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RESUMO

“PROJECTO DE PROTEINAS EM FOLHAS PLISSADAS BETA COM PROPRIEDADES
DE LIGACAO ESPECIFICAS”

A presente invencdo descreve proteinas em folha plissada beta
de novo tipo com ©propriedades de ligacdo especificas e
propriedades cataliticas, bem como processos para a preparacao

destas proteinas.



DESCRICAO

“PROJECTO DE PROTEINAS EM FOLHAS PLISSADAS BETA COM PROPRIEDADES
DE LIGACAO ESPECIFICAS”

A presente invencdo refere-se a processos para a preparacdo
de proteinas em folhas plissadas beta com propriedades de
ligacdo especificas semelhantes as dos anticorpos, novas ou
alteradas, bem como a proteinas com propriedades de ligacéo

especificas semelhantes as dos anticorpos.

Os anticorpos e o0s seus derivados s&o utilizados em muitos
dominios da terapia humana e veterindria, no diagndéstico bem
como na monitorizacdo. Um problema com a utilizacdo dos
anticorpos de ocorréncia natural é a sua preparacdo. A producédo
dos anticorpos ¢é efectuada agora como dantes em sistemas de
cultura de células animais, um processo que é muito caro. Para
algumas utilizacdes, como por exemplo a preparacdo de proteinas
de fusdo ou um emprego na terapia, gque torne necessidria uma
depuracdo réapida do sangue e uma boa penetracdo nos tecidos, a
dimensdo das moléculas de anticorpos de ocorréncia natural
representa um outro problema (Colcher et al., 1998). As
moléculas de anticorpos recombinantes, como o0s sckFv’s (Bird et
al. 1988), minianticorpos (Pack e Plickthun, 1992) ou anticorpos
biespecificos (Holliger e Winter, 1993) J& s6 sdo em grande
parte constituidas pelos dominios de 1ligacdo a antigénios dos
anticorpos (VH e VL) . Em virtude da sua dimensé&o
consideravelmente reduzida, aqueles apresentam uma penetracéo

nos tecidos melhorada e s&o também melhor apropriados para



fusdes com outras proteinas do que anticorpos completos. Em
comparacdo com estes, os fragmentos de anticorpos recombinantes
sédo, contudo, frequentemente instéveis, possuem afinidades
reduzidas e gdo dificeis de preparar por via recombinante em
virtude das pontes de dissulfureto a formar. Métodos para a
estabilizacdo e melhoramento da afinidade dos fragmentos de
anticorpos recombinantes abrangem, entre outros, o ensaio de
diferentes peptideos de ligacdo e a introducdo de pontes de
dissulfureto (Glockshuber et al., 1990, Cumber et al., 1992,
Brinkmann, 1997).

A sequéncia e o comprimento dos peptideos de ligacdo pode
influenciar n&o s6 a estabilidade frente as proteases, mas
também a afinidade dos fragmentos de anticorpos (Pantoliano et
al., 1991). A introducdo de pontes de dissulfureto adicionais
nas regides estruturais conservadas dos dominios variaveis pode
levar a uma resisténcia aumentada ao calor (Young et al., 1995)
e a agentes desnaturantes, bem como a rendimentos melhorados na
expressdo heterdloga. Em geral muitos scFv’s apresentam no
entanto uma estabilidade reduzida e tendem para a agregacéao
logo a 37 °C. A instabilidade pode igualmente ser causada por
meio da utilizacdo dos iniciadores de clonagem fragmentos de Fv
comuns, através dos gquais novas mutacdes destabilizadoras podem
ser introduzidas. A producdo dos fragmentos de anticorpos no
sistema bacteriano é efectuada na maioria dos casos por meio de
secrecdo no espaco periplasmatico, em que também neste caso séo
possiveis optimizacdes no que respeita o estado de redox ou a

expressdo simulténea de auxiliares de dobragem.

E um objectivo da presente invencdo proporcionar um
processo para a preparacdo de proteinas, que apresentem

propriedades de ligacdo semelhantes as dos anticorpos, novas ou



alteradas, e simultaneamente, no entanto, ndo apresentem as
desvantagens acima descritas das moléculas de anticorpos

completas ou recombinantes.

O objectivo acima referido é alcancado por meio do processo
de acordo com a invencdo para a preparacdo das proteinas de
acordo com a reivindicacdo 1. Formas de realizacdo da invencéo
preferidas resultam das reivindicacdes dependentes e da

descricdo seguinte.

Por meio de alteracdes da superficie de uma proteina em
folha plissada beta sdo originadas propriedades de ligacdo de um
novo tipo, anteriormente ndo existentes, na proteina. Estas
propriedades de ligacdo sdo produzidas por meio de mutagénese de
um dominio de folha plissada beta. As proteinas em folha
plissada beta de novo tipo sdo, apesar das novas propriedades de
ligacdo, semelhantes as proteinas de partida na estrutura e na
estabilidade. As ©proteinas de partida para o projecto das
moléculas de ligacdo de novo tipo s&o proteinas com uma
estrutura em folha plissada beta preponderante, como p. ex. a
proteina cristalina gama, uma proteina estrutural do cristalino.
Com base na estrutura dos cristais, seleccionam-se, por exemplo
por meio de anédlises computacionais, dominios e aminocdcidos na
folha plissada beta das proteinas de partida, que estdo expostas
a superficie e, em consequéncia s&do acessiveis ao solvente ou
aos possiveis parceiros de ligacdo. No gene que codifica para a
proteina de partida, estes dominios ou posicdes de aminoécidos
sdo submetidos a mutagénese com métodos da engenharia genética.
No plano do ADN é assim preparada uma variedade de genes mutados
(banco ou biblioteca), que codificam para os diferentes mutantes
de proteinas em folha plissada beta. O isolamento de mutantes

com propriedades de ligacdo pretendidas de tipo novo é efectuado



com o auxilio de um sistema de seleccdo apropriado, como p. ex.
o sistema de Phage Display. No Phage Display, a totalidade dos
mutantes de proteinas preparados é exposta sobre a superficie de
bacteribéfagos (Banco de Phage Display) . Estes fagos
recombinantes s&o investigados no que respeita a sua ligacdo as
moléculas alvo pretendidas. Os fagos que expdem a sua superficie
mutantes de folhas plissadas beta com uma ligacdo especifica
para a molécula alvo sdo concentrados e isolados por meio de uma
reiterada seleccdo. O0Os genes que codificam para mutantes
ligantes de folha plissada beta sdo obtidos dos fagos e
expressos num sistema de expressdo apropriado, como p. ex. E.
coli. Com o processo descrito, consegue-se surpreendentemente
preparar, a partir de proteinas em folha plissada beta gque né&o
apresentam quaisquer propriedades de ligacéo especifica,
proteinas que se ligam de modo especifico, em que s&do isoladas
mutantes com a especificidade pretendida a partir de bibliotecas
por meio da utilizacdo de um processo de seleccdo apropriado. Em
funcdo das propriedades da proteina de partida, os mutantes de
folha plissada beta preparados com o sistema descrito tém, p.
ex., frente a anticorpos e fragmentos de anticorpos
recombinantes vantagens no que se refere a dimenséo,
estabilidade e producdo activa funcional no sistema heterdlogo,
de um modo preferido bacteriano. Estas propriedades melhoradas
dos mutantes de folha plissada beta de novo tipo possibilitam,
. ex., substituir anticorpos, fragmentos de anticorpos
recombinantes ou anticorpos cataliticos bem como tornar

acessiveis dominios completamente novos de aplicacéo.

A solucdo, de acordo com a invencdo, por exemplo da
problemética de anticorpos descrita, baseia-se em proporcionar
um processo para O projecto de proteinas com propriedades de

ligacdo especificas em cada caso, que apresentem uma elevada



estabilidade frente a valores de pH reduzidos, agentes
desnaturantes e temperaturas elevadas, 1isto ¢é, resistam a
condicdes nas quais os anticorpos sdo instéveis. A producdo de
proteinas com estrutura em folha plissada beta com propriedades
de ligacdo semelhantes as dos anticorpos é objecto da presente
invencéo. S&o especialmente apropriadas para o) projecto
proteinas pequenas com uma elevada estabilidade de modo natural.
Por meio de alteracdo da sua superficie, s&o obtidas de acordo
com a 1invencdo, com conservacdo da estabilidade, a titulo
exemplificativo, novas propriedades de 1ligacdo especifica na

proteina.

De acordo com a invencdo, foram seleccionadas como uma
possivel <classe proteinas estaveis, a titulo de exemplo as
cristalinas. As cristalinas, as proteinas estruturais do
cristalino, nao estéo sujeitas habitualmente a qualquer
“turnover” celular e apresentam em consequéncia também
propriedades extraordindrias de estabilidade (Mandal et al.,
1987, Rudolph et al., 1990). As cristalinas gama, uma classe das
cristalinas nos vertebrados, sdo proteinas monoméricas com uma
massa molecular de <cerca de 22 kDa. O motivo estrutural
principal das cristalinas gama ¢é a folha ©plissada beta
antiparalela (Hazes e Hol, 1992, Richardson et al., 1992,
Hemmingsen et al., 1994). As cristalinas gama s&do constituidas
por dois dominios globulares muito semelhantes, um dominio
terminal em N e um terminal em C, que estdo ligados entre si por
meio de um peptideo de ligacdo em forma de V. O padrdo de
dobragem caracteristico das cristalinas gama (motivo “Greek-
Key”, Slingsby, 1985, Wistow e Piatigorsky, 1988) ¢é muito
provavelmente a causa para a consideravel estabilidade térmica
bem como para a estabilidade frente a agentes desnaturantes

(Mandal et al., 1987). A cristalina gama-II de olhos de vitela é



uma proteina de 21 kDa com muitas cisteinas (7), inabitual para
a sua dimensdo, que se encontra em forma reduzida sob condicdes

fisioldgicas.

A cristalina gama-II ndo apresenta no estado plissado
normal quaisquer propriedades de ligacdo. A alteracdo de acordo
com a invencdo (mutagénese) de uma regido seleccionada exposta a
solvente desta proteina, que é constituida pelo motivo
estrutural da folha plissada beta, levou surpreendentemente a
alteracdo da estrutura superficial e do padrdo de carga da
proteina e, em consequéncia, a formacdo de novas propriedades de
ligacdo. Neste caso, foram seleccionados apenas dominios ou
posicdes de aminodcidos que ndo tomam parte, de modo decisivo, no
comportamento estrutural da proteina. A mutagénese de uma pequena
proteina em folha plissada (Riddle et al., 1997), mostrou gue
proteinas em elevada percentagem podem formar correctamente a
estrutura nativa da folha plissada beta apesar de alteracdes

consideraveis na sequéncia.

Existem Jj& ©preparacdes para a mutagénese de dominios
determinados de proteinas com o objectivo do isolamento de
moléculas com propriedades de ligacdo melhoradas ou novas para
fragmentos de anticorpos recombinantes (Nissim et al., 1994, de
Kruif et al., 1995), para proteinas com propriedades de ligacéo
j& presentes (receptores, proteinas inibidoras, proteinas de
ligacdo a ADN), bem como para bibliotecas de peptideos (Cortese
et al., 1995, Haaparanta e Huse 1995, McConell et al., 1996). No
caso dos anticorpos foram apenas submetidos a mutagénese os
dominios que se ligam a antigénios, gque ocorrem como regides
loop. 1Isto ¢é igualmente o caso para a maioria das outras
proteinas, como, p. ex., tendamistato (McConell e Hoess, 1995)

ou citocromo bsgy (Ku e Schultz, 1995). Também neste caso sé&do



submetidas a mutagénese regides loop. Sdo exemplos para
mutagéneses em hélices alfa, o dominio Z da proteina A (Nord et
al., 1997) e o dominio de dedo de zinco CP-1 (Choo e Klug,
1995). Nas mutagéneses habituais alterava-se apenas a
especificidade da ligacdo, em que se partia sempre de proteinas
j4& com propriedades de ligacdo presentes. Em nenhum caso se
utilizou uma proteina sem propriedades de ligacdo, nem se
alterou especificamente um motivo estrutural em folha plissada
beta. No processo aqui descrito, foi pela primeira vez efectuada
uma mutagénese dirigida numa proteina sem propriedades de
ligacdo préprias, no dominio rigido da folha plissada beta.
Deste modo, foi obtida de modo inesperado uma proteina com
estabilidade consideréavel e com propriedades de ligacéo

especificas, comparavel com moléculas de anticorpos.

