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RESUMO

"Rastreio de alto rendimento em formato continuo utilizando
matrizes planares”

O rastreio de alto rendimento em formato continuo (CF-
HTS) wutilizando pelo menos uma matriz porosa permite a
industria farmacéutica rastrear simultaneamente grandes
numeros de entidades guimicas em relacdo a uma vasta gama de
actividade bioldégica ou bioquimica. Adicionalmente, o CF-HTS &
util para realizar ensaios em multiplos passos.
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DESCRICAO

"Rastreio de alto rendimento em formato continuo utilizando
matrizes planares”

Campo técnico do invento

O rastreio de alto rendimento em formato continuo
(CF HTS) wutilizando pelo menos uma matriz porosa permite a
indtstria farmacéutica rastrear simultaneamente grandes
numeros de entidades quimicas em relacdo a uma vasta gama de
actividade bioldégica ou bioquimica. Adicionalmente, o CF-HTS é
util para realizar ensaios em multiplos passos.

Antecedentes do invento

Os ensaios bioquimicos e bioldgicos sao desenhados para
testar a actividade numa vasta gama de sistemas que vao desde
interaccgdes proteina-proteina, catdlise enzimdtica, ligacao
molécula pequena-proteina, até fungdes celulares. Em rastreio
de alto rendimento (HTS, "High Throughput Screening"),
utilizam-se estes tipos de ensaios para testar um grande
numero de entidades quimicas de modo a descobrir actividades
bioldégicas e biogquimicas das entidades qguimicas anteriormente
desconhecidas.

Ensaios homogéneos vs. heterogéneos

A totalidade dos diferentes tipos de ensaios bioldgicos
pode ser dividida em duas classes principais: ensaios
homogéneos e ensaios heterogéneos. Nos ensaios homogéneos,
todos os reagentes sdo adicionados em conjunto e os resultados
sao medidos ou interpretados sem qualquer manipulacéao
adicional. Por exemplo, células cultivadas numa placa de Petri
podem ser expostas a um gquimico. Se o quimico for tdxico para
as células, uma zona sem células 1indicard toxicidade por
simples observacdo. Como outro exemplo, podem-se utilizar
células que exprimem uma proteina que modifica a cor da
célula. No caso de células exprimindo beta-galactosidase
(B-gal) cultivadas em 4dgar contendo x-gal, as células
tornam-se mais ou menos azuils dependendo de quanta proteina
B-gal é expressa. Assim, pode-se construir um ensaio homogéneo
para qualguer passo bioldégico que afecte a expressdo de um
gene repdrter tal como o gene da beta-galactosidase. Ainda
outro exemplo de um ensaio homogéneo utiliza um substrato que
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muda de cor ou de fluorescéncia gquando é processado por uma

enzima. Finalmente, tecnologias tais como ensaios de
proximidade de cintilacgdo (SPA, "Scintillation Proximity
Assays") da Amersham medem directamente a ligacdo de um

ligando radiomarcado a uma proteina ou a qualquer substéncia
de ligacgédo a ligando fixada a esferas que contém o cintilante.
Todos os exemplos anteriores sdo ensaios homogéneos porque nao
requerem quaisquer outros passos para além da adicao de
reagentes antes da deteccdo, medicdo ou leitura finais do
sinal.

Os ensaios heterogéneos, por outro lado, requerem pelo
menos doils passos que, por serem inerentemente de algum modo
incompativeis, nao podem ser combinados num passo. Por
exemplo, muitos ensaios heterogéneos requerem a adicadao de
reagentes numa certa ordem (e.g., gquando alguns reagentes
interferem com o0s passos iniciais do ensaio mas sao requeridos
para completar passos posteriores). Exemplos comuns disto
incluem ensaios nos quais se adicionam reagentes de
desenvolvimento de sinal para reportar indirectamente a
presenca ou a concentracao de um produto de reaccao. Outro
passo comum em ensaios heterogéneos € um passo de lavagem.
Reagentes de ensaio em excesso tém frequentemente de ser
adicionados inicialmente num ensaio, mas necessitam de ser
removidos por lavagem antes de passos subseqguentes tal que as
reacgdes possam prosseguir sem um sinal de fundo elevado. Por
exemplo, num ensaio de ligacdo de radioligando, incuba-se
primeiro um ligando marcado com uma proteina que estd ligada a
uma superficie sdélida, mas apenas uma pequena fraccao do
ligando se liga realmente ao numero limitado de locais de
proteina. Apds incubacdo, o excesso de ligando nao ligado tem
de ser removido por lavagem antes de se poder efectuar uma
medicdo exacta do ligando radioactivo ligado. A lavagem pode
ser efectuada por uma variedade de métodos alternativos,
incluindo filtracao, ciclos de lavagem/decantacéo,
precipitacdo/separacdo de fase, e/ou centrifugacéo.

