como
ADEPT ou VDEPT; o primeiro envolvendo o direccionamento do
agente activador para as células através de conjugagao com um
anticorpo especifico das células, enguanto o ultimo envolve a

producao do agente activador, p.ex. uma enzima, num vector
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através de expressao a partir de ADN codificador num vector
viral (ver por exemplo, EP-A-415731 e WO 90/07936).

Uma composigcao pode ser administrada sozinha ou em
combinagao com outros tratamentos, simultaneamente ou

sequencialmente dependendo da condigao a tratar.

Como outra alternativa, o polinucledétido identificado
como possuindo as caracteristicas desejadas apds geracgao
através do método do presente invento pode ser utilizado num
método de terapia génica, para tratar um paciente que seja
incapaz de sintetizar o polipéptido activo codificado pelo
polinucledétido ou incapaz de o sintetizar ao nivel normal,
proporcionando deste modo o efeito proporcionado pela
correspondente proteina de tipo selvagem.

Vectores tais como vectores virais foram utilizados na
arte anterior para introduzir polinucledtidos numa ampla
variedade de diferentes células alvo. Tipicamente os vectores
sdo expostos as células alvo de modo a que a transfeccgao
possa ocorrer numa proporgcao suficiente das células para
proporcionar um efeito terapéutico ou profilatico atil a
partir da expressao do polipéptido desejado. O acido nucleico
transfectado pode ser permanentemente incorporado no genoma
de cada uma das células tumorais alvejadas, proporcionando um
efeito de longa duracgao ou alternativamente o tratamento pode

ter de ser repetido periodicamente.

Uma variedade de vectores, tanto vectores virais como
vectores plasmidicos, sao conhecidos na arte, ver Patente US
No. 5252479 e WO 93/07282. Em particular, varios virus foram
utilizados como vectores de transferéncia génica, incluindo
papovavirus, tais como SV40, virus vacinia, herpesvirus,
incluindo HSV e EBV, e retrovirus. Muitos protocolos de
terapia génica na arte anterior wutilizavam retrovirus de

murideo desactivados.

Como alternativa a utilizagdo de vectores virals outros
métodos conhecidos de introdugdo de 4&cidos nucleicos em
células incluem electroporagao, co-precipitacao com fosfato

de céalcio, técnicas mecanicas tais como microinjeccgéao,
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transferéncia mediada por lipossomas e tomada directa de ADN

e transferéncia de ADN mediada por receptores.

Tal como mencionado acima, o objectivo da terapia génica
utilizando um acido nucleico codificando um polipéptido, ou
uma porg¢ac activa deste, é aumentar a quantidade do produto
de expressado do acido nucleico nas células em que o nivel de
polipéptido de tipo selvagem esta ausente ou presente apenas
a niveis reduzidos. Tal tratamento pode ser terapéutico no
tratamento de células que sdo ja cancerosas ou profildtico no
tratamento de individuos que se saiba através de rastreio
terem um alelo de susceptibilidade e assim uma predisposicgao

para, por exemplo, cancro.

O presente invento proporciona também um estojo para
geracao de uma sequéncia polinucleotidica ou populagao de
sequéncias de caracteristicas desejadas compreendendo
reagentes para a preparagao de ADNcs, uma exonuclease e
componentes para realizagao de uma técnica de PCR, por
exemplo, ADN termoestavel (nucledtidos) e um dispositivo de
paragem, por exemplo, EGTA.

Tal como delineado acima o presente invento proporciona
convenientemente a criacao de sequéncias génicas de enzimas
mutadas e a sua combinacao aleatdéria com enzimas funcionais
possuindo caracteristicas desejaveis. Como exemplo deste
aspecto do invento, os genes de enzimas sao mutados através
de PCR propensa a erro dque resulta numa taxa de mutagdo de
aproximadamente 0, 7%. O banco resultante de genes de enzimas
mutadas é entdo digerido com uma exonuclease, p.ex. BAL31l, e
a reacgao inibida através da adigao de EGTA ou através de
termoinactivagdao a diferentes momentos, resultando num
conjunto de fragmentos de ADN de diferentes tamanhos. Estes
podem entdao ser sujeitos a remontagem baseada em PCR tal como
descrito acima. Os fragmentos de ADN remontados resultantes
sao entao clonados e é construida uma biblioteca génica. Os
clones podem entao ser seleccionados a partir desta
biblioteca e sequenciados.

Outra aplicacgao desta tecnologia € a geracao de uma
populacao de sequéncias de ADN variaveis que podem ser
utilizadas para mais selecgbes e andlises. Além de codificar
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proteinas maiores, p.ex. fragmentos de anticorpo e enzimas, o
ADN pode codificar péptidos onde as caracteristicas
funcionais das moléculas podem ser utilizadas para o desenho
de diferentes sistemas de seleccao. A selecgao de sequéncias
de ADN recombinadas codificando ©péptidos foi descrita
anteriormente (Fisch et al., PNAS. USA 23 Jul 1996; 93(15):
7761-7766) . Adicionalmente, a populacdao de ADN variavel pode
ser utilizada para produzir uma populacdo de moléculas de ARN
com p.ex. actividades cataliticas. Vaish et al. (PNAS. USA 3
Mar 1998; 95(5): 2158-2162) demonstraram o desenho de
sistemas funcionais para a selecgcao de ARN catalitico e
Eckstein, F. (Ciba Found. Symp., 209: 207-212, 1997) delineou
as aplicagdes do ARN catalitico através da introducgao
especifica de ARN catalitico em células. O sistema pode ser
utilizado para pesquisar ainda através do espaco da sequéncia
na seleccao de péptidos/moléculas funcionais com actividades

cataliticas baseadas nas sequéncias de ADN recombinadas.

Os aspectos e as concretizagbdes do presente invento
serao agora ilustrados, por meio de exemplo, com referéncia
as figuras acompanhantes. Outros aspectos e concretizacgdes

serao aparentes para os peritos na arte.

A Figura 1 mostra os principios gerais da evolugao
molecular in vitro utilizando a tecnologia FIND™ de Alligator

Bioscience (tal como descrito em WO 02/48351).

A Figura 2 mostra uma concretizacadao preferida dos
métodos do invento em que 0s oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao adicionados no passo (b).

A Figura 3 mostra uma concretizagado preferida dos
métodos do invento em que 0s oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao adicionados no passo (cC).

A Figura 4 mostra:
A. Hibridagcao de dois ADNcs diferentes de diferente
comprimento e polaridade.
B. Digestao da molécula hibrida com Exol de 3'-5"'.
C. Digestao da molécula hibrida com ExoVII de 5'-3' e 3'-5",
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A Figura 5 mostra uma imagem de um gel de hibridac¢des de
teste:
Pista 1: padrao de ADN de 1 kb (Invitrogen).
Pista 2: Hibridacao de CT17 760 pb e CT17 285 pb em Tris 10
mM.
Pista 3: Hibridacao de CT17 760 pb e CT17 285 pb em tampao de
PCR 1x.
Pista 4: ADNcs CT17 760 pb.
Pista 5: ADNcs CT17 285 pb.

A Figura 6 mostra uma imagem de um gel das digestdes com
Exol e ExoVII:
Pista 1: Hibrido CT17 760 pb/CT17 285 nao digerido em tampao
de ExolI.
Pista 2. Hibrido CT17 760 pb/CT1l7 285 digerido com Exol
durante 10 minutos.
Pista 3. Hibrido CT17 760 pb/CT17 285 digerido com Exol
durante 20 minutos.
Pista 4: Hibrido CT17 760 pb/CT17 285 ndo digerido em tampao
de ExoVII.
Pista 5. Hibrido CT17 760 pb/CT1l7 285 digerido com ExoVII
durante 20 minutos.
Pista 6. CT17 760 pb/CT17 285 digerido com ExoVII durante 30
minutos.
Pista 7. Padrao da Massa Molecular de Precisao EZload (Bio-
RAD) .

EXEMPLOS

Os métodos do presente invento sao mostrados
esquematicamente nas Figuras 1 a 3. 0Os métodos utilizam a
tecnologia FIND™ de Alligator Bioscience, tal como descrito
em WO 02/48351 e WO 03/097834, na evolugdo molecular in vitro

de uma ou mais sequéncias polinucleotidicas originais.

Uma descrigcao detalhada das concretizacdes exemplares do

presente invento é dada abaixo.

Exemplo 1- A tecnologia FIND™

A tecnologia FIND™ ¢é descrita em WO 02/48351 e WO
03/097834.
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Reagentes

A polimerase AmpliTaq® foi adquirida em Perkin-Elmer
Corp., os dNTPs em Boehringer Mannheim Biochemica (Mannheim,
Alemanha), e a Nuclease BAL31 em New England Biolabs Inc.
(Beverly, USA) . Todas as enzimas de restrigao foram
adquiridas em New England Biolabs Inc. (Beverly, USA). O
brometo de etidio foil adgquirido em Bio-Rad Laboratories (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A ADN-ligase T4 foi
adquirida em New England Biolabs Inc. (Beverly, USA). O EDTA

e EGTA foram adquiridos em Kebo Lab (Suécia).