Como sistema adequado para o 1isolamento de proteinas em
folha plissada beta mutadas com novas propriedades de ligacédo
originadas serve o sistema de Phage Display. O sistema
possibilita uma seleccdo muito eficaz de grandes reportdrios de
variantes de proteinas para propriedades de ligacdo especificas
(Smith, 1985). Nesta seleccdo ¢é sempre produzida uma variante
proteica sobre a superficie de um fago filamentoso e pode
interagir com as moléculas alvo que estdo imobilizadas numa fase
s6lida. As proteinas que se ligam a molécula alvo podem ser
obtidas por meio de eluicdo dos fagos. Apds isolamento do ADN
fagico, a sequéncia de ADN das variantes proteicas ligadas de
modo especifico pode ser determinada. Para além do sistema Phage
Display, podem também ser utilizados outros sistemas de
seleccdo, como p. ex. o Display de Dbactérias (Stahl e Uhlen,

1997) ou o Display de ribossomas (Hanes et al., 1997).



Com a invencdo descrita ¢é possivel de modo surpreendente,
por exemplo alterar a proteina cristalina gama-II em folha
plissada beta muito estdvel por meio de mutagénese dirigida
especificamente para um local na folha plissada beta na
superficie de tal modo que resulta, a partir da proteina né&o
ligante, uma proteina com propriedades de ligacdo especificas.
Por meio de uma alteracdo de modo aleatdrio de oito posicdes de
aminodcidos, consegue-se deste modo pela primeira vez uma
mutagénese numa molécula do esqueleto no interior do dominio
relativamente rigido da proteina. Por conseguinte, produz-se a
partir da proteina cristalina gama-II em folha plissada beta uma
espécie proteica “semelhante a um anticorpos” no que se refere
as suas propriedades de ligacdo especificas. A cristalina gama-
-ITI ou outras proteinas em folha ©plissada beta estavel,
pequenas, podem ser, de um modo geral, utilizadas com O processo
descrito como moléculas de esqueleto de novo tipo para o
projecto de propriedades de ligacdo de novo tipo. As proteinas
em folha plissada Dbeta moduladas podem, p. ex., substituir
anticorpos recombinantes em diferentes aplicacdes. Gracas a sua
dimenséo relativamente reduzida (20 kDa), as mesmas sdo
apropriadas como ©parceiros de fusdo para outras proteinas
funcionais (preparacdo de proteinas multifuncionais). Outras
possibilidades de aplicacdo situam-se na terapia genética, em
que podem ter utilizacdo como médulos para o direccionamento
especifico em relacdo a células dos vectores de terapia genética
e na imunizacdo intracelular. A estabilidade das proteinas de
ligacdo de novo tipo possibilita além disso utilizacdes que até
agora ndo sdo realizédveis com anticorpos recombinantes, p. ex.
no diagndéstico e na terapia da medicina humana e da medicina
veterinéria, nos biossensores e na biosseparacéo. Qutros

dominios de aplicacdo s&o em geral a industria farmacéutica e de



cosmética bem como a anéadlise e remocdo de substéncias

prejudiciais.

Em seguida s&do descritas algumas forma de realizacéo

preferidas da invencéo.

As proteinas com estrutura em folha ©plissada beta
seleccionadas de acordo com a invencdo para a mutagénese néo
apresentam quaisquer propriedades de ligacdo ou apresentam
propriedades de ligacéo tais, que tornam desejavel uma

alteracdo, em particular um melhoramento.

Sdo conhecidas proteinas com estrutura em folha plissada
beta. Um exemplo para uma classe de proteinas com folha plissada
beta sdo as cristalinas, em especial as cristalinas alfa, beta e
gama. Utilizéaveis, por principio, s&o as cristalinas
provenientes de todas as espécies animais, por exemplo de
vertebrados, roedores, aves e ©peixes. Outros exemplos de
proteinas com estrutura em folha plissada beta que podem ser
mutadas de acordo com a invencdo sido: esferulinas, proteinas do
stress térmico, proteinas do chogque hipotérmico, proteinas de
hélice Dbeta e fibronectinas. De acordo com a invencdo Ss&o
submetidas a mutagénese, p. ex., algumas subunidades ou dominios
destas proteinas, p. ex. das cristalinas com estrutura em folha

plissada beta.

De entre as cristalinas ¢é de referir como especialmente
preferida a cristalina gama, da qual se pdde mostrar de acordo
com a invencdo, a titulo de exemplo, que a sua estrutura em
folha plissada beta é de tal modo alterada, isto ¢é, pode ser
mutada, que resultam novas propriedades de ligacdo especificas

ou novas actividades cataliticas, que, p. ex., sdo comparaveis a



uma molécula de anticorpo. Um exemplo para uma cristalina gama é

a cristalina gama-IT.

Encontram-se exemplos de proteinas em hélice Dbeta, entre
outros, em Jenkins J. et al., J. Struct. Biol. 1998, 122 (1-2):
236-46, Pickersgill, R. et al., J. Biol. Chem. 1998, 273 (38),
24600-4 e Raetz C. R. et al., Science 1995, 270 (5238), 997-
1000.

A estrutura em folha plissada beta ¢é definida por ter
essencialmente uma forma de placa e estar guase inteiramente
distendida. Ao contrdrio de hélices alfa, que sdo formadas por
uma parte continua da cadeia polipeptidica, as folhas plissadas
beta podem ser formadas por diferentes regides da cadeia
polipeptidica. Deste modo, dominios mais afastados, na estrutura
primadria, podem vir a localizar-se na vizinhanca imediata uns
dos outros. Uma cadeia beta tem normalmente o comprimento de 5 a
10 aminoédcidos e estd quase completamente distendida. As cadeias
beta situam-se tdo juntas umas as outras que se formam pontes de
hidrogénio entre os grupos C=0 de uma e o0s grupos NH da outra
cadeia ou inversamente. As folhas plissadas beta podem ser
formadas por varias cadeias e tém uma estrutura em placa. Nestas
folhas o &4tomo alfa de carbono situa-se sempre alternadamente
acima ou abaixo do plano da placa. As cadeias laterais dos
aminocadcidos seguem este padrdo e estdo por conseguinte dirigidas
alternadamente uma vez para cima e uma vez para baixo. Conforme
a orientacdo das cadeias beta, distinguem-se folhas plissadas
paralelas e antiparalelas. De acordo com a invencdo, podem ser
ambas submetidas a mutagénese e utilizadas para a preparacdo das

proteinas reivindicadas.
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Para a mutagénese da estrutura em folha plissada beta sé&o
seleccionadas na proteina as regides da folha plissada beta que
estdo prdéximas da superficie. 0Os aminoédcidos expostos na
superficie podem ser identificados em virtude da estrutura
cristalina aos raios X que apresentam. Quando ndo existe
qualguer estrutura cristalina, entdo pode investigar-se por meio
de anédlise computorizada, por intermédio da estrutura primaria
presente dos dominios em folha plissada beta expostos na
superficie e pode prever-se a acessibilidade de cada posicdo de
aminoacidos (www.embl-
heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html) ou modelar a
estrutura 3d da proteina (www.expasy.ch/swissmo/SWISS-
MODEL.html) e deste modo obter informacdo sobre aminodcidos

possivelmente expostos a superficie.

Porém s&do também possiveis mutagéneses na folha plissada
beta nas quais se suprime uma pré-seleccdo demorada das posicdes
de aminoadcidos a serem submetidos a mutagénese. Aqueles dominios
de ADN que codificam para a estrutura em folha plissada beta sé&o
isolados do seu ADN envolvente, submetidos a mutagéneses
eventualmente dirigidas e em seguida integrados novamente no ADN
que codifica para a proteina, a partir do qual tinham sido
retirados anteriormente. Deste modo, termina-se um processo de
seleccdo de mutantes com as propriedades de ligacdo e/ou
propriedades cataliticas e/ou propriedades de fluorescéncia

pretendidas.

Numa outra forma de realizacdo da invencdo, seleccionam-se
as regides em folha plissada beta préximas da superficie, como
acima j& exposto, e no interior destas regides seleccionadas
identificam-se as posicdes de aminoacidos a submeter a

mutagénese. Estas posicdes de aminoacidos assim seleccionadas

11



podem entdo, no plano do ADN, ser submetidas a mutagénese
dirigida, isto ¢é, um coddo que codifica para um determinado
aminocadcido é trocado por um coddo que codifica para um outro
aminodcido especifico previamente seleccionado, ou esta troca é
efectuada no ambito de uma mutagénese aleatdria, em que, pelo
contrario, a posicdo do aminoacido a trocar ndo é definida pelo

novo codédo que codifica para o aminodcido ainda n&o determinado.

Os aminoadcidos expostos a superficie estdo acessiveis ao
solvente envolvente. Para uma acessibilidade dos aminoacidos na
proteina de mais de 8% em comparacdo com a acessibilidade dos
aminoacidos no tripeptideo modelo Gly-X-Gly, falamos de
aminodcidos expostos a superficie. Estes dominios proteicos ou
posicdes de aminoacidos individuais sdo também sitios de ligacéo
preferidos para possiveis parceiros de ligacdo, dos quais devem
ser seleccionados de acordo com a invencdo. No que se refere aos
parceiros de ligacdo pode tratar-se, a titulo exemplificativo,
de antigénios ou substratos ou andlogos de estado transitdério de

substratos.

De acordo com a invencdo, podem ser mutadas praticamente
todas as proteinas que se situam a superficie ou apresentam
estruturas em folha plissada beta acessiveis a um solvente ou a
um  parceiro de ligacéo. Neste caso sédo de considerar
predominantemente as proteinas gque sdo egpecialmente estéveis,
isto é, por exemplo, que sdo resistentes a desnaturacdo ou

suficientemente “pequenas”.

Por “mutagénese” deve entender-se de acordo com a invengéo
a alteracdo de um ou varios aminoacidos expostos a superficie na
cadeia polipeptidica com estrutura em folha plissada beta. Entre

estes encontram-se, por exemplo, as substituicdes de aminoacidos,
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em que um aminocdcido com determinadas propriedades no que se
refere a sua polaridade, carga, solubilidade, hidrofobilidade ou
hidrofilidade ¢ substituido por um aminodcido com uma outra
propriedade, por exemplo, por conseguinte, um aminocacido né&o
polar hidréfobo por um aminodcido polar, um aminodcido com carga
negativa por um aminoadcido com carga positiva, etc.. A expressédo
“submetido a mutagénese” abrange também insercdes e eliminacdes
de um ou varios aminodcidos. Neste <caso ¢ condicdo que as
mutacdes de aminoacidos expostos a superficie abranjam pelo menos
duas cadeias beta expostas a superficie de pelo menos de uma
folha plissada beta exposta a superficie. As mutacdes sdo de
preferéncia dirigidas a posicdes de aminoacidos individuais na
folha plissada beta ou exercidas em dominios seleccionados da
folha plissada beta. As mutacdes podem estar presentes num
dominio ou em varios dominios da estrutura em folha plissada
beta. As alteracdes podem abranger aminodcidos adjacentes ou
aminodcidos situados mais afastados entre si na folha plissada
beta. As alteracdes podem também abranger aminoacidos em
diferentes folhas plissadas beta, por conseguinte em mais do que
uma folha plissada beta. As insercdes, eliminacdes ou
substituicdes de um ou véarios aminodcidos estdo localizadas em
pelo menos duas cadeias beta expostas a superficie de pelo menos
uma folha plissada beta exposta a superficie. Neste caso, podem
ser substituidos, suprimidos ou inseridos numa cadeia beta
exposta a superficie um ou varios aminoacidos, isto &, p. ex.
uma cadeia beta exposta a superficie pode apresentar varias
mutacdes, desde que pelo menos sejam mutadas duas cadeias beta
expostas a superficie. Numa outra forma de realizacdo, sé&o
submetidas a mutagénese pelo menos duas folhas plissadas beta
expostas a superficie em cada cadeia beta exposta a superficie,

N

isto ¢, em <cada <caso uma folha plissada beta exposta a

-

superficie apresenta pelo menos uma cadeia Dbeta exposta
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superficie submetida a mutagénese. Numa outra forma de
realizacdo da invencdo, as folhas plissadas beta expostas a
superficie submetidas a mutagénese estdo ordenadas de modo
antiparalelo, em que ¢é preferido tratar-se de pelo menos duas

folhas plissadas beta ordenadas de modo antiparalelo.

De acordo com a invencdo &, por exemplo, preferido que
sejam submetidas a mutagénese duas ou trés cadeias beta expostas
a superficie. De acordo com a invencdo ¢ também possivel que
sejam submetidas a mutagénese quatro ou mais cadeias beta
expostas a superficie. Além disso, ¢é possivel que pelo menos
duas cadeias beta em pelo menos duas folhas plissadas beta sejam
submetidas a mutagénese, em que ¢é preferida uma mutagénese de

trés cadeias beta em duas folhas plissadas beta antiparalelas.