Muitos processos bioldgicos e bioguimicos apenas podem
ser medidos por métodos heterogéneos. Adicionalmente, apesar
da existéncia de formas para adaptar outros processos
bioldégicos e bioquimicos a métodos homogéneos, estes outros
processos funcionam mais eficientemente em termos de custo
e/ou com reagentes mails prontamente disponiveis por métodos
heterogéneos. Estdao disponiveis comercialmente varios métodos
e "kits" para técnicas homogéneas tais como o SPA (Amersham),
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polarizacgao de fluorescéncia (Jolley e outros), e
fluorescéncia resolvida no tempo (Packard e outros), para

nomear apenas alguns. Contudo, a utilizacdo destes tipos de
métodos incorre sempre em custo e tempo adicionais. Para
muitos ensaios, os métodos heterogéneos estao melhor
estabelecidos e sdo mais fdceis de desenvolver rapidamente.
Por esta razao, a utilizacdo de métodos heterogéneos, tais
como ELISA, 1ligacdo a filtro, RIA, ensaios de células com
luciferase, etc., continua a estar generalizada. Alguns destes
métodos serao a seguir descritos em maior detalhe.

E conhecido, por exemplo da WO 97 16569, um método para
testar bibliotecas de compostos baseadas num suporte sdélido em
bibliotecas baseadas particulares, em relagdo a uma actividade
bioldégica ou biogquimica. As esferas sdo introduzidas numa
matriz porosa, postas em contacto com um ou mais componentes
de ensaio e a sua interaccdo é identificada, preferivelmente,
via observacao visual directa ou utilizando uma etiqueta
quimica.

De acordo com uma concretizacao adicional desta
referéncia, as esferas transportando os compostos de teste
podem ser dispostas num arranjo ordenado sobre uma matriz
rigida possuindo orificios cénicos que permitem que apenas uma
esfera individual assente no seu interior, de modo a espacar
as esferas afastadas umas das outras.

A WO 94 02515 A revela métodos similares wutilizando
multiplas cépias de moléculas oligoméricas individuais
baseadas em esferas. No ensailo, a identidade de uma molécula
activa ¢é determinada, apds difusdo para o interior de um
substrato, tal como na referéncia anterior, visualmente,
combinada com um sinal.

A EP-A-0 063 810 revela um método para rastreio de
hibridomas produtores de anticorpos monoclonais onde
antigénios ou imunoglobulinas estdo fixados a um suporte como
uma série de pontos. A sua interacgdo no ensaio gera um sinal
baseado numa reaccdo de cor que € inspeccionada visualmente
para andlise.

A observagcao ou exame visuais de uma série de alta
densidade em combinacdo com etiquetas quimicas, tal como nas
referéncias anteriores, tornaria extremamente dificil
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determinar a identidade de substédncias individuals em tais
séries.

Rastreio de alto rendimento (HTS, "High Throughput Screening")

Ao longo dos anos, a industria farmacéutica tem confiado
cada vez mais no HTS de bibliotecas de compostos quimicos para
encontrar candidatos a drogas. O HTS descreve um método onde
muitos compostos discretos sao testados em paralelo tal que um
grande numero de compostos de teste é rastreado,
simultaneamente ou quase simultaneamente, quanto a actividade

bioldgica. Actualmente, as técnicas mais amplamente
estabelecidas utilizam placas de microtitulacdao de 96 pocos.
Neste formato, sdo realizados em simultdneo 96 testes

independentes numa unica placa de pléastico de 8 cm x 12 cm que
contém 96 pocos de reaccao. Estes pogos requerem tipicamente
volumes de ensaio que variam de 50 a 500 pl. Para além das
placas, estdo disponiveis comercialmente muitos instrumentos,
materiais, pipetadores, robds, lavadores de placas e leitores
de placas para ajustar o formato de 96 pocos a uma vasta gama
de ensaios homogéneos e heterogéneos.