Todos os iniciadores foram desenhados no laboratdério e
obtidos em Life Technologies (Téaby, Suécia) e SGS-DNA
(Képing, Suécia).

PCR

Todas as Reacgbes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
realizadas num termociclador automdatico (Perkin-Elmer Cetus
480, Norwalk, CT, e USA). As técnicas de PCR para a
amplificagdo de acido nucleico sao descritas em Patente U.S.
No. 4683195. As referéncias para a utilizacao geral das
técnicas de PCR incluem Mullis et al., Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol., 51: 263, 1987, Ehrlich (ed), "PCR
technology™, Stockton Press, NY, 1989, Ehrlich et al.,
Science, 252: 1643-1650, 1991, "PCR protocols; A Guide to
Methods and Applications"™, Eds. Innis et al., Academic Press,
New York, (1990).

Sequenciag¢ao

Todas as construgbdes foram sequenciadas através da
utilizacao do estojo de Sequenciagao BigDye Terminator Ciclo
Sequencing (Perkin-Elmer, Elmervill, CA, USA). A sequenciagao

foi efectuada num Sequenciador de ADN ABI Prism 377.
FElectroforese em agarose
A electroforese em agarose de ADN foi efectuada com géis

de agarose a 2% (AGAROSE (FMC Bioproducts, Rockland, ME,
USA)) com 0,25 pg/ml de brometo de etidio em tampao Tris-
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acetato (tampao TAE 0,04 M Tris-acetato, EDTA 0,001 M). As
amostras para electroforese foram misturadas com um tampao de
carga esterilizado por filtragao composto por Ficoll a 25% e
azul Bromfendlico e carregado nos pog¢os num gel de agarose a
2%. A electroforese foi corrida a 90 V durante 45 minutos a
menos que afirmado em contrario em tampado Tris-acetato com
0,25 ng/ml de brometo de etidio. As Dbandas de tamanho
apropriado foram purificadas em gel utilizando o Estojo de
Extracgcdao Qiaquick Gel (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) quando
necessario. Como padrdo do peso molecular, foi utilizado o
padrao de 1 kb de peso molecular de ADN (Gibco BRL). A
concentracao de ADN dos produtos extraidos do gel foi

estimada utilizando um espectrofotdémetro.

Estirpes Bacterianas

A estirpe de Escherichia coli TOP1l0F foi utilizada como
hospedeiro bacteriano para transformagdes. Células
quimicamente competentes desta estirpe foram produzidas
basicamente tal como agqui descrito por Hanahan, D. 1983.
"Studies on transformation of Escherichia coli with
plasmids™. J. Mol. Biol. 166: 557-580. Células
electrocompetentes desta estirpe bacteriana foram produzidas
(Dower, W.J., J.F. Miller & C.W. Ragsdale "High efficiency
transformation of E. coli by high voltage electroporation.
Nucleic Acids Res. 16: 6127, 1988).

Plasmideos

Todas as manipulagdes genéticas foram efectuadas em
pFab5chis tal como descrito em Sambrook, "Molecular cloning;
a laboratory manual" (Segunda Edig¢ao, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). O vector pFab5chis é desenhado para
ancorar qualquer gene de scFv inserido entre os locais Sfil e
NotI (ver Emgberg et al., Methods Mol. Biol. 51: 355-376,
1995). O local Sfil localiza-se no lider pelB e o local NotI
localiza-se logo apds a regiao VL, tal que é inserido VH-
ligador-VL. Neste caso, foil utilizado um anticorpo dirigido a
CD40.



EP 1 948 794/PT
26

Iniciadores

Dois iniciadores biotinilados rodeando o gene do
anticorpo de pFabb5chis foram desenhados com as seguintes
sequéncias incluindo locais de restricgao uUnicos designados:

1736 Sfil iniciador directo:

5'-ATT ACT CGC GGC CCA GCYC GGC CAT GGC CCA CAG GTC AAG
CTC GA

e 1735 NotI iniciador inverso:
5'-TTA GAG CCT GCYG GCC GCC TTG TCA TCG TCG TCC TT

(em que 'V' designa o local de clivagem)

Os dois iniciadores nao biotinilados rodeando o gene do
anticorpo de pFabbchis foram desenhados com as seguintes
sequéncias incluindo locais de restrigao designados:

1664 Sfil iniciador directo:
5-ATT ACT CGCGGC CCA GCY¥YC CGC CAT GGC CCA CAG GTC AAG

CTCGA

e 1635 NotI iniciador inverso:
5'- TTA GAG CCT GCVG GCC GCC TTG TCA TCG TCG TCC TT

PCR Padrdao

As reacgbes de PCR padrao foram corridas com 25 ciclos
consistindo no seguinte perfil: desnaturacao (94°C, 1
minuto), ligacdao do iniciador (55°C, 1 minuto) e extensao
(72°C, 3 minutos). Cada reaccao de PCR continha Tris-HC1 10
nM, pH 8,3, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTP 200 upM, iniciador
directo 1 uM, iniciador inverso 1 uM, 1,25 U de ADN-
polimerase termoestdvel AmpliTag® (Perkin-Elmer Corp.), e 50

ng de molde num volume final de 100 pl.
PCR Propensa a Erro

As reaccgdes de PCR propensa a erro foram realizadas num
tampao 10x contendo NaCl 500 mM, Tris-HC1 100 mM, pH 8,8,
MgCl, 5 mM, 100 pg de gelatina (de acordo com Kuipers et al.,
Nucleic Acids Res., 25 Ago 1991; 19(1l6): 4558 mas com uma
concentracgao de MgCl, aumentada de 2 mM para 5 mM).
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Para cada reacgao de 100 pl foi misturado o seguinte:

dATP 5 mM 5 pl
dGTP 5 mM 5 pl
dTTP 10 mM 10 pl
dCTP 10 mM 10 pl
Iniciador 3' 20 M 1,5 pl
Iniciador 5' 20 uM 1,5 pl
Tampao Kuipers 10x 10 pl
H,O mp estéril 46,3 nl

O molde no vector pFabbchis foi adicionado numa
quantidade de 50 ng. Foram adicionados 10 pl de MnCl, 10 mM e
foi verificado que nao ocorreu precipitacao de MnO, no tubo.
Foram adicionadas pelo menos 5 Unidades de enzima Tag. A PCR
propensa a erro foi corrida as seguintes temperaturas durante
25 ciclos sem um inicio gquente: 94°C 1', 45°C 1', 72°C 1°',
+72°C durante 7 minutos. O produto resultante foi uma
insergdao propensa a erro (i.e. mutada) de 750 pb. Esta
insercao foi purificada com o estojo de purificacao de PCR de
Gibco, antes de mais tratamento.

Geracdo de ADN de cadeia simples através de 1iniciadores
biotinilados

O fragmento de interesse fol amplificado através de duas
reacgcdbes de PCR separadas. Estas reacgdes podem ser PCR
padrao tal como descrito acima ou PCR propensa a erro também
como descrito acima. Os iniciadores devem ser desenhados para
que numa reacgao o iniciador directo seja biotinilado e na
outra reacgao seja biotinilado o iniciador inverso. Por
exemplo, as reacgdes de PCR com A) iniciadores 1736 e 1635 e
B) iniciadores 1664 e 1735, com o perfil mencionado acima
foram efectuadas durante 25 ciclos com pFabS5chis-anticorpo
como molde. Isto rendeu produtos de PCR de aproximadamente
750 pb: em A a cadeia de cima foi biotinilada; e em B foi

biotinilada a cadeia de baixo.

As cadeias nao biotiniladas foram recuperadas através de
purificagao wutilizando wuma matriz sélida revestida com
estreptavidina p.ex. Dynabeads. As contas magnéticas sao
lavadas e equilibradas com PBS/BSA a 1% e tampao B&W contendo
Tris 5 mM pH 7,5, NaCl 1 M, e EGTA 0,5 mM. 100 pl de cada
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produto de PCR é misturado com 100 pl de contas dissolvidas
em tampao B&W 2x e incubou-se a temperatura ambiente durante
15 minutos com rotacgdo. Os produtos de PCR nao ligados sao
removidos através de lavagem cuidadosa duas vezes com B&W. A
cadeia nao biotinilada do ADN capturado ¢é eluida através de
desnaturagao alcalina deixando o ADN incubar com 25 upl de
NaOH 0,1 M durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
solugao € separada das contas e neutralizada com 7,5 pl de
HC1 0,33 M e 2,5 ul de Tris 1 M, pH 8.