Numa forma de realizacdo da invencdo, a mutagénese &
realizada por meio de montagem de oligonucledétidos de ADN com o
coddo de aminodcidos NNK. Evidentemente, sdo também utilizdveis

outros coddes (tripletos).

As mutacdes sdo tais que a estrutura em folha plissada beta
é conservada. Em geral, a mutagénese tem lugar no lado exterior
de um dominio em folha ©plissada beta estdvel exposto a
superficie da ©proteina. A mesma abrange ndo s mutacdes
especificas de um sitio mas também mutacdes dirigidas ao acaso.
As mutagéneses especificas de um local, que abrangem um dominio
relativamente ©pequeno na estrutura primadria (cerca de 3-5
aminocacidos), podem ser efectuadas com os kits disponiveis
comercialmente da Stratagene (QuickChange) ou Bio-Rad (kit de
mutagénese in vitro Muta-Gene phagemid) (cf. US-A-5789166;
US-A-4873192) .
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Em dominios maiores, tem gque ser preparado um Dbloco
integrado de ADN de uma mutagénese especifica de um local, em
que o dominio a submeter a mutagénese é obtido por meio de
montagem de oligonucledétidos que contém as posicdes mutadas e as
ndo alteradas (Nord et al., 1997; McConell e Hoess, 1995).
Mutagéneses dirigidas ao acaso podem ser efectuadas por meio da
multiplicacdo do ADN em estirpes mutadoras ou por meio de uma
amplificacdo por PCR (PCR errorprone) (por exemplo, Pannekoek et
al., 1993). Neste caso, utiliza-se uma polimerase com uma taxa
de erro mais elevada. A fim de aumentar o grau da mutagénese
introduzida ou combinar mutacdes diferentes, podem ser
combinadas as mutacdes nos fragmentos de PCR por meio de
shuffling de ADN (Stemmer, 1994). Uma revisdo de conjunto destas
estratégias de mutagénese em enzimas pode ser encontrada na
revisdo de Kuchner e Arnold (1997). A fim de efectuar esta
mutagénese dirigida ao acaso num dominio de ADN seleccionado,
tem igualmente que ser construido um bloco integrado de ADN, que

é utilizado para a mutagénese.

As moléculas de ADN obtidas no passo de mutagénese s&o
expressas num sSistema de expressdo apropriado. De preferéncia
estes sistemas de expressdo sdo tais que facilitam a seleccdo e
0 1isolamento subsequentes de mutantes com as propriedades de
ligacdo pretendidas e/ou a actividade catalitica ou enzimatica
pretendida. Os vectores de expressido e 08 sistemas de expresséo
deste tipo sédo conhecidos do especialista e foram Jja
anteriormente descritos mais em pormenor. E evidentemente
possivel utilizar também outros sistemas de expressdo que
possibilitam a seleccdo de acordo com a invencdo de mutantes com

propriedades ou actividades especificas.
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De um modo preferido, wutiliza-se ©para a expressido e
seleccdo o sistema Phage-display, no dqual a totalidade dos
mutantes preparados ao nivel do ADN é clonada num fagemideo e
expressa sobre a superficie de fagos. Em proteinas com cisteinas
reduzidas, pode, numa forma de realizacéo da invencéao
especialmente preferida, adicionar-se GSH para o melhoramento da

exposicdo e da seleccdo dos mutantes.

De acordo com o processo da invencdo, sdo preparadas
proteinas mutadas, moléculas de ADN, moléculas de ARN derivadas
daquelas e partes funcionais destas, as quais codificam para uma
proteina com uma estrutura em folha plissada beta mutada, que é
capaz de wuma ligacdo nova ou alterada semelhante as dos
anticorpos a um parceiro de 1ligacdo pretendido. A expressédo
“partes funcionais” refere-se a subunidades, dominios e epitopos
da proteina com estrutura em folha plissada beta, que sé&o
submetidos a mutagénese de acordo com a invencdo e que
apresentam ou sSd0 co-responsaveis pelas propriedades de ligacédo

e actividades pretendidas.

A seleccdo e o isolamento de mutantes com as propriedades
de ligacdo semelhantes as de anticorpos ©pretendidas sédo
efectuados de um modo conhecido em si. Em seguida descrevem-se
exemplos de processos de seleccdo e processos de isolamento de
mutantes com propriedades de ligacdo e com actividades

cataliticas novas ou alteradas:

Numa seleccédo de propriedades de ligacdo pretendidas, pdem-
-se em contacto as proteinas mutadas ou as partes funcionais
destas com os seus parceiros de ligacdo. Por meio de processos
de deteccéo apropriados, seleccionam-se mutantes com as

propriedades de ligacdo pretendidas.
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Na seleccédo de actividade catalitica, gque ndo ¢é per se
abrangida pelas reivindicag¢des, as proteinas mutadas ou partes
funcionais destas s&o postas em ligacdo com os substratos e em
seguida s&do seleccionadas por meio de métodos de deteccédo

apropriados no que se refere a actividade enzimatica pretendida.

Uma seleccdo da actividade catalitica pode ter lugar em

vdrios passos:

1. Phage Display:

Acoplamento de andlogos de estados transitdérios numa fase
s6lida e seleccdo do Dbanco de mutantes contrédrios. Estas
substédncias s&o analogos de estados transitdérios do substrato,
que normalmente ocorrem numa reaccdo enzimédtica de um substrato
para o produto (substrato-produto de estado transitdédrio). Para
este fim, o estado transitdério do substrato tem com efeito que
ser clarificado. E também possivel efectuar uma seleccdo de

ligacdo do substrato.

2. sem Phage Display:

Clonagem dos mutantes num sistema de expressdo bacteriano e
inoculacdo em placas das bactérias recombinantes para a formacédo
de coldénias individuais. A proteina mutada pode ser expressa nas
bactérias por meio de adicdo de indutores (por exemplo, IPTG) ao
meio nutriente. O meio nutriente deve além do mais conter o
substrato, a partir de cuja reaccdo se deve efectuar a seleccéo.

O substrato deve na reaccdo formar um produto identificavel, por
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exemplo colorido. As bactérias que expressam um mutante, que
transforma o substrato no meio nutriente, adgquirem deste modo
uma cor diferente. Um exemplo seria a busca de actividade de
beta-galactosidase e a reaccdo de X-Gal (cor azul) (Zhang et

al., 1997).

3. Outros processos de detecgdo sdo também conhecidos do

especialista:

Para além das variantes da coloracédo, podem, por exemplo,
ser seleccionados mutantes proteicos gque medeiam uma nova
resisténcia (adicdo de antibidticos ao meio nutriente) ou que
possibilitam um crescimento em meio nutriente minimo, no qual a
bactéria ™“normal” ndo cresce. Neste caso, pode-se utilizar a
vantagem de crescimento selectivo das bactérias com o0s novos

mutantes proteicos (Crameri et al., 1997).

4. Expressio e secrecdo das proteinas mutadas:

Obtencdo do sobrenadante e ensaio da actividade enzimética
pretendida, a seleccionar, por exemplo em bactérias (You e
Arnold, 1996). A presente invencdo resolve assim o problema da
producdo de proteinas com novas propriedades de ligacdo ou novas
propriedades cataliticas por meio da mutagénese de proteinas com
estruturas em folha plissada beta no respectivo motivo
estrutural. De entre estas proteinas, sdo seleccionadas as qgue
apresentam as propriedades de ligacdo pretendidas novas ou
alteradas, de um modo preferido melhoradas, ou as actividades
enzimédticas ou cataliticas pretendidas novas ou alteradas, de um

modo preferido melhoradas. Por meio do sistema de acordo com a
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invencdo é mesmo possivel alterar proteinas em folha plissada
beta que ndo apresentam qualquer propriedade de ligacdo ou
qualquer propriedade enzimatica de tal modo que estas apds
submetidas a mutagénese na folha plissada beta obtém

propriedades de ligacdo ou propriedades cataliticas.

Por “propriedades de ligacdo” deve entender-se, de acordo
com a invencdo, por exemplo, a afinidade especifica de um
antigénio com um anticorpo. De acordo com a mutagénese efectuada
de acordo com a invencdo, a proteina em folha plissada beta
apresenta, por conseguinte, propriedades semelhantes as dos
anticorpos e relne em s8i as vantagens da elevada especificidade
de ligacdo de um anticorpo com as propriedades vantajosas de
estabilidade de uma ©proteina em folha plissada Dbeta. As
proteinas em folha plissada beta preparadas de acordo com a
invencdo com propriedades semelhantes as dos anticorpos podem

também apresentar uma funcdo catalitica.

Por alteracdo das propriedades de ligacdo, deve-se, de
acordo com a 1invencdo, entender ndo s uma degradacdo como
também um melhoramento destas propriedades, sendo preferido um

melhoramento.

De acordo com a invencdo, entende-se por "proteina com uma
nova propriedade de ligacdo especifica semelhante as dos
anticorpos” uma proteina que anteriormente ndo possuia qualquer
propriedade de ligacdo especifica e que por meio da mutagénese
dirigida de aminoacidos expostos a superficie em pelo menos duas
cadeias beta expostas a superficie de pelo menos uma folha
plissada beta exposta a superficie passa a apresentar uma
propriedade de ligacdo especifica. Nesta categoria cabem, no

entanto, também proteinas que Jja antes de submetidas a
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mutagénese apresentavam uma propriedade de ligacdo especifica
semelhante as dos anticorpos e que apds a mutagénese na folha
plissada beta apresentam uma outra propriedade de 1ligacéo

especifica adicional.

Na invencdo estdo além disso abrangidas as proteinas que ja
possuiam uma propriedade de ligacdo especifica e que, apds

N

submetidas a mutagénese de aminodcidos expostos a superficie em
pelo menos duas cadeias beta expostas a superficie de uma ou
varias folhas plissadas beta expostas a superficie, obtém um
melhoramento, em geral denominado uma alteracéo, na sua

propriedade de ligacédo especifica.

O processo de acordo com a 1invencdo e as proteinas
preparadas através do mesmo distinguem-se também das proteinas e
dos processos do estado da técnica na medida em que nestas as
estruturas em folha plissada beta foram alteradas por mutagénese
aleatdéria, que ndo era dirigida especificamente para a estrutura
em folha plissada beta, mas sim sobre toda a proteina e em
especial ndo era dirigida especificamente para aminoacidos

expostos a superficie em pelo menos duas cadeias beta expostas a

Q-

superficie de pelo menos uma folha plissada beta exposta
superficie ou diziam respeito a aminodcidos semelhantes expostos
a superficie.

Numa forma de realizacdo preferida da invencdo, que &
descrita a titulo de exemplo em seguida, foi seleccionada como
exemplo de uma proteina com estrutura em folha plissada beta, a
cristalina gama, como ponto de partida para a mutagénese. Neste
caso, seleccionaram-se em primeiro lugar, por meio de
investigacdes estruturais, posicdes de aminoadcidos expostas a

superficie e submeteram-se a mutagénese por meio de métodos de
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mutagénese conhecidos em si. Os mutantes obtidos foram expressos
num sSistema de expressdo apropriado, igualmente conhecido. A
seleccdo foi dirigida aos mutantes cujos aminodcidos expostos a
superficie na folha plissada beta da cristalina gama
apresentavam uma ligacdo especifica ao antigénio BSA-17-
-hemissuccinato de estradiol. Foram com efeito isolados varios
mutantes com a propriedade de ligacéo pretendida, e
efectivamente apenas um ©possuia a permuta de aminodcidos
esperada. Foi deste modo obtida uma molécula semelhante a
anticorpo gue ndo era uma imunoglobulina e que se baseava na

proteina de partida cristalina gama.

Por meio do processo de acordo com a invencdo & possivel a
preparacdo de um nUmero de facto enorme de mutantes. Ja a
mutagénese de oito posicdes de aminodcidos possibilita a formacédo
de 2,6 x 10' diferentes espécies de proteinas, que podem ser
investigadas no que se refere as propriedades de 1ligacdo e

actividades cataliticas pretendidas.

Demonstrou-se além disso de acordo com a invencdo gue uma
proteina com estrutura em folha plissada beta pode ser alterada
por meio de mutagénese de aminoacidos expostos a superficie nas

suas propriedades de fluorescéncia.

Os genes mutados obtidos podem ser multiplicados em
sistemas adequados e as proteinas podem ser expressas. Sistemas
de expresséo adequados séo Ssistemas procaridticos ou
eucaridticos. O ADN que codifica para a proteina mutada ¢é, por
exemplo, transformado num vector apropriado, por exemplo num
vector de expressdo, e 1incorporado numa célula hospedeira por

meio de transformacdo, transfeccdo ou infeccdo. A ligacdo com

21



sequéncias regulatérias, que comandam egspecificamente a

expressdo do ADN mutado heterdlogo, é evidentemente vantajosa.