Até a data, os esforcos para melhorar o HTS tém-se
centrado na reducdo do tamanho dos pocos (miniaturizacdo). A
medida que se reduz o tamanho do pocgo, pode-se aumentar o
numero de pog¢os em cada placa para proporcionar mais testes em
paralelo. Adicionalmente, ao diminuir os volumes de ensaio,
também se diminui o custo dos reagentes por teste. Para além
disso, porque se podem realizar mais testes em paralelo com
volumes de ensaio mais pequenos, podem-se também testar
simultaneamente mais compostos para encontrar candidatos a
drogas. Até agora, a miniaturizacao tem melhorado
marginalmente a tecnologia de 96 pocos proporcionando um
formato de 384 pocgos (96 x 4). Ver Comley et al., J. Biomol.
Screening, vol. 2(3), pags. 171-78 (1997). De facto, tém sido
noticiados formatos de densidade ainda maior, incluindo um
formato de 9600 pocos. Contudo, a miniaturizacdo tem custos e
complexidades inerentes.

Estes custos e complexidades estao directamente
relacionados com 0s trés componentes principais da
miniaturizacdo de um formato de rastreio. Em primeiro lugar,
tem de ser possivel fabricar os contentores de teste (tubos,
pocos, cavidades, etc.) mais pequenos. Em segundo lugar, tem
de ser possivel entregar com exactiddo todos os reagentes de
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ensaio necessdrios em pocos mals pequenos € em malior numero
(usualmente realizado por robds de manipulacdo de liguidos que
distribuem os reagentes em varios pog¢os simultaneamente). Em
terceiro lugar, tem de ser possivel "ler" os resultados dos
testes na série de alta densidade.

Considerando os requisitos dos ensaios independentes em
paralelo, cada componente proporciona desafios e limites sobre
gquanta miniaturizacdao ¢é exequivel ou eficaz em termos de
custos. Por exemplo, um formato mais recente, mais pequeno,
pode requerer um método completamente diferente de
distribuicao dos reagentes, ou requerer um instrumento de
leitura que tenha a resolucao, a sensibilidade e a engenharia
compativel com o novo formato miniaturizado. A medida que se
reduz o tamanho de cada poco, a capacidade de fabricar a série
de contentores, de distribuir reagentes em quantidades mais
pequenas, e de ler cada amostra de teste, torna-se também mais
dificil, morosa e dispendiosa. Adicionalmente, uma amostra de
tamanho mais pequeno aumenta também a variabilidade
estatistica de amostra para amostra devido as incertezas
inerentes a distribuicdo de volumes mais pequenos de reagentes
e a medicdo de sinais de amostra mais fracos. Além do mais, a
medida que a dimensdo da amostra diminui para além de um certo
ponto, factores tais como a evaporagao e a tensdo superficial
adicionam ainda maior custo e complexidade a implementacdo dos
novos formatos miniaturizados.

Para um salto quantitativo na tecnologia HTS, a industria
anseia desejadamente pela possibilidade de "ensaios de formato
livre" ou ensaios gque nédo tenham qualquer barreira fisica
entre amostras. Tipicamente visionado como o teste de pequenas
goticulas num formato desprovido de quaisquer pocgos, ninguém
reportou actualmente a utilizacdo de um ensaio de formato
livre em HTS com colecc¢des padrao de compostos discretos.

Rastreio de bibliotecas combinatdrias - Métodos de permeacdo
em gel
Com o advento da quimica combinatdéria, podem ser

produzidos rapidamente milhdes de entidades quimicas sobre
suportes sdélidos (geralmente esferas). Ainda que o formato de
96 pogos esteja a ser utilizado para rastrear bibliotecas
baseadas em esferas, este formato ¢é geralmente considerado
como ineficaz porgque (1) a esfera transporta apenas peguenas
quantidades de uma entidade guimica; (2) o numero de compostos
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a ser testado ¢é extremamente grande; e (3) as esferas séo
dificeis de manipular em placas de microtitulacdo de 96 pocgos.

Para evitar os problemas inerentes em rastreio de
bibliotecas combinatdérias pelo formato de 96 pocos, tem sido
noticiada a wutilizacdo de ensaios homogéneos simples que
poderiam ser descritos como de "formato livre". Como exemplo,
um ensaio utilizando células de pigmento (melandécitos) num
ensaio homogéneo simples para bibliotecas combinatdrias de
péptido foi reportado por Jayawickreme et al. em Proc. Nat'l
Acad. Sci. (USA), vol. 191, pags. 1614-18 (Marco de 1994). De
acordo com os autores, eles colocaram células sob agarose em

placas de Petri, depois colocaram esferas que transportavam
compostos combinatdérios sobre a superficie da agarose e depois
libertaram parcialmente os compostos a partir das esferas. Os
compostos activos foram visualizados como 4&dreas de pigmento
escuro porque, a medida que o0s compostos se difundiam
localmente para o interior da matriz de gel, 08 compostos
activos faziam com que as células mudassem de cor.