Geragdo do ADN de cadeia simples utilizando fagos

O fragmento de interesse foi clonado nos vectores
M13mpl8 e M13mpl9 do bacteridéfago M13 utilizando as enzimas
de restrigdo PstI/HindIII. O Dbacteriéfago foli propagado
utilizando a estirpe de Escherichia coli TOPl0F' de acordo
com métodos convencionais. O ADN de cadeia simples para a
cadeia de cima foi preparado a partir do vector
bacteriofdgico M13mpl8 e o ADN de cadeia simples para a
cadeia de baixo foi preparado a partir do vector
bacteriofagico M13mpl9. Resumidamente, 1,5 ml de uma cultura
bacteriana infectada foram centrifugados a 12000 g durante 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi precipitado com 200 pl de
PEG8000 a 20%/NaCl 2,5 M. O bacteridéfago sedimentado foi
ressuspenso em 100 pl de TE. Foram adicionados 50 pl de fenol
equilibrado com Tris-Cl (pH 8,0) e a amostra foi sujeita a
vértice. Apds centrifugacgado a 12000 g durante 1 minuto a TA a
fase superior, contendo o ADN, foi transferido e precipitado
com etanol. O sedimento de ADN foi dissolvido em 50 pl de TE
(pH 8,0) e armazenado a -20°C. (Sambroock et al. "Molecular
Cloning, A laboratory manual"™ 22 edigcao. Cold Spring Habor
Laboratory Press. 1989, capitulo 4). O ADN de cadeia simples
preparado a partir do fago € circular e tem de ser aberto
antes do tratamento de BAL31. Isto pode ser efectuado com uma
endonuclease capaz de clivar ADN de cadeia simples.

Geragdo de ADN de cadeia simples utilizando PCR assimétrica

Os produtos de PCR sao purificados utilizando uma coluna
de centrifugagao para remover o excesso de 1iniciadores a
partir da PCR prévia. 150 ng do produto purificado sao

utilizados como molde numa amplificagao linear realizada em
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100 pl de tampdo de PCR 10x 1xGeneAmp® contendo MgCl, 1,5 mM
(Applied Biosystems), 200 uM de cada dNTP (New England
BioLabs), 1,25 U de ADN-polimerase AmpliTaq® (Applied
Biosystems) e 1,0 pM de um Unico iniciador. As condig¢des do
ciclo de PCR sao: desnaturacao a 94°C durante 1 minuto, 35
ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos,
72°C durante 1 minuto seguido de extensdao a 72°C durante 7

minutos.

Os produtos de PCR assimétricos sao separados pelo
tamanho a partir do molde de cadeia dupla num gel de agarose
a 1% e purificados utilizando o Estojo de Extracgao em Gel

Qiagquick (Qiagen).

Geragcdo de ADN de cadeia simples utilizando exonuclease de
Lambda

Inicialmente é produzido um fragmento de ADNcd
utilizando reacg¢gdes de PCR padrao criando um ADN com locais
Unicos de enzimas de restricao (ER) na extremidade 5' e 3',
respectivamente. A reacgdo de PCR é dividida em duas e
digerida com ER respectivamente para criar uma fosforilagao a
57 de preferéncia com enzimas de restrigao criando
extremidades 3' de ponta saliente ou cega. A digestao ¢é
efectuada em tampao adequado e de um dia para o outro para
alcangar uma digestao completa. Se uma enzima criando uma
ponta saliente a 5' tiver de ser utilizada, a ponta saliente
pode ser preenchida wutilizando uma ADN-polimerase. Apds
purificagao sao tratados 1-4 pug de ADNcd com 10 U de
exonuclease de Lambda (p.ex. Strandase™ de Novagen ou
exonuclease de Lambda de NER) no tampao especifico
acompanhante durante 30 min a 37°C e a reaccao é parada a
75°C durante 10 min. O ADNcs € ainda separado de guaisquer
residuos de ADNcd num gel de agarose utilizando métodos de
extracgcao de gel padrao.

Geragdo de ADN fragmentado de cadeia simples utilizando BAL
31

As cadeias de ADNcs (contendo as cadeias de cima e de
baixo, respectivamente) foram sujeitas a tratamento
enzimatico separado utilizando p.ex. BAL 31 (i.e. as cadeias
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de cima foram digeridas separadamente das cadeias de baixo).
Cada reacgao de digestédo continha 0,02 upg/ul de ADNcs, NaCl
600 mM, Tris-HC1 20 mM, CaCl, 12 mM, MgCl, 12 mM, EDTA 1 mM
pH 8,0 e BAL 31 a varias concentragdes de enzima variando de
0,1-5 U/ml. As reacgdes foram incubadas a 30°C e as fracgdes
de ADNcs digerido foram colhidas sequencialmente a 10, 30, 60
e 120 segundos ou mais. As reacgbes foram paradas através da
adicdo de EDTA e tratamento térmico a 65°C durante 10
minutos. Os fragmentos de ADNcs foram purificados através de
extracgdo com fenol/clorofdérmio e precipitados em etanol. Os

ADNcs sao ressuspensos em Tris 10 mM, pH 8,0.

0 padrao de digestao foi avaliado através de
electroforese em gel de agarose a 1%.

Purificagdo dos fragmentos produzidos por digestdo:

Os fragmentos de ADN digeridos foram purificados através
de extracgao com fenol/clorofdérmio/alcool isoamilico. 50 pl
de fenol tamponado foram adicionados a cada tubo de 100 pl de
amostra juntamente com 50 pl de uma mistura de clorofdérmio e
dlcool iscamilico (24:1). Os tubos foram sujeitos a vbértice
durante 30 segundos e depois centrifugados durante 1 minuto
numa microcentrifuga a 14000 rpm. A fase superior foi entéao
colhida e misturada com 2,5 volumes de etanol a 99,5% (1/10
era Acetato de Sédio 3 M, pH 5,2). O ADN foil precipitado
durante 1 hora a -80°C. O ADN fol entdo sedimentado através
de centrifugag¢ao durante 30 minutos numa microcentrifuga a
14000 rpm. O sedimento foil lavado uma vez com etanol a 70% e
depois novamente dissolvido em 10 pl de agua estéril.

Analise dos fragmentos purificados produzidos por digestdo em
gel de agarose

Foram misturados 5 pl do sedimento dissolvido de cada
momento e do branco com 2,5 upl de tampao de carga (Ficoll a
25% e azul Bromfendlico) e carregados nos pogos de um gel de
agarose a 2%. A electroforese dos diferentes momentos foi
efectuada tal como acima.
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Remontagem dos fragmentos inteiros

A remontagem dos fragmentos de ADNcs é alcangada através
de duas reacgdes sequencialis de PCR. A primeira reacgao de
PCR deve conter Tris-HC1 10 mM, pH 8,3, KC1 50 mM, MgCl, 1,5
mM, dNTP 200 uM, 0,3 U de polimerase Taq e 2 pl de amostra
tratada com BAL31l, tudo num volume final de 25 upl, e sujeita
a 5 ciclos com o seguinte perfil: 94°C durante 1 minuto, 50°C
durante 1 minuto e 72°C durante 2 minutos + 72°C durante 5
minutos. A segunda reaccgao de PCR deve conter Tris-HC1 10 mM,
pH 8,3, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTP 200 uM, 0,6 U de
polimerase Taq, iniciador directo 1 pM, iniciador inverso 1
pM, e 5 nl de amostra da primeira reacgdo de PCR, tudo num
volume final de 50 pl, e sujeito a 15 ciclos com o seguinte
perfil: 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto e 72°C

durante 2 minutos + 72°C durante 7 minutos.

Os produtos resultantes podem ser avaliados através de
electroforese em gel de agarose.

Digestdo de restrigcdo do fragmento remontado e do plasmideo
com SfilI e NotI

O fragmento remontado e o plasmideo pFab5chis foram
clivados primeiro com Sfil através da utilizacao de tampao
NEB 2 incluindo BSA e 11 U de enzima/pg de ADN. A reacgao foi
realizada durante 4 h a 50°C. Apds isto o ADN foi clivado com
NotIl através da adigcdo de tampdo de conversao e 6 U de
enzima/pg de ADN. Esta reacgao foil realizada de um dia para o
outro a 37°C.

Purificagcdo em gel do vector digerido por restrigdo e do
fragmento remontado digerido por restricdo

As reacgbes de clivagem foram analisadas num gel de
agarose a 1%. A insercao digerida por restricao mostrou um
produto de clivagem de cerca de 750 pb. Isto corresponde bem
ao tamanho esperado. A banda da insercao clivada e do
plasmideo foi cortada e extraida em gel tal como

anteriormente descrito.
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Ligagdo do fragmento digerido por restrigdo remontado com

pFabbchis digerido por restrigao

pFabbchis c¢livado purificado foi 1ligado ao fragmento
remontado purificado digerido por restrigao num banho-maria a
12°C durante 16 horas. 50 pl do vector foram misturados com
50 pl da inserc¢ao e 15 pl de tampao 10x (fornecido com a
enzima), 7,5 pl de ligase (5 U/ul) e agua estéril até um
volume final de 150 pl. Uma ligagao de pFabbchis digerido por
restricdo sem qualquer insercao foi também efectuada do mesmo

modo.