Como célula hospedeira pode utilizar-se uma célula
hospedeira de um eucarionte superior, por exemplo uma célula de
mamifero, ou uma célula hospedeira de um eucarionte inferior,
por exemplo uma célula de levedura, ou uma célula de
procarionte, por exemplo uma célula bacteriana. Um exemplo de
uma célula hospedeira bacteriana possivel é E. coli ou B.
subtilis. Também ¢é possivel um sistema de traducdo livre de
células para a preparacdo das proteinas por utilizacdo de ARN
que deriva do ADN da presente invencdo. Os sistemas de expresséo
e de clonagem apropriados estdo descritos em diferentes livros
de texto para a Dbiologia molecular, a biotecnologia e a
tecnologia genética. Sdo exemplos para este fim Sambrook et al.,

1989 e Ausubel et al., 1994.

A presente 1invencdo apresentada em geral ¢é em seguida
elucidada mais em pormenor por meio de um exemplo de realizacéo
e dos desenhos anexos. 0O exemplo deve ser entendido como uma
possivel forma da invencdo e a invencdo ndo é limitada por esta

forma de realizacdo especial.

As figuras em anexo representam:

Fig. 1: Oligonucledétidos para a montagem dos mutantes da

cristalina gama.

Fig. 2: Representacéo esquematica da montagem de
oligonucledtidos e PCR subsequente em pérolas
magnéticas (MB) carregadas de estreptavidina. As
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Fig. 3:

Fig. 4:

Fig. 5:

Fig. 6:

Fig. 7:

3

4

5

7

localizacdes caracterizadas por X marcam as posicdes de

aminodcidos submetidas a processo aleatdrio.

Representacdo esquematica da amplificacdo da regido né&o

submetida a mutagénese da cristalina gama-IT.

Oligonucledétidos para a amplificacdo da regido néo

submetida a mutagénese da cristalina gama-ITI.

Representacédo esqueméatica do bloco integrado de
expressdo bLE- pCANTABR da cristalina gama-II. g3-SS:
Sequéncia peptidica de sinal da proteina fagica G3; E-
Tag: 11 aminodcidos para a deteccdo imunoldgica; fd Gen

3: proteina 3 minor coat dos fagos filamentosos MI13.

ELISA de fagos policlonais com fagos concentrados
depois da 3.% lavagem de Dbateia. As ©placas de
microtitulacdo foram revestidas com o conjugado BSA-17-
-hemissuccinato de beta-estradiol ou, como controlo,
apenas com BSA. S&do representados lado a lado a ligacéo
dos cristalina gama-II-fagos de tipo selvagem (GC-WT),
dos fagos do banco de partida (GCUC-1) e dos fagos
concentrados, por lavagem em bateia repetida, (fagos

E-17) ao respectivo antigénio.

Sequéncia parcial de ADN do mutante 12A de cristalina
gama-II que se liga a BSA-17-hemissuccinato de
estradiol (Mu 12A) no fagemideo pGCKT 8-3 ou do tipo
selvagem de cristalina gama-II (WT) em pCANTAB 5E. Os
itdlicos e os sublinhados s&o os locais de corte

introduzidos Sfi I (5') ou Bst EII (3') marcados. Os
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Fig. 8:

Fig. :

Fig. :

8

10

11

coddes das ©posicdes dos aminodcidos do processo

aleatdédrio sdo impressos em negrito.

Sequéncias de aminoédcidos derivadas do mutante 12A de
cristalina gama-II que se liga a BSA-17-hemissuccinato
de estradiol (Mu 12A) e do tipo selvagem de cristalina
gama-II (WT) apdbds expressdo nos fagemideos e cisdo do
peptideo de sinal. As posicdes de aminoacidos do
processo aleatdrio s&o caracterizadas a negrito e o0s
aminoacidos realmente permutados sdo caracterizados a
negrito e sublinhado. 0Os aminodcidos introduzidos
adicionalmente por meio do local de corte Sfi I
N-terminal e a fusdo E-Tag C-terminal s&do representados

em itdlico e sublinhados.

Sequéncia do iniciador utilizado para a clonagem de Mu

12A e cristalina gama-II no vector pET-20Db.

Sequéncia proteica derivada do mutante que se liga a
BSA-17-estradiol 12A e da «cristalina gama-II apds
expressdo em pET-20b. As posicdes de aminocacidos do
processo aleatdrio sdo caracterizadas a negrito e os
aminoacidos realmente permutados s&do caracterizados a
negrito e sublinhado. Os aminoécidos C-terminais
introduzidos adicionalmente por meio de clonagem
incluindo os 6 residuos de histidina s&do representadas

em itédlico e sublinhados.
Ligacdo dependente da concentracdo do mutante 12A no

conjugado BSA-17-hemissuccinato de beta-estradiol. Foi

investigada a ligacdo do mutante (12A) e da cristalina
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gama-1T (WT) ao conjugado (BSA-estr. 17) e como

controlo a BSA.

Fig. 12: Estabilidade do mutante 12A perante o) agente
desnaturante guanidina. Sdo representados os maximos de
emissdo apds incubacdo das proteinas purificadas do
mutante 12A e da cristalina gama-II com diferentes

concentracdes de guanidina e apds tempos diferentes.

Fig. 13: Espectro de emissdo de fluorescéncia do tipo selvagem
da cristalina gama e de mutante 12A em fosfato de Na 50
mM, pH 6,5. O sinal de fluorescéncia (Fig. 13A) foi
medido a um comprimento de onda de estimulacdo de 280
nm. A concentracdo de proteina perfez 100 png/mL. A Fig.
13B apresenta os espectros de absorcdo das amostras
proteicas utilizadas para a medicdo da fluorescéncia. A
absorcdo foi determinada numa cubeta com 1 cm de

espessura de percurso o6ptico.

EXEMPILO

Preparagdo de um mutante de cristalina gama com ligagédo

especifica a hormona estradiol

O projecto de proteinas em folha plissada beta de tipo novo
com propriedades de ligacdo a antigénios foi mostrado por meio
do isolamento de um mutante da cristalina gama-B de Dbovino
(gama-II), que se liga de modo especifico a hormona estradiol.
Por meio da alteracdo dirigida de posicdes de aminoéacidos
seleccionadas de uma folha plissada beta exposta a superficie,

foi preparada uma proteina estéavel de tipo novo com estrutura em
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folha plissada beta e propriedades de ligacido especificas. Apds
seleccdo da regido apropriada ou dos aminoadcidos apropriados
para uma mutagénese na folha plissada beta, segue-se uma
mutagénese especifica em relacdo a locais ao nivel do ADN, a
preparacdo de um banco de mutantes de folha plissada beta num
fagemideo, o qual ©possibilita a expressdo e a seleccéo
subsequente de propriedades de ligacdo de tipo novo dos mutantes
no sistema de Phage Display. 0Os mutantes isolados foram
comparados no que se refere as suas novas propriedades com a

proteina cristalina gama-II de partida.

Selecgdo de uma regido apropriada para a mutagénese na

cristalina gama

Com base na estrutura de raios X da cristalina gama-II
(Wistow et al., 1983), seleccionou-se o dominio N-terminal da
cristalina gama-II (Acc. M16894) para uma mutagénese. No total
foram identificados ai oito aminocdcidos, que formam um segmento
de superficie continuo. Os aminoacidos seleccionados sédo
componentes de uma folha plissada beta e ndo devem contribuir
decisivamente ©para a conservacdo da estrutura. Trata-se de
posicdes de aminodcidos que sdo acessiveis ao solvente e em
consequéncia também aos possiveis parceiros de ligacdo. Os oito
aminoadcidos Lys 2, Thr 4, Tyr 6, Cys 15, Glu 17, Ser 19, Arg 36
e Asp 38 abrangem uma area de cerca de 6,1% da superficie total

da proteina.
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Preparacdo de um pool de ADN em genes mutados da cristalina

gama-II

Por meio de uma mutagénese dirigida a um local, submeteram-
-se a um processo aleatdério as oito posicdes de aminoacidos.
Deste modo ¢ possivel formar 2,6 x 10 diferentes espécies
proteicas. O dominio a submeter a mutagénese foi obtido ao nivel
do ADN por meio de depdsito conjunto de oligonucledtidos
individuais. Em seguida, efectuou-se a clonagem num fagemideo

construido no sistema de Phage Display para a seleccéo.

Montagem de oligonucleétidos

Para a mutagénese, foram montados numa fase sdélida 227 pb,
que continham o dominio 5’ dos mutantes de cristalina gama com
as oito posicdes de aminodcidos submetidas ao processo aleatdrio
bem como locais de corte por restricdo apropriados. No total
foram, para este fim, utilizados 10 oligonucledtidos
individuais, dos quais trés continham as posic¢cdes de aminoéacidos
submetidas ao processo aleatdrio (Fig. 1). Nas 8 posicdes a
submeter a mutagénese, foi utilizada na sintese de iniciadores a
mistura de nucledtidos NN(T/G), de modo a gue teoricamente numa
posicdo resultam 32 diferentes coddes (cf. Nord et al., 1997).
Para o inicio da montagem, depositaram-se oligonucledtidos
tratados com Dbiotina em pérolas magnéticas carregadas de
estreptavidina (MBs) da Firma Dynal (M-280). Apds vAarios passos
de depdsito, ligacdo e polimerase, foi possivel amplificar o
pool reunido na fase sdélida nas regides submetidas a mutagénese
da cristalina gama por meio de PCR (Fig. 2). Os produtos de PCR
com cerca de 250 pb de comprimento continham um local de corte

Sfi I 5’ e um local de corte Bst EII 3’.
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Todos os oligonucledétidos utilizados para a montagem foram
ajustados a uma concentracdo de 100 pmol/pL. Em primeiro lugar
foram reunidos os iniciadores GCLIE1B e GCLIE2P. Para este fim,
utilizaram-se em cada caso 4 ulL do iniciador com 36 upL do tampédo
de lavagem e de ligacdo (tampdo WB: NaCl 1 M, tris-HCl1 10 mM a
pH 7,5, EDTA 1 mM) e incubou-se durante 5 min a 70 °C. Apds
reunido dos dois iniciadores e incubacdo adicional de 5 minutos
a 70 °C, arrefeceu-se a mistura de iniciadores lentamente até a
temperatura ambiente. Misturaram-se 4 uL do hibrido de
iniciadores GCLIEIB/GCLIE2P com 56 uL de tampdo WB e adicionou-
-se a 300 pg das MBs carregadas com estreptavidina que tinham
sido previamente lavadas com tampdo de lavagem e de ligacéo.
Apbés uma incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente,
efectuou-se uma lavagem das MBs com tampdo de WB e TE (tris-HC1
10 mM a pH 7,5, EDTA 1 mM). As MBs acopladas ao 1.° hibrido de
iniciadores, adicionou-se um fragmento em ponte de iniciador, o
qual foi ©preparado como se segue: misturaram-se 4 uL do
iniciador GCLIB4P ou GCLI5P com 36 ulL de tampdo de ligacdo 1 x
da Firma GIBCO BRL (tris-HCl1 50 mM a pH 7,6, MgCl, 10 mM, ATP 1
mM, DTT 1 mM, 5% (p/v) de polietilenoglicol-8000). Apds uma
incubacdo de 5 minutos a 70 ©°C, reuniram-se as duas misturas
reaccionais, incubou-se durante mais 5 min a 70 °C e arrefeceu-
-se até & temperatura ambiente. A mistura adicionaram-se 4 uL de
GCLI3P e 16 uL de tampdo de ligacdo 1 x, gue previamente tinham
novamente sido incubados durante 5 min a 70 °C. Apds adicdo de
12 unidades de ligase de ADN T4 (Firma GIBCO BRL) e de 8 uL de
tampdo de ligacdo 1 x, a mistura reaccional foi incubada durante
1 h & temperatura ambiente. Trataram-se 12 pL deste fragmento em
ponte de GCLIE3P/GCLIB4P/GCLI5S5P com 54 ulL de tampdo de ligacdo 1
X bem como 6 unidades de ligase, adicionou-se as MBs lavadas,

que continham o primeiro hibrido de iniciadores e incubou-se
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durante 1 h a temperatura ambiente. Apbs a reaccdo de ligacéo,
lavaram-se as MBs duas vezes com tampdo TE e retomaram-se em 64
uL de tampdo de ligacdo 1 x com 8 uL de ligase. As MBs foram
entdo tratadas com 8 wuL da mistura de iniciadores reunida
GCLI6P/GCLIB7P, cuja montagem tinha sido efectuada previamente
de modo andlogo ao de GCLIB4P/GCLI5SP. A ligacdo foi novamente
efectuada durante 1 h a temperatura ambiente. Apds uma lavagem
dupla das MBs em tampdo TE, adicionam-se 12 uL do segundo
fragmento em ponte GCLIB8P/GCLIESP/GCLIE10 e ligou-se durante 1
h. A preparacédo do 2.° fragmento em ponte foi efectuada de modo
andlogo ao do 1.° fragmento em ponte, em que em primeiro lugar
se reuniram GCLIES9P e GCLIE10 e num segundo passo se ligaram com
GCLI8P. As MBs com os 1iniciadores imobilizados s&o entéo
novamente lavadas com tampdo TE. A reaccdo subsequente de
polimerase de ADN e ligase preencheu as lacunas na segunda
cadeia. As MBs sdo para este fim incubadas durante 30 min a
37 °C na seguinte mistura tampédo: 52,5 ulL de Hy0, 6 upL de tampdo
L da Firma Boehringer (tris-HC1 100 mM a pH 7,5, MgCl, 100 mM,
ditioeritritol 10 mM), 0,5 upuL de dNTP's (25 mM de cada dNTP) e 1
uL de 2 unidades de fragmento de Klenow (Firma Boehringer). A
reaccdo de ligacdo foi terminada apds lavagem dupla das MBs com
tampdo TE durante 1 h a temperatura ambiente. Numa mistura
reaccional de 100 uL encontram-se 10 unidades de ligase. Apds um
passo duplo de lavagem com tampdo TE, a cadeia de ADN nédo ligada
por ligacdo covalente as MBs foi removida por meio de tratamento
com 40 pL de NaOH 0,1 M durante 30 s e as MBs foram ressuspensas
em 60 pL de TE. A PCR para a amplificacdo do banco foi efectuada
com as MBs como molde. A reaccdo de PCR (50 uL) foi realizada
como se segue: 6 uL de MBs, 5 uL de tampdo de reaccdo de PCR 10
x da Firma Stratagene (KC1 100 mM, (NHy).50, 100 mM, tris-HC1l 200

e

mM a pH 8,75, MgSO; 20 mM, 1% de Triton X-100, 1 mg/mL de BSA), 1

uL (2,5 unidades) de polimerase Pfu-DNA (Firma Stratagene), 0,5
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uL de dNTP's (25 mM de cada dNTP), 0,35 uL de GCLIE1IB, 0,35 uL
de GCLIAll1B e 36,8 uL de HyO. A PCR foi efectuada em 35 ciclos
com uma hibridizacdo com o iniciador a 55 °C durante 1 min, uma
reaccdo de polimerase a 72 °C durante 1,5 min, uma desnaturacédo
a 95 °C durante 1 min e uma reaccdo de polimerase final durante

5 min a 72 °C.

Preparacdo do fagemideo pGCKT 8-3

Partindo do fagemideo pCANTAB 5E (Kit-PRAS da Firma
Pharmacia Biotech), construiu-se um derivado do fagemideo para a
clonagem do banco de mutantes de cristalina gama-II. O dominio
3’ total da cristalina gama-II (dominio C-terminal) e o dominio
5/ n&o submetido a mutagénese foram amplificados por meio de PCR
com utilizacdo do plasmideo pGII (Mayr et al., 1994) como molde
e dos iniciadores GCFORNOT e GCBACKSfiBst (Fig. 3, 4).

Os locais de corte Sfi I- (GCBACKSfiBst) ou Not I
introduzidos por meio do iniciador possibilitam a insercdo do
produto da PCR no fagemideo pCANTAB ObLE. Com o iniciador
GCBACKSfiBst integrou-se adicionalmente um local de corte Bst
EIT no gene da cristalina gama, que possibilita a clonagem do
fragmento de ADN de cristalina gama mutado. A introducdo de novo
do local de corte ndo provoca uma alteracdo da segquéncia de
aminoadcidos na cristalina gama-II. O produto da PCR foi clonado
apbds sequenciacdo como fragmento Sfi I/Not I no fagemideo
PCANTAB 5E cortado por Sfi I/Not I. O fagemideo pGCKT8-3 assim
construido foi o ponto de partida para a preparacdo do banco de

Phage Display da cristalina gama-IT.
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Preparacdo do banco de Phage Display da cristalina gama e

clonagem da cristalina gama-II de tipo selvagem

O fagemideo pGCKT 8-3 foi cortado com as enzimas de
restricdo Bst EII e Sfi I e foi submetido a um tratamento com
fosfatase (fosfatase de shrimps, Firma USB). O ADN foi separado
por electroforese em gel apds uma Unica cisdo, as fraccdes de
vector cindidas foram cortadas e isoladas por meio de
electroeluicdo a partir dos géis de agarose. Antes de cada
tratamento enzimadtico subsequente efectuou-se uma extraccdo com
fenol/cloroférmio e uma precipitacdo do ADN com glicogénio O
pool de fragmentos de ADN amplificado por meio de PCR, que
continha a regido mutada da cristalina gama-II, foi cindido com
as enzimas de restricdo Sfi I e Bst EII. Para a ligacdo dos
produtos de PCR no fagemideo anteriormente preparado pGCKT 8-3,
utilizaram-se no total 440 ng de fagemideo e 110 ng do produto
de PCR. As ligacgdes foram efectuadas com um total de 44 unidades
de ligase de ADN T4 (Firma GIBCO BRL) em 20 uL de mistura
reaccional a 16 °C durante a noite. Apds uma inactivacdo de 20
minutos da ligase a 70 ©°C, dessalinizaram-se as reaccdes de
ligacdo durante 1 h por meio de didlise de gota. Cada 30 ulL de
células de FE. coli TGl electrocompetentes foram transformados
com 15 plL cada da ligacdo dialisada. A preparacdo das células
electrocompetentes e a transformacdo efectuaram-se como descrito
no manual do kit de PRAS. As células transformadas foram
depositadas sobre as placas SOBAG que continham glucose e
ampicilina (100 pg/mL) (ver manual do kit PRAS, Firma Pharmacia-
Biotech) e incubadas durante a noite a 30 °C. O banco GCUC-1
preparado abrangeu 250.000 clones originais. 0Os clones foram
isolados com meio 2 x YT (ver manual dos kits de PRAS) que
continha 1% de glucose e 20% de glicerol, divididos em aliguotas

e conservados a -80 °C. O factor de amplificacdo do banco foi
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determinado com 7 x 10°. A fraccdo de clones recombinantes no
banco GCUC-1 perfez 97%. Por sequenciacéo dos clones
seleccionados ocasionalmente, verificou-se gque nas posicdes de
aminodcidos submetidos a processo aleatdrio foram utilizados os
coddes com a varidncia esperada. Por meio de andlise de Western-

-Blot foram detectados no banco taxas de expressdo de 30-60%.

Para as experiéncias de controlo, amplificou-se o ADN da
cristalina gama-IT com 0s iniciadores GCFORNOQOT (5"
GAGTCATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC 3') e GCBACKSFI
(5' CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGGGAAGATCACTTTTTACGAGGAC 3')
e o plasmideo PGII (Mayr et al., 1994) como molde. O produto de
PCR sequenciado foi clonado apds cisdo com as endonucleases de
restricdo Not I e Sfi I no fagemideo pCANTAB 5E igualmente
cortado com Sfi I/Not I.

Construgcdo do Phage Display e selec¢gdo de propriedades de

ligagdo de novo tipo

Para a seleccdo de mutantes de cristalina gama gquanto a
propriedades de ligacdo, utilizou-se o sistema de Phage Display
PRAS disponivel no comércio da Firma Pharmacia-Biotech. No
fagemideo wutilizado pCANTAR 5E (cristalina gama-II de tipo
selvagem) e pGCKT 8-3 (mutantes cristalina forma) estdo fundidos
o terminal em N da cristalina gama com o peptideo de sinal G3 e
o terminal em C com um E-Tag, que possibilita a deteccéo
imunoldégica das proteinas (Fig. 5). Em funcdo da estirpe
bacteriana utilizada, o coddo stop ambar (HB 2151 de E. coli)
que se segue ao E-Tag ¢é reconhecido e as cristalinas gamas sé&o
segregadas, apbds cisdo do peptideo de sinal, no periplasma ou

ndo ¢é 1lido (TG 1 de FE. coli) e as cristalinas gamas sé&o
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sintetizadas como fusdo numa proteina minor coat do fago
filamentoso M13 e, apds cisdo do peptideo de sinal, ancoradas na
membrana plasmatica interna das células de E. coli. Apds adicédo
de um fago auxiliar, foi possivel formar fagos recombinantes que

expdem a sua superficie as variantes da cristalina gama-ITI.

Optimizag¢do das condigbes de cultura para o banco GCUC-1 e

os fagos de cristalina gama-II de tipo selvagem

Sob as condicgdes de cultura descritas no manual de PRAS,
ndo se obteve qualquer fago recombinante, em que tivesse sido
possivel detectar por meio de andlise de Western-blot a proteina
de fusdo esperada (cristalina gama-II/proteina 3). Em primeiro
lugar, por meio de adicdo de glutatido reduzido (GSH) durante a
formacdo de fagos, foi alterado o estado de redox no periplasma
das células Dbacterianas e, deste modo, foram produzidas
condicdes favordveis para a montagem de fagos. Com a utilizacéo
do clone de cristalina gama-II, foi possivel detectar fagos
recombinantes que possuiam a proteina de fusdo apenas com adicédo
de GSH. Com uma concentracdo de GSH mais elevada, aumentou
também a fraccdo dos fagos de cristalina gama-II. A concentracédo
bptima de GSH foi determinada com 8 mM. Uma causa para a ma
expressdo da cristalina gama na superficie dos fagos sem adicédo
de GSH podia ser a elevada fraccédo de cisteinas reduzidas (7) na
cristalina gama. Com a presenca de cristalina gama parcialmente
desdobrada no periplasma poderia, sob as condicdes oxidativas ai
prevalecentes, ocorrer uma dobragem deficiente e a formacdo de
agregados por meio da formagcdo de pontes de dissulfureto. Deste
modo poderia também ser reduzida a montagem de fagos. Com a

utilizacdo de proteinas com cisteinas reduzidas no sistema de
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Phage Display pode-se possivelmente em geral por meio de adicéo

de GSH melhorar a formacdo de fagos recombinantes.

Processo de selecgdo com o banco de Phage Display GCUCI1

Para a Dbusca no banco GCUC-1, esterilizaram-se todos os
aparelhos de vidro utilizados durante 4 h a 200 °C e o material
de pléstico com Helipur durante 1 h. A lavagem de bateia do
banco GCUC-1 foi efectuada com BSA-l7-hemissuccinato de beta-
-estradiol (Firma Sigma) como antigénio. Para a lavagem de
bateia foram utilizadas como fase sbélida placas de
microtitulacdo (Maxisorp da Firma NUNC). O rigor do passo de
lavagem foi aumentado no decurso das 3 fases de lavagem de
bateia. Para a primeira cultura, inocularam-se 100 mL de meio 2
x YT com 2% de glucose e ampicilina (100 ug/mL) com 50 uL do
banco GCUC-1. As bactérias foram cultivadas a 37 °C e 300 zrpm
até uma DOgypy de 0,4. Em 10 mL desta cultura bacteriana foram
adicionados 800 uL de fago auxiliar MI13K07 (1 x 10'% pfu/mL,
GIBCO BRL). Seguiu-se uma incubacdo a 37 °C durante 30 min sem
agitacdo orbital e durante mais 30 min com ligeira agitacéo
orbital (50 rpm). O agregado bacteriano foi obtido por meio de
centrifugacdo durante 20 min, 1.500 rpm (Rotor Sorvall SS 34) a
temperatura ambiente e retomado em 100 mL de meio 2 x YT com GSH
8 mM, 100 wng/mL de ampicilina e 50 upg/mL de canamicina. A
formacdo dos fagos recombinantes foi efectuada por meio de
cultura durante a noite a 30 °C e 300 rpm. O sobrenadante com os
fagos recombinantes foi obtido por meio de centrifugacdo de 15
minutos por duas vezes a 10.800 g e uma filtracdo final
(dimensdo dos poros 0,45 wum). A concentracdo dos fagos foi
efectuada por meio de adicdo de 1/5 de solucdo PEG/NaCl (20% de