Transformagdo de E. coli TOPI(OF' quimicamente competente com
a inser¢do remontada ligada e pFabbchis

As reacgbes de ligagao foram purificadas através de
extracgcdo com fenol/clorofdérmio tal como descrito acima. A
fase superior da extracgdao foi colhida e misturada com 2,5
volumes de etanol a 99,5% (1/10 era Acetato de Sé6dio 3 M, pH
5,2). O ADN foi precipitado durante 1 hora a -80°C. O ADN foi
entdo sedimentado através de centrifugacao durante 30 minutos
numa microcentrifuga a 14000 rpm. O sedimento foi lavado uma
vez com etanol a 70% e depois re-dissolvido em 10 pl de agua
estéril. 5 pl de cada ligagado foram separadamente misturados
com 95 ul de E. coli TOP1OF' guimicamente competente
incubadas em gelo durante 1 hora e depois transformadas
(Sambrook et al. "Molecular Cloning, A laboratory manual" 22
edigao. Cold Spring Habor Laboratory Press, 1989). Apds uma
hora de crescimento as Dbactérias das duas transformagdes
foram espalhadas em placas de agar contendo ampicilina (100
ng/ml). As placas foram criadas voltadas para baixo numa

incubadora a 37°C durante 14 horas.

Exemplo 2 - Controlo de variabilidade utilizando
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada I

Introducao

A fundamentacao légica para este conjunto de
experiéncias fol que em muitos casos haveria um interesse em
mutar especificamente uma &area de interesse tal como em

regides CDR de um anticorpo e mantendo a estrutura inalterada
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ou adicionar regides nao mutadas tais como um local activo de

uma enzima inibindo eventos de recombinag¢do nesta area.
Os genes de teste wutilizados foram A2.30 e A2.54
(Ellmark et al. Molecular Immunology 39: 349-356, 2002), dois

clones de scFv com especificidade para CD40.

Materiais e Métodos

Produgdo de oligonucledtidos de variabilidade predeterminada

Os oligonucledétidos de variabilidade predeterminada,
correspondendo a formas mutadas de CDR2 de A2.30, foram
produzidos como se segue.

Dois ciclos sequenciais de PCR com condig¢des Propensas a
Erro (ver Tabela la e 1lb) foram efectuados no clone AZ2.30
utilizando os iniciadores #137 e #138 (ver Tabela 1lc) criando
produtos de PCR mutados cobrindo do pb 56 ao pb 352 do A2.30.
Uma terceira PCR com condig¢des Propensas a Erro fol efectuada
utilizando os iniciadores #351 e #357* ou #354* e #350 (*
indicando uma marcag¢ao de biotina a 5') criando fragmentos de
CDR2 cobrindo a sequéncia interna do pb 104 ao pb 221 do
clone A2.30. Estes produtos de PCR foram ainda mutados
utilizando o Estojo de Mutagénese por PCR Gene Morph™
(Stratagene) wutilizando os mesmos 1iniciadores. ADNcs foi
purificado a partir dos ©produtos de PCR biotinilados
utilizando o estojo de Estreptavidina pMACS (Miltenyi Biotec)
e foi feita mais purificacdo em géis de agarose onde o ADNcs
foi recuperado utilizando Recochips (TaKaRa). O ADNcs foi
precipitado com NaAc/etanol e depois re-dissolvido em Tris-
HC1 10 mM pH 8,0.
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Tabela 1(a)

Reagente (produtor)

Concentragdo final

Tampao de PCR Gold Geneamp 10x | 1x
(Applied Biosystems)
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 7 mM
gelatina a 0,1% (p/v) (Sigma) 0,01%
dATP 5 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
dGTP 5 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
dTTP 10 mM (New England Biolabs) 1 mM
dCTP 10 mM (New England Biolabs) 1 mM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM | 300 nM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM | 300 nM
MnCl, 5 mM (Merck) 0,5 mM
AmpliTag Gold a 5 U/ul (Applied| 0,025 U/ul
Biosystems)
ADN 4 ng ou 4 pl de produto
de PCR
Tabela 1 (b)
Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 7 min
94°C 30 seg
30 45°C 30 seg
72°C 30 seg
1 72°C 7 min
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Tabela 1(c)

# do Iniciador Sequéncia

137
CGC GAA TTG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
GAG GTG CAG CTG TTG GAG

138
AGA TGG GGG ACT AGT GCT GCT CAC GGT
GAC

350 CCTGGAGCCTGGCGGACCCA

351 GCTGGGTCCGCCAGGCTCCA

354%* BIO-GACTCTCCTGTGCAGCCTCT

357* BIO-TTGTCTCTGGAGATGGTGAA

226 CTCACTATAGGGCGAATTGG

415 TTCAGATCTCGAGGTGCAGCTGTTGGAG

224 CCTATTGCCTACGGCAGCC

332% BIO-CCTATTGCCTACGGCAGCC

333* BIO-CTCACTATAGGGCGAATTGG

Produgdo de polinucledtidos originais de cadeia simples

(Passo "a'")

Uma reacgao de PCR padrao (Tabela 2a e 2b) foi feita nos
clones A2.30 e A2.54 com os iniciadores #224 e #333* ou #332*
e #226 (* indicando uma marcagao de biotina a 5'). O ADNcs,
que serviu como polinucledtido original, foi purificado tal

como descrito acima.

Digestdo dos polinucledtidos de cadeia simples originais
(Passo "b'")

Os tratamentos com exonuclease foram efectuados nas
cadeias com sentido e anti-sentido tal como mostrado na

Tabela 3 em sistemas tampao indicados pelo produtor.
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Tabela 2a
Reagente (produtor) Concentragao final
Tampao de PCR Gold Geneamp 10x | 1x
(Applied Biosystems)
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 3 mM
dNTP 10 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 500 nM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 500 nM
AmpliTag Gold a 5 U/ul (Applied| 0,025 U/uL
Biosystems)
ADN 4 ng
Tabela 2 (b)
Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 7 min
94°C 30 seg
30 58°C 30 seg
72°C 60 seg
1 72°C 7 min
Tabela 3
Exonuclease (produtor) Quantidade de | Tempo
enzima/ug de ADNcs
Exol (New England Biolabs) 100 U/ug 10 min
ExoV (USB) 25 U/ng 30 min
ExoVII (USB) 5 U/ng 30 min
Geracdo de polinucledétidos variantes (Passos "c" e "d")

A remontagem foi alcangada em dois estadios.
7,5 ng de ADNcs
com sentido e anti-sentido fragmentado com exonuclease de A2-

reacgdao de remontagem (PCR1, Tabela

30 e A2-54,

fragmentos

respectivamente,

com sentido de CDR2

oligonucledtidos de variabilidade predeterminada;

Apdés 25 ciclos de PCR1 toda a

adicionada a uma segunda reacg¢ao de PCR para amplificacao,

da e 4Db)

foram misturados com 5 ng de

(o wltimo

mistura reaccional

Na primeira

constituindo

ver acima).
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que os iniciadores foram adicionados para permitir a formagao

de polinucledétidos inteiros

(PCR2 Tabela 4a e 4Db).

Os produtos de PCR resultantes foram ligados num Sistema

Vector pGEM-T (Promega)

Tabela 4 (a)

e sequenciados.

20 CM

Reagente (produtor) Concentragao|Concentragao
final PCRI final PCR2

Tampao de PCR Gold Geneamp lO><1X 1%

(Applied Biosystems)

MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 1,5 mM 1,5 mM

ANTP 1,25 mM (New England Biolabs) 0,2 mM 0,2 mM

Iniciador oligonucleotidico #415 20|- 1 mM

M

Iniciador oligonucleotidico #226 de|l- 1 mM

AmpliTag Gold a 5 U/ul (Applied|0,01215 U/ul|0,025 U/uL
Biosystems)
ADN 35 ng (verjtodo da PCR1
texto)
Tabela 4 (b)
PCR1I PCR2
Ciclos Temperatura Tempo Ciclos Temperatura Tempo
1 95°C 7 min 1 95°C 7 min
94°C 30 seg 94°C 30 seg
25 50°cC 45 seqg 30 58°C 45 seg
72°C 60 seg 72°C 120 seg
1 72°C 7 min 1 72°C 7 min

Resultados e conclusdes

Vinte clones produzidos tal descrito acima,

método do invento, foram sequenci

ados e

mutagdes em comparacao com A.2-30 e A.2-54.

analisados

utilizando o

para

A frequéncia global de mutagdes foi de 1 mutagao/1000

pb,

amplificagao por PCR padrao (i.e.

que corresponde a uma frequéncia normal de mutacao com

PCR nao propensa a erro).
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No entanto, sete dos vinte clones (35%) tinham uma ou
duas mutag¢des na regido interna de CDR2 de 78 pb. Esta esta
claramente acima da probabilidade apenas para as mutagdes
induzidas por PCR e pode portanto ser explicada como induzida
pela adigao no passo (c) dos oligonucledtidos de CDR2 pré-
mutados (i.e. 0os oligonucledtidos de variabilidade
predeterminada). Todos os clones com mutagdes na regiao de
CDR2 mostraram recombinagdes entre os dois clones iniciais,
A2.30 e A2.54. O numero de recombinagdes nestes clones variou
de um a gquatro. A frequéncia global de recombinagao da

biblioteca foi de 1,4 recombinagdes por sequéncia.

Em concluséao, esta experiéncia demonstra que 0s
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada podem ser
utilizados para aumentar selectivamente a variabilidade
dentro de uma regiao seleccionada (CDR2) de um polinucledtido

original codificando uma molécula scFv.