PEG-8000, NaCl 2,5 M) ao sobrenadante, uma incubacdo de uma
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mova sobre gelo, bem como centrifugacdo de 30 minutos em duas
vezes a 4 °C e 3.300 g. O agregado de fagos obtido foi suspenso
em 4 mL de PBS a pH 7,2 eos componentes celulares residuais
foram removidos por meio de uma centrifugacdo (10 min, 11.600 g,
temperatura ambiente). Para o processo de seleccdo (lavagem em
bateia), misturou-se 1 mL dos fagos concentrados com 1 mL de uma
solucdo a 6% de BSA (BSA a 6% em PBS, pH 7,2) e incubou-se
durante 10 min a temperatura ambiente. Cada 100 uL dos fagos
assim tratados foram adicionados aos pocos de uma placa de
microtitulacdo revestidos com antigénio previamente preparados
como Sse segue. Revestiram-se placas de microtitulacdo NUNC-
Maxisorp durante a noite com o antigénio BSA-17-hemissuccinato
de Dbeta-estradiol. No total, trataram-se 10 pogos com 100 uL
cada um da solucdo de antigénio (100 upg/mL em PBS pH 7,6). Os
pocos revestidos a temperatura ambiente durante a noite foram
lavados trés vezes com PBS, pH 7,6. A insaturacdo das posicdes
de ligacédo livres foi efectuada por enchimento dos pogcos com uma
solucdo de BSA a 3%/PBS, pH 7,2 durante 2 h a temperatura
ambiente. Antes da adicdo dos fagos tratados com BSA, 0s pocos
foram lavados duas vezes com uma solucdo de PBS (pH 7,2). A
lavagem em bateia foi efectuada por meio de movimentacdo ligeira
durante 30 minutos da placa de microtitulacdo (20 rpm) e uma
incubacdo subsequente de 90 minutos sem agitacdo a temperatura
ambiente. Os fagos ligados de mono inespecifico foram removidos
por meio de lavagem por 10 vezes com PBS, pH 7,2/0,1% de Tween-
-20 e lavagem por 10 vezes com PBS, pH 7,2. 0s fagos ligados
foram eluidos por meio de adicdo e incubacdo durante 10 minutos
a temperatura ambiente de 100 puL de trietilamina 100 mM
(preparada de fresco) por cada poco. Uma neutralizacdo dos fagos
basicos eluidos (1 mL) foi efectuada por meio de adicdo de 500
pnL de tris-HC1 1 M a pH 7,4. Utilizaram-se 750 pL destes fagos

para a infeccdo de 9 mL de células TG-1 depositadas sobre placas
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com meio minimo com uma DOgpo de 0,4 - 0,5. Para este fim, as
bactérias foram incubadas com os fagos durante 30 min a 37 °C.
Foi possivel confirmar ligacdes especialmente fortes, qgue néo
tinham sido removidas das placas de microtitulacdo por meio do
tratamento com trietilamina, por meio de infeccdo directa de
células TG-1. Para este fim, adicionaram-se a cada poco 100 uL
das célula TG-1 recolhidas. Apds uma incubacdo de 30 minutos a
37 °C, retomaram-se as células TG-1 infectadas e uniu-se a
infeccdo com os fagos eluidos com as mesmas. As Dbactérias
infectadas foram depositadas sobre placas SOBAG de 16 x 16 cm e
incubadas durante a noite a 30 °C. Utilizaram-se aliquotas de 1
uL dos fagos concentrados e eluidos para a determinacdo do
titulo. Os clones bacterianos obtidos foram removidos das placas
SOBAG com 12,5 mL de 2 x YT com 20% de glicerol. As 2% e 3°
lavagens de bateia foram efectuadas de modo anadlogo ao da
primeira com as alteracdes seguintes. A nova cultura de fagos
foi efectuada com 20 uplL do banco recolhido em 20 mL de meio.
Utilizaram-se 2 mL da cultura bacteriana recolhida para a
infeccdo com o fago auxiliar (proporcdo bactérias/fagos: 1/20).
A lavagem das placas de microtitulacdo foi efectuada na 2°
lavagem de bateia em primeiro lugar 15 vezes com PBS/Tween-20 e
em seguida 10 vezes com PBS e na 3% lavagem de bateia em
primeiro lugar 20 vezes com PBS/Tween-20 e em seguida 10 vezes

com PBS.

ELISA para a verificagdo da concentragdo e da ligacédo

especifica

A deteccdo da concentracdo de fagos que se ligam de modo
especifico ao antigénio foi efectuada com uma ELISA de fagos

policlonais. Para além dos fagos eluidos, ensaiaram-se fagos do
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banco de partida GCUC-1 e da cristalina gama-II de tipo selvagem
como comparacdo. Revestiram-se placas NUNC- Maxisorp com 100 uL
de BSA-l17-hemissuccinato de estradiol ou BSA numa concentracéo
de 2 upg/mL de PBS a pH 7,6 durante a noite a temperatura
ambiente. Apds lavagem por 3 vezes dos pocos com PBS a pH 7,6,
efectuou-se um bloqueamento durante 2 h a 37 °C com 3% de leite
em pd seco (Glucksklee)/PBS a pH 7,2 e novamente lavagem (3 x)
com PBS a pH 7,6. 0Os fagos ndo concentrados, recombinantes
isolados apdés a cultura fagica foram em primeiro lugar
bloqueados durante 1 h a temperatura ambiente (mistura 1 : 1 com
leite em pd seco a 6% (Marvel) / PBS a pH 7,6. Carregaram-se 100
uL dos fagos bloqueados por poco e incubaram-se durante 1 h a
37 °C. Apds uma lavagem tripla de cada poco com PBS/Tween-20 e
PRS, efectuou-se uma incubacdo com o conjugado anticorpo
anti--M13-POD (Firma Pharmacia-Biotech, diluicdo 1 : 5000 em 3%
de Gliicksklee/PBS) durante 1 h a 37 °C. Apds lavagem das placas
realizou-se a deteccdo do anticorpo ligado a enzima com 100 uL
de substrato Immuno-Pure-TMB (Firma Pierce). A reaccdo corada
foi feita parar por meio de adicdo de 100 uL de HySOs 2 M e a
extincdo foi determinada a 450 nm. O resultado da concentracéo
de fagos depois da 3% lavagem em bateia, que se 1liga ao

conjugado BSA-estradiol, estad representado na Fig. 6.

Isolamento e caracterizacdo de fagos individuais com

ligag¢do especifica ao conjugado

A partir dos clones bacterianos obtidos apds a 3.2 lavagem
em bateia, seleccionaram-se 80 clones individuais. A partir dos
clones, 1isolaram-se fagos e ensaiaram-se individualmente em
ELISA de fagos monoclonais no que se refere a sua ligacdo a

antigénios. A cultura de clones bacterianos individuais foi
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efectuada em 100 uL de meio YT x 2 com 2% de glucose e 100 ug/mL
de ampicilina durante a noite com ligeira agitacdo orbital (100
rpm) em placas de microtitulacdo de polipropileno (Firma NUNC).
Diluiram-se 2 ulL desta cultura bacteriana 1 : 100 no mesmo meio
e cultivou-se a 100 rpm até uma DOgpy de 0,4 a 37 °C. Foram
obtidos fagos, como descrito para o processo de seleccdo. Para a
cultura de fagos, utilizaram-se placas de microtitulacido de
polipropileno de pocos profundos da Firma TECAN. Para a ELISA,
bloguearam-se 200 uL do sobrenadante de fagos obtido apds
centrifugacdo (ndo concentrado) com 40 uL de 6xPBS/Marvel a 18%
durante 1 h a temperatura ambiente. Dos 80 clones ensaiados, 30
apresentavam uma ligacdo nitida dos fagos recombinantes a BSA-
-17-estradiol e ndo a BSA ensaiado em paralelo. Os fagos com a
cristalina gama-II de tipo selvagem ndo apresentavam numa
experiéncia de controlo qualquer ligacdo a BSA-17-estradiol.
Sequenciaram-se 14 1ligantes seleccionados com os iniciadores
marcados com IRD 800 pCANRILAB (5' CCATGATTACGCC-AAGCTTTGGAGCC
3'") e GCLISEQ (5' CTGAAAGTGCCGGTGTGTTGC 3'). A sequenciacdo deu
apenas num caso uma variante de cristalina gama (Mu 124), que
estava exclusivamente mutada nas oito posicdes de aminoacidos
submetidas a processo aleatdério. Uma série de clones apresentava
transposicdes no quadro de leitura, que, com efeito,
apresentavam alteracdes tedbricas para uma proteina funcional, na
realidade ndo exclusivamente na regido esperada da cristalina

gama. Estes mutantes frame shift ndo foram mais observados.

Caracterizag¢do do mutante em folha plissada beta 12A

A expressdo da proteina de fusdo proteina 3 minor coat Mu
12A sobre a superficie dos fagos recombinantes bem como a

expressdo de Mu 12A na estirpe de E. coli HB 2151 foi detectada
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por meio de andlises de Western-Blot com utilizacdo do anticorpo
anti-G3P ou do anticorpo anti-E-Tag (Firma Pharmacia-Biotech). A
sequéncia de ADN do mutante 12A no fagemideo pGCKT 8-3 e na
cristalina gama-II de tipo selvagem estd representada na Fig. 7.
A sequéncia de ADN comeca com o local de corte Sfi I, que jé
existia no fagemideo de partida pCANTAB 5E, e termina no caso de
PGCKT 8-3 com o local Bst EII introduzido de novo no gene da
cristalina gama-II ou na sequéncia original no <caso da
cristalina gama-11 de tipo selvagem. Na Fig. 8 estédo
representadas as sequéncias de aminoacidos dai derivadas. O
processo aleatdério de coddes na posicdo de aminodcidos 36 néo
leva a uma alteracdo do aminoacido arginina nesta posicdo. A
modelacdo informdtica do mutante 12A mostra gque a permuta de
aminodcidos ndo provoca grandes alteracdes na estrutura proteica
em comparacdo com a proteina de partida. Com efeito, ocorre uma

deslocacédo positiva da carga liquida:

Expressdo de Mu 12A em pET-20b

Para uma caracterizacdo pormenorizada do mutante 124, foi
efectuada uma transclonagem do ADN no plasmideo pET-20b (Firma
Novagen). O plasmideo possibilita uma elevada expressdo do ADN
recombinante na estirpe de E. coli BL 21 bem como uma
purificacdo féacil das proteinas estranhas. 0Os genes s&do aqui
expressos sem peptideo de sinal com uma fusdo C-terminal de 6
residuos de histidina. Os ADNs do mutante 12A e da cristalina
gama-I1I de tipo selvagem foram amplificados por meio de PCR com
utilizacdo do correspondente ADN do fagemideo e do iniciador GC
20bbackl2A/GC for 20B para o mutante 12A e GC 20bbackWT/GC 20b
para o tipo selvagem (Fig. 9). 0Os fragmentos de PCR foram

cindidos com as endonucleases de restricdo Nde I e Bam HI e
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clonados no vector pET cortado com Nde I/Bam HI. A sequéncia de
aminocadcidos tedbrica do mutante 12 A ou da cristalina gama-II
apds expressdo em PpPET-20b estd representada na Fig. 10. Os
primeiros 10 aminodcidos N-terminais do mutante 12 A foram

confirmados por meio de sequenciacdo N-terminal da proteina.

Cultura e purificagcdo do mutante e do tipo selvagem em

PET-20b

Para a investigacdo exacta das propriedades de ligacdo e da
estabilidade dos mutantes, foram preparadas grandes quantidades
de proteina do mutante 12A e do tipo selvagem. Transformaram-se
células BL 21 com os plasmideos pET-20b/Mu 12A ou pET-
20b/cristalina gama-II. Para a cultura dos clones diluiu-se uma
pré-cultura a 1 : 100 com meio LB/100 ug/mL de ampicilina e
agitou-se a cultura a 37 °C até uma DOgyo de 0,5 a 200 rpm. A
expressdo da cristalina gama-II foi induzida por meio de adicédo
de IPTG (1 mM de concentracdo final). A continuacdo da cultura
foi efectuada durante a noite a 30 °C e 200 rpm. As células
bacterianas foram recolhidas por meio de centrifugacdo a 4 °C,
6.000 rpm (rotor Sorvall GS3) durante 10 min. O agregado celular

foi suspenso em 30 mL de PBS 2 x com adicdo de 150 upL de PMSF

200 mMM e 10 upL de ADNase (Firma Boehringer). Efectuou-se uma
dupla desintegracdo das células com a prensa Gaulin a 5,5 - 6,9
MPa (800 - 1000 psig). O sobrenadante com as proteinas soluveis

foi obtido apds centrifugacdo da suspensido celular durante 1 h a
4 °C e 20.000 zrpm (rotor Sorval SS 34). A purificacdo da
cristalina gama fundida com 6 residuos de histidina foi
efectuada através de <cromatografia de afinidade a 4 °cC.
Equilibraram-se 8 mL de Ni-NTA com 50 mL de PBS 2 x/imidazole 10

mM. O sobrenadante com as proteinas soluveis foi entdo agitado
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lentamente num agitador de rolos no processo descontinuo com ©
material da coluna equilibrado durante a noite. Apds transvasar
a suspensdo para uma coluna de cromatografia, efectuou-se uma
lavagem com PBRS 2 x/imidazole 10 mM/NaCl 300 mM. A eluicdo da
proteina ligada foi efectuada com PBS 2 x/imidazole 250 mM. A
proteina eluida adicionou-se DTT (concentracdo final 10 mM). Por
fim efectuaram-se 2 passos de didlise a 4 °C durante 8 h cada:
1° com tampdo de fosfato de Na 100 mM a pH 6,0/EDTA 1 mM/DTT 1
mM e 2° com tampdo de fosfato de Na 10 mM a pH 6,0/EDTA 1 mM. O
sobrenadante obtido, apdés uma centrifugacdo final (4 °C, 30 min,
20.000 rpm com rotor Sorvall SS) continha a proteina purificada
(Mu 12A ou «cristalina gama-I1), que foi utilizada ©para

investigacdes de ligacdo e de estabilidade.