Exemplo 3 - Controlo da variabilidade utilizando
oligonucleétidos de variabilidade predeterminada II

Introducao

A seguinte experiéncia foi também efectuada utilizando
0os clones de scFv A2.30 e A2.54.

Materiais e Métodos

Produgdo de oligonucledtidos de variabilidade predeterminada

Os oligonucledétidos de variabilidade predeterminada,
correspondendo aos fragmentos de ADNcs mutados de CDR1, CDRZ,
CDR3 e CDR1+2, foram produzidos como se segue.

Dois ciclos sequenciais de PCR com condig¢des Propensas a
Erro (Tabela 5a e 5b) foram efectuados no c¢lone A2.30
utilizando os iniciadores #137 e #138 (ver Tabela 5c) criando
produtos de PCR mutados cobrindo do pb 56 ao pb 352 do A2.30.
Uma terceira PCR com condig¢des Propensas a Erro fol efectuada
utilizando iniciadores criando os fragmentos mostrados na
Tabela 6. Estes produtos de PCR foram ainda mutados
utilizando o Estojo de Mutagénese por PCR Gene Morph™
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(Stratagene) utilizando os mesmos iniciadores gue acima e

indicados na Tabela 6.

Apds ligagdao num Sistema Vector pGEM-T (Promega) e
sequenciagao, a frequéncia da mutacgao, em comparagac com A2-

30, foil calculada tal como é mostrado na tabela 7.

Tabela 5 (a)

Reagente (produtor) Concentragdo final

Tampao de PCR Gold Geneamp 10x|1x
(Applied Biosystems)

MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 7 mM
Gelatina a 0,1% (p/v) (Sigma) 0,01%
dATP 5 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
dGTP 5 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
dTTP 10 mM (New England Biolabs) 1 mM
dCTP 10 mM (New England Biolabs) 1 mM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 300 nM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 300 nM
MnCl, 5 mM (Merck) 0,5 mM

AmpliTag Gold a 5 U/ul (Applied| 0,025 U/uL
Biosystems)

ADN 4 ng ou 4 pL  de
produto de PCR

Tabela 5 (b)

Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 7 min
94°C 30 sec

30 45°C 30 sec
72°C 30 sec

1 72°C 7 min
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Tabela 5(c)

Sequéncia

137

CGC GAA TTG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
GAG GTG CAG CTG TTG GAG

138
AGA TGG GGG ACT AGT GCT GCT CAC GGT
GAC
349 GACTCTCCTGTGCAGCCTCT
350 CCTGGAGCCTGGCGGACCCA
351 GCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
352 TTGTCTCTGGAGATGGTGAA
354%* BIO-GACTCTCCTGTGCAGCCTCT
355%* BIO-CCTGGAGCCTGGCGGACCCA
356%* BIO-GCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
357* BIO-TTGTCTCTGGAGATGGTGAA
226 CTCACTATAGGGCGAATTGG
415 TTCAGATCTCGAGGTGCAGCTGTTGGAG
224 CCTATTGCCTACGGCAGCC
332* BIO-CCTATTGCCTACGGCAGCC
333* BIO-CTCACTATAGGGCGAATTGG
384 CACTGCCGTGTATTACTGT
386%* BIO-CAGTGTACCTTGGCCCCA
Tabela 6

Fragmento | Posigdo no|# do Iniciador | # do Iniciador
mutado gene modelo |utilizado para|utilizado para

incluindo purificar purificar cadeias

iniciadores cadeias com | anti-sentido

(pb) sentido
CDR1 56-125 349 355%* 354%* 350
CDR2 104-221 351 357* 356% 352
CDR3 270-352 384 386%

* indicando marcacao do oligonucledétido com biotina a 5'
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Tabela 7
Fragmento Frequéncia de mutagao
CDR1 2,7/100 pb
CDR2 0,7/100 pb
CDR3

A partir dos produtos de PCR biotinilados indicados na
tabela 6, ADNcs foil purificado wutilizando o estojo de
Estreptavidina pMACS (Miltenyi Biotec). Foram realizadas mais
purificacgbes em géis de agarose, das quais foi recuperado o

ADNcs utilizando Recochips (TaKaRa).

O ADNcs, que serviu como oligonucledtido de
variabilidade predeterminada na seguinte experiéncia, foi
precipitado com NaAc/etanol e depois re-dissolvido em Tris-
HC1 10 mM, pH 8,0.

Producdo de polinucledtidos originais (Passo "a'")

Uma reacgao de PCR padrao (Tabela 8) foi feita em A2.30
e A2.54 com os iniciadores indicados (Tabela 9). O ADNcs, que
serviu como polinucledétido original, foi purificado tal como

descrito acima.

Digestdo de polinucledétidos originais de cadeia simples
(Passo "b")

Os tratamentos com exonuclease foram efectuados nas
cadeias com sentido e anti-sentido separadas tal como

mostrado na Tabela 10.
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Tabela 8

Reagente (produtor) Concentragdo final

Tampao de PCR Gold Geneamp 10x | 1x
(Applied Biosystems)

MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 3 mM

dNTP 10 mM (New England Biolabs) 0,2 mM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 500 nM
Iniciador oligonucleotidico 20 uM 500 nM

AmpliTag Gold a 5 U/ul (Applied | 0,025 U/uL
Biosystems)

ADN 4 ng

Tabela 9

ADN Iniciadores utilizados | Iniciadores utilizados
para purificar cadeias|para purificar cadeias

com sentido anti-sentido
A2.30 224 333%* 332%* 226
A2 .54 224 333* 332% 226

* indicando marcacgao do oligonucledétido com biotina a 5'

Tabela 10
Exonuclease Quantidade de enzima/ug de| Tempo
ADNcs
Exol 100 U/pg 10 min
ExoV 25 U/ug 30 min
ExoVII 5 U/ng 30 min

Geracdo de polinucledétidos variantes (Passos "c" e "d")

Foi feito um conjunto de bibliotecas. A remontagem das
PCR foi feita em dois passos. No primeiro, PCR1, ADNcs com
sentido e anti-sentido fragmentado com exonuclease de A2-30 e
A2-54, respectivamente, foi misturado com oligonucledtidos
correspondendo a formas mutadas de CDR1, CDR2 e/ou CDR3
("oligonucledétidos de variabilidade predeterminada"), tal

como indicado na Tabela 1la e 13b.

Apds 25 ciclos de PCR1 (Tabela 12a e 12b) toda a mistura

reaccional foi adicionada a uma segunda reacgao (PCR2; Tabela
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12a e 12b),

terminais,

que também continha os iniciadores especificos

e corrida durante 20 ciclos. 0s produtos de PCR

foram ligados num Sistema Vector pGEM-T (Promega) e

sequenciados.

Tabela 11 (a)

Biblioteca ng de ng de ng de ng de
A2.30 A2.54 fragmento de|fragmento de

tratado com | tratado com | CDRI mutado | CDR2 mutado
exonuclease | exonuclease sentido/ sentido/
sentido/ sentido/ anti-sentido|lanti-sentido
anti-sentidolanti-sentido
A 7,5/7,5 7,5/7,5 0,75/0,75 -
B 7,5/7,5 7,5/7,5 - 1,25/1,25
C 7,5/7,5 7,5/7,5 - 1,25/-
D 7,5/7,5 7,5/7,5 - 2,5/-
E 7,5/7,5 7,5/7,5 - 5/-
Tabela 11 (b)

Biblioteca ng de A2.30 ng de A2.54 ng de
tratado com tratado com fragmentos com
exonuclease exonuclease sentido de

sentido/anti- sentido/anti- CDR1/CDRZ2/CDR3
sentido sentido mutados
F 30/30 30/30 3/5/3,6
G 30/30 30/30 3/5/3,6
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Tabela 12 (a)

Reagente (produtor) Concentrag¢ao Concentrag¢ao
final PCRI1 final PCR2
Tampao de PCR Gold Geneamp 1x 1x
10x (Applied Biosystems)
MgCl, 25 mM (Applied | 1,5 mM 1,5 mM
Biosystems)
dNTP 1,25 mM (New England| 0,2 mM 0,2 mM
Biolabs)
Iniciador oligonucleotidico | - 1 mM
#415 20 uM
Iniciador oligonucleotidico | - 1 mM
#226 20 uM
AmpliTag Gold a 5 U/ul|0,01215 U/ul 0,025 U/ul
(Applied Biosystems)
ADN Ver tabela 13a | tudo da PCR1
e 13b
Tabela 12 (b)
PCR1I PCR2

Ciclos Temperatura | Tempo Ciclos Temperatura | Tempo
1 95°C 7 min 1 95°C 7 min

94°C 30 sec 94°C 30 sec
25 50°C 45 sec 30 58°C 45 sec

72°C 60 sec 72°C 120 sec
1 72°C 7 min 1 72°C 7 min

Resultados e conclusdes

A fregquéncia global de mutacao foi de 1 mutacao/1000 pb,
qgque corresponde a uma frequéncia normal de mutagao com

amplificagao por PCR padrao {(i.e. PCR nao propensa a erro).

Entre 11% e 56% dos clones nas diferentes bibliotecas
mostraram mutacgdes nas suas regides CDR correspondendo aos
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada adicionados
(Tabela 13). Os trechos mutados tinham 30 pb, 78 pb e 46 pb
para CDR1, CDR2 e CDR3, respectivamente. A incidéncia de
mutacdo nestas A4reas apds adicdo dos fragmentos de CDR foi
claramente acima da probabilidade de apenas mutagdes




EP 1 948 794/PT
45

induzidas por PCR e pode ser portanto apenas explicada

através da adigao dos oligonucledétidos pré-mutados.

Tabela 13
Biblioteca |Sequéncias| Clones Frequéncia de Recombinacgdes
(clones mutadas com mutagdo no gene globais/
analisados) nas mutacdo (regido ou sequéncia
regides de CDR | regides de CDR)
CDR1/CDR2/ mutacdes/
CDR3 1000 pb
A (19) 2/na/na 11% 0,71 1,9
B (18) na/6/na 33% 0,86 2,4
C (16) na/3/na 19% 0,90 2,6
D (18) na/2/na 11% 0,84 2,2
E (20) na/7/na 35% 1,13 1,3
F (16) 4/2/4" 56% 0,79 2,6
G (20) 2/3/3" 35% 0,85 2,1
na = nao aplicavel
~ um clone com ambas as mutagdes CDRZ2 e CDR3
" um clone com ambas as mutagdes CDR1 e CDR3
Em conclusao, esta experiéncia demonstra que 0s

oligonucledétidos de variabilidade predeterminada podem ser
utilizados para aumentar selectivamente a variabilidade
dentro de multiplas regides seleccionadas (CDR1, CDR2 e CDR3)
de um polinucledtido original codificando uma molécula scFv.

Exemplo 4 - Controlo da variabilidade utilizando
oligonucleétidos de variabilidade predeterminada III

Introdugao

As seguintes experiéncias foram efectuadas para
demonstrar a proteccdo de uma regido/regides de uma sequéncia
nucleotidica a partir da degradagcao com exonucleases. A
fundamentacao ldgica foil ser capaz de proteger regides num
gene a partir de recombinagao numa reacgao FIND™ mantendo a
sequéncia original nestas regiodes nao digeridas por
exonucleases. Na seguinte reacgao FIND™ estas regides nao
digeridas sdo sempre do tipo original e assim néo

recombinadas.
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Desenho experimental

Foram efectuadas duas PCR separadas,
biotinilado e um iniciador nao modificado,
de PCR diferentes wutilizados
preparagao de ADNcs (ver Tabela 14 e 15).
do ADNcs, os dois ADNcs resultantes de diferentes
polaridades foram hibridados.
tratada

respectivamente,

para
produtos como

Apds a

A molécula hibrida

fol entao com Exonuclease I e

moldes

Exonuclease

com um iniciador

criar dois
para
preparacgao
tamanhos e
resultante
VIT,

e o0s produtos de digestao corridos num gel

de agarose para avaliar os resultados da experiéncia (ver
Figura 4).
Tabela 14
Iniciadores utilizados para produzir os produtos e polaridade
do ADNcs correspondente
Produto | Comprimento | Iniciador 1 Iniciador 2 Polaridade
de PCR do ADNcs
CT1l7 760 pb 127 _5'VH 49 3'smuclb9- | Com
760 pb biotina sentido
CT17 285 pb 149_5'CDR3VH- | 145_3'CDR1VL |[Anti-
285 pb biotina sentido
Tabela 15

Sequéncias iniciadoras

Nome do iniciador Sequéncia iniciadora

127_5'VH 5'GAGGTGCAGCTGTTGGAGICT

49 3'smucl59-biotina

5'Biotina-CAGCTTGGTITCCTICCGCCGAA

149 5'CDR3VH-biotina

5'Biotina-CGTGTATTACTIGTIGCGAGAGT

5'TCCTGGGAGCTGCTGATACCA

145_3'CDR1VL
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Materiais e métodos

Tabela 16

Amplificag¢do por PCR de CT17 760 pb

(a)

ul 20.5 C Final
Aq 63,75 1307
ANTP 16 328 1,25 mM 0,1995
Tampao 10x 10 205 10x 0,99751
Iniciador 1 5 102,5 20 0,99751
Iniciador 2 5 102,5 20 uM 0,99751
ADN-polimerase |0,25 5,125 5 U/ul 0,012
DNA 0,25 666,5 ng/nl 1,662
Volume total 100,25 2055
(b)
ADN Iniciador 1 |Iniciador 2

1-20 CT17/pFAB5C 127_5'VH 49_3'smucl59-Biotina
21 Controlo negativo
(c)
Programa de PCR:

94°C 30 seg
35x 55°C 30 seg

72°C 1 min

ADN-polimerase Amplitag (5 U/pl), Applied Biosystems

Os produtos de PCR sao purificados com o sistema de
purificagdao por PCR JetQuick (Genomed). Rendimento total:
52,5 pg, conc.: 132,6 ng/ul
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Tabela 17

Amplificagdo por PCR de CT17 285 pb

(a)
ul 20.5 C Final

Ag 63,5 1333,5
dNTP 16 336 1,25 mM 0,2
Tampao 10x 10 210 10x 1
Iniciador 1 5 105 20 1
Iniciador 2 5 105 20 uM 1
ADN-polimerase | 0,25 5,25 5 U/pl 0,013
DNA 0,25 666,5 ng/pl 1,666
Volume total 100 2100
(b)

ADN Iniciador 1 Iniciador 2
1-20 CT17/pFAB5C 145_3'CDR1VL 149_5'CDR3VH-biotina
21 Controlo negativo
(c)

Programa de PCR:

1x 94°C 2 min
94°C 1 min
35x 55°C 30 sec
72°C 1 min
1x 72°C 7 min
ADN-polimerase Amplitaqg (5 U/pl), Applied Biosystems
Os produtos de PCR sao purificados com o sistema de

purificagao de PCR JetQuick (Genomed)

.
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Tabela 18

Preparagdo de ADNcs de CT17 760 pb e CT17 285 pb

Preparagao de ADNcs com o estojo de Estreptavidina uMACS
(Miltenyi Biotec, GTF)

Amostral|ADNcd| Conc. |Comprimento|Numero|Quantidade|Volume|Volume
(ng/ul) (pb) de pb| de ADNcd de |contas
X (ng) ADNcd | x 5"
0,066 (nl) | (pl)
de
ADNcd
1 CT17| 132,6 760 50,16 52,1 394 150
760
pb
2 CT17| 52,8 285 18,81 21,1 400 450
285
pb

* 100 pl de contas ligam-se a X ug de ADN (X = nUmero de pb x
0,066). ** As contas sao adicionadas num excesso de 5x.

- A coluna foi equilibrada com "tampao de equilibrio
para aplicagdes de acido nucleico" e deixou-se
subsequentemente 2x100 pl de B&W 1x (Tris 5 mM, pH 7,5, EDTA
0,5 mM, NaCl 1 M) correr através da coluna.

- O ADNcd foi misturado com contas e aplicado.

- A coluna foi lavada 4 vezes com 100 pl de B&W 1x e o
ADNcs foi eluido com 150 pl de NaOH 0,1 M (armazenado a -
20°C, descongelado de fresco) apds o que foram adicionados ao
eluato 45 pl de HC1 0,33 M e 15 pl de Tris-HC1 1 M, pH 8,0

para neutralizar o ADNCS.

Purificag¢do do ADNcs a partir do gel com Recochip (TaKaRa)

65 pl de ADNcs/pogo foram corridos durante 60 min a 100
V num gel de agarose a 1%/TAE 1x. Recochip foi inserido e
corrido durante 10 + 2 min a 100 V com polaridade inversa. O
teor de ADN no recochip foi verificado através de UV. O
recochip foi removido para um tubo (proporcionado) e o tubo
foi centrifugado durante 5 seg a 5000 rpm. Apds serem
precipitados com 2,5 vol. de EtOH a 95% e 0,1 vol. de NaAc 3
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M, pH 4,6, CT17 760 e CT17 285 foram dissolvidos em 50 pl e
35 pl de Tris 10 mM, pH 8,0, respectivamente.

Tabela 19

Teste de hibridacdo em Tris 10 mM ou tampdo de PCR. p64, 15-
HeT

CT17 760 pb:CT1l7 285 pb sao hibridados numa razao molar de
1:2

1. Tris 10 mM Volume 2. Tampdo de PCR Volume

75 ng de CT17 760 pb 1,46 pl |75 ng de CT17 760 (1,46 pl
pb

75 ng de CT17 760 pb 1,46 pl |75 ng de CT17 760 (1,46 nl
pb

58 ng de CT17 285 pb 0,8 pl 58 ng de CT17 285|0,8 pnl
pb

Tris 10 mM, pH 8,0 7,74 pl | Tampao de PCR 10x 1,0 pl
H,0 6,74 nl

Volume total 10,0 pl | Volume total 10,0 pl

As amostras foram hibridadas numa magquina de PCR a 95°C
durante 5 minutos, seguido de um passo de heteroduplex,
consistido em 45 ciclos de 1 minuto cada onde a temperatura é
abaixada em 1°C durante cada ciclo apds o que as amostras

foram corridas num gel de agarose a 1,5%.