Para o ensaio da ligacdo especifica do mutante 12A ao
conjugado BSA-17-hemissuccinato de estradiol, efectuou-se uma
ELISA, em gue se utilizou concentracgdes crescentes da proteina
purificada do mutante 12A-His-Tag. Como controlos utilizaram-se
quantidades crescentes de cristalina gama-II de tipo selvagem
(igualmente com His-Tag) bem como a ligacdo de ambas as
proteinas purificadas em BSA. A ELISA dependente da concentracio
foi efectuada com placas NUNC-Tm. O revestimento de antigénio
com o conjugado BSA-l7-hemissuccinato de estradiol ou o BSA foi
efectuado durante a noite a temperatura ambiente. O revestimento
foi efectuado com 100 wuL de antigénio em cada caso numa
concentracdo de 20 pg/mL de PBS a pH 7,6. Apbds lavagem (2 x PBS
a pH 7,6) e bloqueio das placas (3% de Marvel/PBS durante 2 h a
37 °C), adicionaram-se em cada caso 1 a 13 uL da solucdo mde de
proteina (concentracdo 0,63 mg/mL) a Mu 122 purificado ou
cristalina gama-II no total de 100 uL de solugdo reaccional
(PBS, 3% de Marvel, x uL de proteina) e incubou-se nos pocos

durante 2 h a 37 °C. Como anticorpos secundarios utilizaram-se
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0s anticorpos tetra His da Firma Qiagen numa diluicdo de 1

3000 e o anticorpo anti-ratinho-POD (Firma Sigma) numa diluicédo
de 1 : 2000. Os anticorpos foram diluidos com uma solucdo a 3%
de Marvel/PBS, adicionaram-se 100 uL aos pocos e incubou-se em
cada caso durante 1 h a 37 °C. A reaccdo do substrato foi
efectuada como descrito para a ELISA dos fagos policlonais. O
resultado desta ELISA na Fig. 11 mostra claramente gue apenas
com concentracdes crescentes do mutante 12A foram medidas
extincdes crescentes. Ndo se verificou qualquer subida com a
cristalina gama-II. Igualmente ndo se observou qualquer reaccédo
com BSA. Deste modo mostra-se a ligacdo especifica do mutante

12A em comparacdo com a proteina de partida.

Para as investigacdes para a estabilidade, estabeleceram-se
curvas de desnaturacido por guanidina do mutante 12 A bem como da
cristalina gama-II. Para este fim, incubaram-se as proteinas
purificadas numa concentracéo final de 20 ug/mL com
concentracdes crescentes de guanidinio durante um e durante trés
dias a 20 °C. No total wutilizaram-se 15 concentracdes de
guanidinio na gama de 0 - 5,5 M numa solucdo de DTT 1 mM/tampdo
de fosfato de Na 0,1 M a pH 6,0. De cada mistura reaccional
estabeleceu-se apds um ou trés dias um espectro de
fluorescéncia-emissdo de 300 - 400 nm. O comprimento de onda de
estimulacdo perfez 280 nm. Na Fig. 12 apresentam-se 0s maximos
de emissdo manifestados contra a concentracdo de guanidinio. A
estabilidade da cristalina gama-II é mais elevada do que a do
mutante 12A tanto a um como a trés dias. Em comparacdo com as
moléculas de anticorpos, o mutante 12A apresenta, no entanto, um

estabilidade muito mais elevada.
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Alteracgdo das propriedades de fluorescéncia do mutante 12A

A fim de verificar se o) mutante 12A apresentava
propriedades de fluorescéncia alteradas em comparacdo com a
proteina de tipo selvagem, foram recolhidos espectros de
fluorescéncia. Para este fim, foram estimuladas aliquotas de 100
ug/mL de proteina de tipo selvagem ou do mutante 12A (em fosfato
de Na 50 mM, a pH 6,0) a 280 nm e mediu-se a fluorescéncia num
intervalo de comprimentos de onda de 300 e 400 nm numa cubeta
com 1 cm de espessura de percurso Optico. A largura de fenda

tanto para a estimulacdo como também para a emissdo foi de 5 nm.

O sinal de fluorescéncia detectado apresentou tanto para o
tipo selvagem como também para o mutante 12A um madximo a 329 nm.
No entanto, a intensidade da fluorescéncia no mutante 12A, com
apenas 86% de intensidade de sinal, era nitidamente inferior
comparada com a cristalina gama do tipo selvagem (100%) (ver

Fig. 13A).

O numero total de fluordforos é idéntico no mutante 12A e
no tipo selvagem. No entanto, as alteracdes de sequéncia no
mutante (Y -> K na posicdo 8 e C -> Y na posicdo 15) provocam
uma alteracdo do sinal de fluorescéncia. A diferenca na
intensidade da fluorescéncia pode ser considerada consequéncia
de o residuo de tirosina na posicdo 8 ou 15 apresentar

propriedades de fluorescéncia diferentes.
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PROTOCOLO DE SEQUENCIAS
<110> Fiedler, Dr. Ulrike
Rudolph, Prof. Dr.

Rainer

<120> Projecto de proteinas em folhas plissadas beta com

propriedades de ligacdo especificas

<130> P12389

<140>
<141>

<150> DE 199 32 688.6
<151> 1999-07-13

<1l60> 22
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1

<211> 45
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética
<220>
<223> Descricdo da sequéncia

sintética: oligonucledtido

<400> 1

cgcgcgcgtce tcacaaagat acatgccatg actcgcggcc cagcc

<210> 2
<211> 50
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

50



<220>
<223> Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucledtido

<400> 2
gccgcaggaa dgtactggtga ccctggtagt tggggcgctc atacagcatc

<210> 3
<211> 41
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucledtido

<400> 3

ccatcagccc catcagcgaa ctttgccgca ggaagtactg g
<210> 4

<211> 48

<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucledtido

<400> 4

gagtcattct gcggccgcat aaaaatccat cacccgtctt aaagaacc

<210> 5
<211> 59
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucledtido

51

50

41

48



<400> 5
gcggcccagce cggccgctgce tggatgctgt atgagcgccc caactaccag ggtcaccag 59
<210> 6
<211> 55
<212> ADN
<213> Sequéncia sintética
<220>
<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucleétido
<400> 6
catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggggaagatc actttttacg aggac 55
<210> 7
<211> 26
<212> ADN
<213> Sequéncia sintética
<220>
<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucledétido
<400> 7
ccatgattac gccaagcttt ggagcc 26
<210> 8
<211> 21
<212> ADN
<213> Sequéncia sintética
<220>
<223> Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucleétido

52



<400> 8
ctgaaagtgc cggtgtgttg c

<210> 9
<211> 176
<212> ADN
<213> Bos sp.

<400> 9
ggcccagccg gccatgggga ggatcaagtt taaagaggac cggggcttcc agggccacta
ttacagttgc aatagcgact gccccaacct gcagccctat ttcagccgct gtaactccat

cagggtgctg agcggctgct ggatgctgta tgagcgcccc aactaccagg gtcacc

<210> 10
<211> 176
<212> ADN
<213> Bos sp.

<400> 10
ggcccagccg gccatgggga agatcacttt ttacgaggac cggggcttcc agggccactg
ctacgagtgc agcagcagct gccccaacct gcagccctat ttcagccgct gtaactccat

ccgcgtggac agcggctgct ggatgctgta tgagcgcccc aactaccagg gccacc

<210> 11
<211> 54
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucledtido

<400> 11

ccccatggceccec ggctgggccg cgagtcatgg catgtatctt tgtgagacgc gcgcg

<210> 12

<211> 36
<212> ADN

53

21

60
120
176

60
120
176

54



<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucleétido

<400> 12

ggccatgggg nnkatcnnkt ttnnkgagga ccgggg

<210> 13
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucleétido

<400> 13

gtggccctgg aagccccggt cctce

<210> 14
<211> 44
<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

<223> Descricdo da sequéncia sintética:
oligonucleétido

<400> 14

cttccagggce cacnnktacn nktgcnnkag cgactgcccc aacc

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia sintética

<220>

54

36

24

44



<223>

<400>

Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucleétido

15

tgcagcccta tttcagccgce

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

<220>
<223>

<400>

gatggagtta cagcggctga aatagggctg caggttgggg cagtcgc

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

<220>
<223>

<400>

16
47
ADN

Sequéncia sintética

Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucleétido

16

17
45
ADN

Sequéncia sintética

Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucledtido

17

tgtaactcca tcnnkgtgnn kagcggctgce tggatgctgt atgag

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

<220>
<223>

18
37
ADN

Sequéncia sintética

Descricdo da sequéncia sintética:

oligonucledtido

55

20

47

45



<400>

18

cgccccaact accagggtca ccagtacttc ctgcggce

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

<400>

Ala Ala

Phe Gln

Pro Tyr

Met Leu

19

198
PRT

Bos

19

Gln

Gly

Phe

sSp.

Pro Ala

His Tyr

20

35

50

Arg Gly

65

Ile Arg

Arg Ile

Asp Asp

Ser Leu

130
Tyr Arg
145
Leu Asp

Met Asp

Leu Glu

Ser

Tyr

Cys

115

Asn

Gly

Trp

Phe

Pro
185

Tyr

Asp

Cys
Glu
100

Pro

Val

Arg

Gly

Tyr

180

Arg

Ser Arg

Glu Arg

Tyr Pro

Arg

85

Arg

Ser

Leu

Gln

Ala

165

Ala

Ala

) 10

25

40

S5

Cys Asn Ser Ile Arg Val

Pro Asn Tyr Gln Gly His

Asp Tyr Gln Gln Trp Met

Met Gly Arg Ile Lys Phe Lys Glu Asp Arg Gly

15

Tyr Ser Cys Asn Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gln

30

Leu Ser Gly Cys Trp

45

Gln Tyr Phe Leu Arg

60

70 75

Leu Ile Pro Gln His Thr
S0

Asp Asp Phe Arg Gly Gln
105

Leu Gln Asp Arg Phe His
120

Glu Gly Ser Trp Val Leu
135

Tyr Leu Leu Arg Pro Gly
150 155

Met Asn Ala lLys Val Gly
170

Ala Ala Gly Ala Pro Val
185

Ala

56

Gly

Met

Leu

Tyr

140

Glu

Ser

Pro

Gly Phe Asn Asp Ser

80

Thr Phe Arg Met
95

Ser Glu Ile Thr
110

Thr Glu Val His
125

Glu Met Pro Ser
Tyr Arg Arg Tyr
160

Leu Arg Arg Val
175

Tyr Pro Asp Pro
180
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<210> 20
<211> 198
<212> PRT

<213> Bos sp.

<400> 20
Ala Ala Gln Pro Ala Met Gly Lys Ile Thr Phe Tyr Glu Asp Arg Gly
1 5 10 15

Phe Gln Gly His Cys Tyr Glu Cys Ser Ser Asp Cys Pro Asn Leu Gln
20 25 30

Pro Tyr Phe Ser Arg Cys Asn Ser lle Arg Val Asp Ser Gly Cys Trp
35 40 45

Met Leu Tyr Glu Arg Pro Asn Tyr Gln Gly His Gln Tyr Phe Leu Arg
50 55 60

Arg Gly Asp Tyr Pro Asp Tyr Gln Gln Trp Met Gly Phe Asn Asp Ser
65 70 75 80

Ile Arg Ser Cys Arg Leu Ile Pro Gln His Thr Gly Thr Phe Arg Met
85 - 90 95

Arg Ile Tyr Glu Arg Asp Asp Phe Arg Gly Gln Met Ser Glu Ile Thr
100 105 110

Asp Asp Cys Pro Ser Leu Gln Asp Arg Phe His Leu Thr Glu Val His
115 120 125

Ser Leu Asn Val Leu Glu Gly Ser Trp Val Leu Tyr Glu Met Pro Ser
130 133 140

Tyr Arg Gly Arg Gln Tyr Leu Leu Arg Pro Gly Glu Tyr Arg Arg Tyr
145 150 155 160

Leu Asp Trp Gly Ala Met Asn Ala Lys Val Gly Ser Leu Arg Arg Val

165 170 175
Met Asp Phe Tyr Ala Ala Ala Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro
180 185 190
Leu Glu Pro Arg Ala Ala
195
<210> 21

<211> 197
<212> PRT

<213> Bos sp.