Tabela 20

Hibridagdo em tampdo de PCR

CT17 760 pb e CT17 285 pb foram hibridados numa razao molar
de 1:2.

1. Volume
1 pg de CT17 760 pb 19,5 nl
0,769 pg de CT17 285 pb 10,6 nl
Tampao de PCR 10x 4,0 nl
H,0 5,9 nl
Volume total 40 pl

A concentragao final de ADN na amostra foi de 44 ng/upl.
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A amostra foi hibridada numa maquina de PCR a 95°C
durante 5 minutos, seguido de um passo de heteroduplex,
consistindo em 45 ciclos de 1 minuto cada onde a temperatura
é abaixada em 1°C durante cada ciclo. A precipitagaoc foi
efectuada tal como descrito acima e o sedimento dissolvido em
40 pl de Tris 10 mM, pH 8.

Fragmentagdo de CT17 760 pb-CT17 285 pb hibridados com Exo I

Tabela 21
1 2
ADN Hibr. CT17 760 Hibr. CT17 760
pb/285 pb pb/285 pb
Concentragado (ng/pl) 44 44
Quantidade utilizada (ng) 748 60
Tabela 22
1 2
H,0 10,76 pl 3,1 pl
Tampao de ExoI 10x (NEB) 3,5 pl 0,5 ul
ExoI (NEB) a 10 U/ul 3,74 nl -
ADNcs 17,0 pl 1,4 pl
Total 35 pl 5 pl

A ExolI e o ADN hibridado foram adicionados a mistura
agua/tampdo pré-aquecida a 37°C. Para a amostra 1, foram
removidos 17,5 upl a 10 min e 15 min, respectivamente, e
termo-inactivados durante 10 minutos a 96°C. Para a amostra
2, fol removido e termo-inactivado o volume inteiro durante
10 minutos a 96°C apds 15 min. Toda a reaccao de controlo (60
ng) e 2,8 pl (60 ng) de 10 min e 15 min foram corridas num
gel de agarose a 1,2%.

Fragmentagcado de CT17 760 pb-CT17 285 pb hibridado com Exo VII
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Tabela 23
1 2
ADN Hibr. CT17 760 Hibr. CT17 760
prb/285 pb pb/285 pb
Concentragado (ng/pl) 44 44
Quantidade utilizada (ng) 748 60
ExoVII
Concentracgao: 10 U/ul
Diluigdo: 2 U/pl
Produzida por: USB
Numero do lote: 108705-005
Tabela 24
1 2
H,0 12,6 pl 3,1 pl
Tampao de ExoI 10x* 3,5 ul 0,5 pl
ExoI 1,87 pl -
ADNcs 17,0 pl 1,4 pl
Total 35 pl 5 ul

* Tampao de Exo VII 10x: Tris-HC1 500 mM, pH 7,9, Fosfato de
potassio 500 mM, pH 7,6, EDTA 83 mM, B-Mercaptoetanol 100 mM

- A H;O0 e o tampao foram pré-aquecidos durante 10 min a
37°C.

- E adicionada ExoVII.

- E adicionado o ADN hibridado.

- Para a amostra 1, foram tomados 17,5 pl a 20 min e 30
min, respectivamente, e termo-inactivados durante 10 minutos
a 96°cC.

- Para a amostra 2, todo o volume é tomado a 30 min e
termo-inactivado durante 10 minutos a 96°C.

- Toda a reacgado de controlo (60 ng) e 2,8 pl (60 ng) de
20 min e 30 min sao corridos num gel de agarose a 1,2%.
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Resultados
Preparagdo do ADNcs

Foram feitas duas reacgbes de PCR separadas para
produzir oS seguintes produtos de PCR: CT17 760 pb
(biotinilado a 3') e CT17 285 pb (biotinilado a 5'). A partir
destes moldes de ADNcd foram preparados os ADNcs (ver
Material e Métodos, acima).

Hibridagcdo de teste de CT17 760 pb e CT17 285 pb

Foram avaliados dois tampdes de hibridacao diferentes:
Tris 10 mM, pH 8,0 e tampao de PCR 1x (Applied Biosystems)
(ver Material e Métodos). As reacgbes inteiras foram corridas

num gel de agarose (ver Figura 5).

Hibridagcdo de CT17 760 pb e CT17 285 pb e digestdo com Exol e
ExoVIT

CT17 760 pb e CT17 285 pb foram hibridados em tampaoc de
PCR 1x com a razao molar 1:5 e depois digeridos com Exol e
ExoVII em duas reacgdes separadas (ver Material e Métodos).

60 ng de cada produto de digestao foram corridos num gel

de agarose (ver Figura 6).
Discussao

A  hibridacao de teste dos dois fragmentos mostra
claramente que a hibridagao ocorre na amostra que foi
hibridada em tampao de PCR, onde vemos uma banda
correspondendo ao hibrido, com uma regido de ADNcd e uma
ponta saliente de ADNcs de cada lado. Esta banda é menor que
o tamanho esperado, 760 pb, mas isto é provavelmente devido a
propriedades de migracao alteradas conferidas pelas pontas
salientes de ADNcs. O ADNcs migra diferentemente do ADNcd num
gel de agarose, migrando frequentemente a cerca de metade do
tamanho do ADNcd correspondente.

Nao houve qualquer hibridagao na outra amostra, onde
apenas vemos as bandas correspondentes aos dois ADNcs
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originais. Isto demonstra que a forga idnica do tampao de PCR
é adequada enguanto Tris 10 mM nao € suficiente para que a
hibridagao ocorra. Todas as outras hibridagdes foram feitas
em tampao de PCR.

As digestdes com Exo I e Exo VII dao os resultados
esperados: Exo I, que apenas digere de 3'-5', deixa uma banda
onde a ponta saliente de ADNcs na extremidade 5' esta ainda
presente mas € removida na extremidade 3'. Esta banda é
novamente menor gue o tamanho esperado (558 pb) mas a ponta
saliente de ADNcs na extremidade 5' provavelmente altera o
padrao de mobilidade no gel. Exo VII, que digere tanto de
5' 23" como de 3'-5', remove todo o ADNcs saliente e deixa
apenas uma banda de ADNcd de 285 pb.

Estas experiéncias mostram claramente que através de
hibridacdao com um ADNcs complementar, Aareas seleccionadas
numa sequéncia nucleotidica podem ser protegidas de digestao

com exonucleases.
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<223> Iniciador directo 1736 Sfil

<400> 1
attactcgcg gcccagccgg ccatggceccca caggtcaagce tcga

<210> 2

<211> 35

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso 1735 NotI

<400> 2
ttagagcctg cggccgectt gtcatcgtcg tectt

<210> 3

<211> 44

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo 1644 SfiT

<400> 3

attactcgcg gcccagceccgg ccatggccca caggtcaagce tcga

<210> 4
<211> 35
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso 1635 NotlI

<400> 4
ttagagcctg cggceccgectt gtcatcecgtcecg tcectt

<210> 5

<211> 45

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

44

35

44

35
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<220>
<223> Iniciador de PCR 137

<400> 5
cgcgaattgg cccagccggce catggccgag gtgcagctgt tggag

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 138

<400> 6
agatggggga ctagtgctgc tcacggtgac

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 350

<400> 7
cctggagcct ggcggaccca

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 351

<400> 8
gctgggtccg ccaggctcecca

<210> 9
<211> 20

45

30

20

20
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<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

57

ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 354

MISC_FEATURE

1..1
Biotinilado
9

gactctcctg tgcagcecctct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

10

20

ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 357

MISC_FEATURE
1..1

Biotinilado

10

ttgtctctgg agatggtgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11

20

ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 226

11

ctcactatag ggcgaattgg

<210>

12

20

20

20
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<211> 28
<212> ADN
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 415

<400> 12
ttcagatctc gaggtgcagc tgttggag

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 224

<400> 13
cctattgcct acggcagcc

<210> 14

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 332

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> 1..1

<223> Biotinilado

<400> 14

cctattgcecet acggcagcec

<210> 15
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

28

19

19
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<220>
<223> Iniciador de PCR 333

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> 1..1

<223> Biotinilado

<400> 15
ctcactatag ggcgaattgg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 349

<400> 16
gactctcctg tgcagecctcet

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 352

<400> 17
ttgtctctgg agatggtgaa

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR 355

<220>

20

20

20
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<221>
<222>
<223>

<400>

60

MISC_FEATURE
1..1
Biotinilado

18

cctggagcect ggcggaccca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

19
20
ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 356

MISC_ _FEATURE
1..1
Biotinilado

19

gctgggtccg ccaggctcecca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

19

ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 384

20

cactgccgtg tattactgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

21

18

ADN

Sequéncia Artificial

Iniciador de PCR 386

20

20

19
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> 1..1

<223> Biotinilado

<400> 21
cagtgtacct tggcccca

Lisboa, 2011-09-05
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REIVINDICACOES
1. Método para criacao de uma sequéncia

polinucleotidica ou populagdao de sequéncias a partir de
sequéncias polinucleotidicas originais, compreendendo o
método os passos de:

(a) proporcionar uma primeira populagdao de moléculas
polinucleotidicas e uma segunda populacdao de moléculas
polinucleotidicas, a primeira e segunda populagdes Jjuntas
constituindo as cadeias mais e menos da molécula
polinucleotidica original;

(b) digestao da primeira e segunda populagdes de
moléculas polinucleotidicas com uma nuclease para gJgerar
fragmentos polinucleotidicos;

(c) contacto dos referidos fragmentos polinucleotidicos
gerados a partir das cadeias mais com fragmentos gerados a
partir das cadeias menos (sob condigdes dque permitam a
ligagao dos fragmentos); e

(d) amplificacao dos fragmentos que se ligam uns aos
outros para gerar pelo menos uma molécula polinucleotidica
que difere na sequéncia da molécula polinucleotidica
original,
em que o grau de variabilidade da sequéncia numa regido
seleccionada da pelo menos uma molécula polinucleotidica
produzida no passo (d) é controlado através da adicao de um
ou mais oligonucledtidos de variabilidade predeterminada,
cujos oligonucledétidos se ligam a uma sequéncia que reside
entre, mas exclui, os nucledtidos terminais 3' e 5' da

molécula polinucleotidica original.