57



<400> 21

Met Gly Arg lle
1

Tyr Ser Cys Asn
20

Cys Asn Ser Ile
35

Pro Asn Tyr Gln
50

Asp Tyr Gln Gln
65

Leu Ile Pro Gln
Asp Asp Phe Arg
100

Leu Gln Asp Arg
115

Glu Gly Ser Trp
130

Tyr Leu Leu Arg
145

Met Asn Ala Lys

Asp Pro Asn Ser
180

His His His His

185
<210> 22
<211> 197
<212> PRT
<213> Bos sp.
<400> 22

Lys

Ser

Arg

Gly

Trp

His

85

Gly

Phe

Val

Pro

Val

165

Ser

His

Phe

Asp

val

His

Met

70

Thr

Gln

His

Leu

Gly

150

Gly

Ser

Lys

Cys

Leu

Gln

55

Gly

Gly

Met

Leu

Tyr

135

Glu

Ser

Val

Glu

Pro

Asp

Asn
25

Arg Gly
10

Leu Gln

Ser Gly Cys Trp

40

Tyr

Phe

Thr

Ser

Thr

120

Glu

Tyr

Leu

Asp

Phe

Asn

Phe

Glu

105

Glu

Met

Arg

Arg

Lys
185

Leu Arg
Asp Ser
75

Arg Met
90

Ile Thr

Val His

Pro Ser

Arg Tyr
155

Arg Val
170

Leu Ala

Phe

Pro

Met

Arg

60

Ile

Arg

Asp

Ser

Tyr

140

Leu

Met

Ala

Gln

Tyrx

Leu

45

Gly

Arg

Ile

Asp

Leu

125

Arg

Asp

Asp

>Ala

Gly

Phe

30

Tyr

Asp

Ser

Tyr

Cys

110

Asn

Gly

Trp

Phe

Leu
190

His

15

Ser

Glu

Tyr

Cys

Glu

95

Pro

Val

Arg

Gly

Tyr

175

Glu

Tyr

Arg

Arg

Pro

Arg

80

Arg

Ser

Leu

Gln

Ala

160

Ser

His

Met Gly Lys Ile Thr Phe Tyr Glu Asp Arg Gly Phe Gln Gly His Cys
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Tyr

Cys

Pro

Asp

65

Leu

Asp

Leu

Glu

Tyr

145
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REIVINDICACOES

Processo para a preparacdo de uma proteina com estrutura em

folha plissada B e propriedade de ligacdo semelhante a de

anticorpos frente a um parceiro de ligacdo com 0s seguintes

rassos:

a)

c)

d)

seleccdo de uma proteina com estrutura cristalina ou
estrutura proteica em 3D conhecida a partir do grupo de
cristalinas, esferulinas, proteinas de stress térmico,
proteinas de choque hipotérmico, fibronectinas e
proteinas em hélice B;

seleccdo de um parceiro de ligacédo;

determinacdo dos aminoadcidos expostos a superficie da
proteina do passo a);

mutagénese do ADN que codifica para a proteina com
estrutura em folha plissada [ por meio de substituicéo,
eliminacdo e/ou insercdo de aminoacidos expostos a
superficie em pelo menos duas cadeias [ expostas a
superficie de uma folha plissada B exposta a superficie,
em que a estrutura em folha plissada R se conserva
inalterada;

expressdo dos mutantes obtidos no passo d) num sistema de
expressadao adequado;

contacto das proteinas obtidas no passo e) com um
parceiro de ligacdo do passo b);

seleccdo e isolamento de proteinas mutadas, que se ligam
aos parceiros de ligacdo seleccionados no passo b) com
formacdo de uma propriedade de ligacgdo nova ou melhorada

semelhante as dos anticorpos,



em que por nova propriedade de ligacdo semelhante as dos
anticorpos frente a um parceiro de ligacdo se deve entender
que a proteina do passo a) sem a substituicdo, eliminacéo
e/ou insercdo ndo apresenta qualgquer propriedade de ligacdo
semelhante as dos anticorpos frente ao parceiro de ligacéo
de Db) e apds a substituicdo, eliminacdo e/ou 1insercéo
apresenta uma nova propriedade de ligacdo semelhante as dos
anticorpos frente ao parceiro de ligacdo de b), ou que a
proteina do passo a) antes da substituicdo, eliminacdo ou
insercdo apresenta uma propriedade de ligacdo semelhante as
dos anticorpos e apds a substituicdo, eliminacdo ou insercédo
possui uma outra propriedade de ligacdo frente ao parceiro

de ligacdo de b) nova ou melhorada.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
serem submetidos a mutagénese aminodcidos expostos a
superficie em, pelo menos, duas ou trés cadeias beta
expostas a superficie, ou por serem submetidas a mutagénese
quatro ou mais cadeias beta expostas a superficie, ou por
serem submetidos a mutagénese em 1 cadeia beta exposta a
superficie um ou varios aminoéacidos, ou por serem

submetidos a mutagénese aminoacidos em mais do que 1 folha

plissada R.

Processo de acordo com a reivindicacéo 1 ou 2,
caracterizado por serem submetidos a mutagénese aminoacidos
expostos a superficie em trés cadeias beta expostas a
superficie em duas folhas plissadas beta antiparalelas

expostas a superficie.



10.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por se utilizar um cristalino de

vertebrado, de preferéncia roedores, aves ou peixes.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por se utilizar uma cristalina
alfa, beta ou gama, de um modo preferido uma cristalina

gama.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por se utilizar uma proteina

cristalina gama-ITI.

Processo de acordo com uma ou varias das reivindicacodes
anteriores, caracterizado por a proteina ser submetida a
mutagénese numa regido da folha plissada beta acessivel a

solvente e/ou a um parceiro de ligacédo.

Processo de acordo com uma ou varias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por a proteina ser submetida a
mutagénese numa estrutura em folha plissada B de um dominio

ou de uma subunidade da proteina.

Processo de acordo com uma ou varias das reivindicacodes
anteriores, caracterizado por se utilizar uma cristalina
gama-171, que foi obtida por meio de substituicéo,
eliminacdo ou insercdo de um ou varios dos aminoacidos Lys
2, Thr 4, Tyr 6, Cys 15, Glu 17, Ser 19, Arg 36 e Asp 38 na

cristalina gama-I1.

Processo de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado por

a proteina apresentar uma especificidade de ligacdo para



11.

12.

13.

14.

15.

estradiol ou para o respectivo conjugado BSA-17—

hemissuccinato de B-estradiol.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por a proteina apresentar uma
especificidade de 1ligacdo ©para estradiol ou ©para o
respectivo conjugado BSA-17—hemissuccinato de p-estradiol,
com a sequéncia de aminoadcidos: SEQ ID NO. 19 ou SEQ ID N°.

21.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por se combinar com outras

proteinas ou com substédncias ndo proteicas.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por a mutagénese abranger uma
mutagénese de posicdes de aminoacidos especificas
(mutagénese especifica de um local) ou ©posicdes de
aminodcidos inespecificas (mutagénese aleatdria) na folha

plissada beta.

Processo de acordo com uma ou varias das reivindicacodes
anteriores, caracterizado por os mutantes serem expressos
no passo e) em células procaridéticas ou eucaridticas, num
sistema 1isento de células sob a forma de complexo com
ribossomas ou sobre a superficie de células vegetais ou

animais, células de leveduras ou fagos, virus ou bactérias.

Processo de acordo com uma ou vVvarias das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por no passo h), o gene qgue
codifica para a proteina mutada do passo qg) ser

multiplicado e a proteina ser expressa.



16.

17.

Proteina com estrutura em folha plissada beta com uma
especificidade de 1ligacdo ©para estradiol ou ©para o
respectivo conjugado BSA-17-hemissuccinato de p-estradiol,
em qgue a proteina, cuja estrutura cristalina ¢é conhecida,
ser uma cristalina gama-II, que foi obtida na por meio de
substituicdo, eliminacdo ou insercdo de um ou vVvAarios dos
aminoadcidos Lys 2, Thr 4, Tyr 6, Cys 15, Glu 17, Ser 19,

Arg 36 e Asp 38 cristalina gama-II.

Proteina de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizada
por apresentar uma especificidade de ligacdo para estradiol
ou para o respectivo conjugado BSA-17-hemissuccinato de
B-estradiol, com a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N°. 19

ou SEQ ID No. 21.

Lisboa, 3 de Novembro de 2006
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GCLIE1B: Biotina-
CGCGCGCGTCTCACAAAGATACATGCCATGACTCGCGGCCCAGCC
GCLIEZF: P-

CCCCATGGCCGGCTGGGCCGCGAGTCATGGCATGTATCTTTGTGAGACGCGCGCG

GCLI3P: P- GGCCATGGGGNNKATCNNKTTTNNKGAGGACCGGGG
GCLIB4P:  P- GTGGCCCTGGAAGCCCCGGTCCTC

GCLISP: P-
CTTCCAGGGCCACNNKTACNNKTGCNNKAGCGACTGCCCCAACC

GCLIBP: P- TGCAGCCCTATTTCAGCCGC

GCLIB7P:  P-
GATGGAGTTACAGCGGCTGAAATAGGGCTGCAGGTTGGGGCAGTCGC
GCLI8P: p-
TGTAACTCCATCNNKGTGNNKAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAG
GCLIESP:  P- CGCCCCAACTACCAGGGTCACCAGTACTTCCTGCGGC
GCLIE10:;

GCCGCAGGAAGTACTGGTGACCCTGGTAGTTGGGGCGCTCATACAGCATC
GCLIA11B: Biotina- CCATCAGCCCCATCAGCGAACTTTGCCGCAGGAAGTACTGG

P: Fosfato N: A/C/G/T, K: TIG

Fig. 2
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Fig. 3

GCFORNOT /
4‘

5 XXX XXX XX 3¢

/ s 5

/ GCBACKS({iBst

Fig. 4

GCFORNOT: 5 GAGTCATTCTGCGGCCGCATAAAAATCCATCACCCGTCTTAAAGAACC
3

GCBACKS(iBst: 5

GCGGCCCAGCCGGCCGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGTCACC
AG 3
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Fig.5
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Fig. 7

Mu 12A:
GGCCCAGCCGGCCATGGGGAGGATCAAGTTTAAAGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA
CTATTACAGTTGCAATAGCGACTGCCCCAACCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAACT
CCATCAGGGTGCTGAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAG GGTCA
CcC

WT:
GGCCCAGCCGGCCATGGGGAAGATCACTTTTTACGAGGACCGGGGCTTCCAGGGCCA
CTGCTACGAGTGCAGCAGCGACTGCCCCAACCTGCAGCCCTATTTCAGCCGCTGTAAC
TCCATCCGCGTGGACAGCGGCTGCTGGATGCTGTATGAGCGCCCCAACTACCAGGGE
CACC

Fig. 8

Mu 12A:
AAQPAMGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGH
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ
DRFHLTEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD
FYAAAGAPVPYPDPLEPRAA

WT:
AAQPAMGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGH
QYFLRRGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQ
DRFHLTEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVMD
FYAAAGAPVPYPDPLEPRAA

Fig. 9

GC 20bbackWT: 5' GGGAATTCCATATGGGGAAGATCACTTTTTACG 3
GC 20bback12A: 5' GGGAATTCCATATGGGGAGGATCAAGTTTAAAG 3
GC for 20b: 5' CGCGGATCCGAATAAAAATCCATCACCCG 3
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Fig. 10

Mu 12A-HIS:
MGRIKFKEDRGFQGHYYSCNSDCPNLQPYFSRCNSIRVLSGCWMLYERPNYQGHQYFLR
RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQ HTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL
TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVM DFYSDP
NSSSVDKLAAALEHHHHHH

WT-HIS:
MGKITFYEDRGFQGHCYECSSDCPNLQPYFSRCNSIRVDSGCWMLYERPNYQGHQYFLR
RGDYPDYQQWMGFNDSIRSCRLIPQHTGTFRMRIYERDDFRGQMSEITDDCPSLQDRFHL
TEVHSLNVLEGSWVLYEMPSYRGRQYLLRPGEYRRYLDWGAMNAKVGSLRRVM DFYSDP
NSSSVDKLAAALEHHHHHH

Fig. 11
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Comprimento de onda em nm

Comprimento de onda em nm
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Fig. 12 A
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Fig. 12 B
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Sinal de fluorescéncia
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Fig. 13A

Espectros de fluorescéncia
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Absorcao

0.18
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Fig. 13B
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