2. Método de acordo com a Reivindicacdo 1 em gue os
polinucledétidos originais codificam um ou mails motivos

proteicos.

3. Método de acordo com a Reivindicagao 1 ou 2 em gue

a primeira e segunda populagdes de polinucledétidos sdo ADNc.

4., Método de acordo com a Reivindicacdo 1, 2 ou 3 em
gque a primeira e segunda populacgdes de polinucledtidos sao de
cadeia simples.
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5. Método de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des anteriores em que a primeira populagao de
polinucledtidos consiste em cadeias mails das sequéncias
polinucleotidicas originais e a segunda populacao de
polinucledétidos consiste em cadeias menos das sequéncias

polinucleotidicas originais.

6. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagbdes anteriores em que a primeira e segunda
populacdes de polinucledtidos sédo digeridas separadamente no
passo (b).

7. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores em que a nuclease no passo (b) é

uma exonuclease.

8. Método de acordo com a Reivindicagcao 7 em que a
exonuclease é seleccionada a partir do grupo consistindo em
BAL31, exonuclease I, exonuclease V, exonuclease VII, gene 6
da exonuclease de T7, exonuclease do bacteridéfago lambda e

exonuclease Rec Js.

9. Método de acordo com qualqgquer uma das
reivindicag¢bes anteriores em que a sequéncia de aminocdcidos
alterada da pelo menos uma sequéncia polinucleotidica
produzida no passo (d) estda associada a uma propriedade

alterada do polipéptido codificado.

10. Método de acordo com qualqgquer uma das
Reivindicagdes 4 a 9 em qgue o0s oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao adicionados antes ou no
passo (b) e em que a nuclease é especifica para
polinucledétidos de cadeia simples.

11. Método de acordo com qualgquer uma das
Reivindicagdes 1 a 9 em gue o0s oligonucledétidos de
variabilidade predeterminada sao adicionados apds o passo (b)
e antes ou no passo (c).

12. Método de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes anteriores em gque os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada partilham pelo menos 90% de
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identidade de sequéncia com a sequéncia interna de uma
sequéncia polinucleotidica original, por exemplo pelo menos
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade de sequéncia.

13. Método de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagdes anteriores em que os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada partilham 100% de identidade de
sequéncia com a sequéncia interna de uma sequéncia

polinucleotidica original.

14. Método de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes anteriores em gque os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao de uma Unica sequéncia
nucleotidica.

15. Método de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢bes anteriores em gque os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao de pelo menos duas
sequéncias diferentes.

16. Método de acordo com a Reivindicacdao 15 em gue os
oligonucledtidos de variabilidade predeterminada sao
variantes da mesma sequéncia interna de uma sequéncia

polinucleotidica original.

17. Método de acordo com a Reivindicacdao 15 em gue os
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
100% de identidade de sequéncia com, ou sao variantes de,
pelo menos duas regides diferentes dos polinucledtidos

originais.

18. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores em gque os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada sao produzidos através de PCR
propensa a erro ou utilizando um sintetizador de

oligonucledtidos.

19. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores em que os oligonucledtidos de
variabilidade predeterminada tém entre 10 e 500 nucledtidos

de comprimento.
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20. Método de acordo com a Reivindicacgdo 19 em que os
oligonucledtidos de variabilidade predeterminada tém entre 50

e 200 nucledtidos de comprimento.

21. Método de acordo com qualqgquer uma das
Reivindicagbes 1 a 20 em gque as sequéncias polinucleotidicas

originais codificam um ligando.

22. Método de acordo com a Reivindicacdo 21 em gque o0s
oligonucledtidos de variabilidade predeterminada partilham
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais codificando uma
sequéncia de aminoacidos que interage, directamente ou

indirectamente, com uma molécula bioldgica.

23. Método de acordo com qualquer uma das
Reivindicagdes 1 a 20 em gue as sequéncias polinucleotidicas

originais codificam um anticorpo ou fragmento de anticorpo.

24. Método de acordo com a Reivindicacdo 23 em que o0s
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais, codificando um
polipéptido estrutural.

25. Método de acordo com a Reivindicagdo 23 em que o0s
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais codificando uma
CDR.

26. Método de acordo com qualquer uma das
Reivindicacgbes 1 a 20 em gque as sequéncias polinucleotidicas
originais codificam uma enzima ou um fragmento

cataliticamente activo desta.

27. Método de acordo com a Reivindicagdo 26 em dque o0s
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais codificando o
local activo, um local modulador ou uma regiao envolvida na
estabilidade da enzima.
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28. Método de acordo com qualquer uma das
Reivindicagbes 1 a 20 em gue as sequéncias polinucleotidicas

originais codificam um antigénio.

29. Método de acordo com a Reivindicagdo 28 em que os
oligonucledétidos de variabilidade predeterminada partilham
identidade de sequéncia com, ou sao variantes de, uma regiao
das sequéncias polinucleotidicas originais codificando um
epitopo.

30. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores em que o passo (c) compreende ainda
a adigcdao de sequéncias iniciadoras que se ligam as
extremidades 3' e/ou 5' de pelo menos um dos polinucledtidos

originais sob condig¢des de ligacao.

31. Método de acordo com qualqgquer uma das
Reivindicagbes 1 a 30 em que, no passo (b), pelo menos um
pardmetro da reacgdo utilizado para digestdao da primeira
populacao de moléculas polinucleotidicas ¢é diferente do
pardmetro ou parametros equivalentes utilizados na reacgao
para digestao da segunda populacao de moléculas
polinucleotidicas.

32. Método de acordo com a Reivindicagao 31 em gque o
pardametro da reaccado ¢é seleccionado a partir do tipo de

nuclease, concentracao da nuclease, volume reaccional,

duragao da reaccgao de digestao, temperatura da mistura
reaccional, pH da mistura reaccional, comprimento das
sequéncias polinucleotidicas originais, a quantidade de

moléculas polinucleotidicas originais e a composicao do

tampao da mistura reaccional.

33. Método de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacgdes anteriores em que as sequéncias

polinucleotidicas originais foram sujeitas a mutagénese.

34. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores em que uma ou ambas as populacgdes

de fragmentos geradas no passo (b) sao sujeitas a mutagénese.
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35. Método de acordo com a Reivindicacao 33 ou 34 em

que a mutagénese é PCR propensa a erro.

36. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores em que o passo (b) é realizado para
gerar populagdes de fragmentos de cadeia simples de

comprimentos variaveis.

37. Método de acordo com a Reivindicacdo 36 em gue o
passo (b) é controlado para gerar uma populacdo de fragmentos
de cadeia simples possuindo um comprimento médio de mais de

aproximadamente 50 nucledtidos.

38. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores compreendendo ainda o passo de
expressao de pelo menos uma sequéncia polinucleotidica gerada

no passo (d) para produzir o polipéptido codificado.

39. Método de acordo com a Reivindicacgao 28
compreendendo ainda o passo de teste do polipéptido

codificado quanto as caracteristicas alteradas.

40. Método para produgao de um polipéptido possuindo
propriedades alteradas, compreendendo o método os seguintes
passos:

(a) geragao de formas variantes de um polinucledtido
original utilizando um método de acordo com qualquer uma das
Reivindicacgbes 1 a 39;

(b) expressao dos polinucledtidos variantes produzidos
no passo (a) para produzir polipéptidos variantes;

(c) pesquisa dos polipéptidos variantes quanto as
propriedades alteradas; e

(d) selecgao de um polipéptido possuindo propriedades
alteradas a partir dos polipéptidos variantes.

Lisboa, 2011-09-05
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

Gene alvo clonado
no plasmides
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FIGURA 4
A,
A ADNes CT17 768 pb, cadeis com sentido

ADNes CT17 288 ph, cadeis anti-sentido
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