Outro exemplo recente é o das "Strategies for Screening
Combinatorial libraries: Novel and Traditional Approaches" de
Daniel Chelsky, apresentado na First Annual Conference of The

Society for Biomolecular Screening em Philadephia, PA (7-10 de
Novembro de 1995). Chelsky colocou um ensalio enzimatico

homogéneo simples para a anidrase carbdnica no interior de um
gel de agarose tal que a enzima no gel causasse uma mudancga de
cor em todo o gel. Depois, colocaram-se esferas transportando
compostos combinatdérios ligados via um fotoligador no interior
do gel e os compostos foram parcialmente libertados por luz
UV. Os compostos que inibiram a enzima foram observados como
zonas locails de inibicdao com menos alteracao de cor.
Finalmente, em Molecular Diversity, v. 2, pags. 57-63 (1996),

Salmon, et al. reportaram um método similar ao de Jayawickreme
et al., onde Dbibliotecas combinatdérias foram rastreadas em
relacdo a compostos que tinham efeitos citotdxicos sobre
células de cancro em desenvolvimento em &gar.

Todos estes trés exemplos sao variacdes dos ensaios de
gel testados em tempo para agentes antibacterianos ou
anticancerosos, e sao também similares aos ensaios
imunoldgicos familiares nos dqualis se mede uma 1interaccgéao
antigénio/anticorpo num gel. Ainda que estes ensaios de
permeacao em gel fossem adequados para pog¢os para rastreio de
bibliotecas combinatérias baseadas em esferas, ninguém
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reportou a extensdo deste formato para ensaios heterogéneos ou
de bibliotecas nédo baseadas em esferas.

0 Senso comum convencional tem desencorajado 0s
investigadores de testar amostras num formato continuo qgue
podia permitir que as amostras se misturassem. Entre os tipos
limitados de ensaios reportados e as preocupacgdes acerca das
amostras serem ensaiadas em conjunto num formato continuo,
apenas tém sido ensaiadas bibliotecas baseadas em esferas.
Devido a estas limitacg¢des, os investigadores acreditavam que o
formato de 96 pocgos estava melhor adaptado para rastreio de
bibliotecas heterogéneas e nao baseadas em esferas. Seria
desejdvel conduzir ensaios heterogéneos numa configuracdo de
formato livre. Adicionalmente, seria desejavel testar
compostos discretos numa configuracao de formato livre.

Breve sumario do invento

O invento aqui descrito, Rastreio de alto rendimento de
formato continuo (CF-HTS, "Continuous-Format High Throughput
Screening"), 1implementa com sucesso o conceito de formato
livre para qualguer ensaio, homogéneo ou heterogéneo, gue pode
ser realizado no formato de 96 pocos. Adicionalmente, o CF-HTS
€ também Util para rastrear Dbibliotecas combinatdérias com
ensaios heterogéneos, nao apenas com ensaios homogéneos. Para
além disso, o CF-HTS pode ensaiar compostos discretos sem os
custos e complexidades associadas com a miniaturizacdo. As
preocupagdes referentes & possibilidade de reagentes e
resultados de testes serem processados em conjunto durante
passos subsequentes provaram ser infundadas.

Uma concretizacdo do invento refere-se a um processo para
testar simultaneamente uma pluralidade de amostras de
substancias diferentes quanto a sua capacidade para melhorar
ou inibir um processo bioldégico compreendendo,

a) depositar numa série um pequeno volume de cada uma de
mais do que 96 amostras de substéncias distintas sobre uma
matriz tal que cada substédncia distinta estd centrada no seu
préprio local distinto e a identidade de cada substéncia pode
ser determinada a partir do seu local de deposicéao,

b) colocar a referida matriz em contacto com uma primeira
matriz porosa contendo ou transportando um primeiro reagente
de ensaio uniformemente disperso e permitir que parte de cada
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substadncia se difunda para o interior da referida matriz
porosa de um modo tal que a localizacdao espacial de cada
substdncia difundida possa ser correlacionada com o local
sobre a referida matriz no qual a referida substancia foi
originalmente depositada, e

c) conduzir um ensaio para determinar a capacidade de
cada substéncia difundida para melhorar ou inibir o referido
processo bioldégico por observagdao da interaccao de cada
substdncia com o referido reagente de ensaio,

caracterizado por a referida matriz ser uma matriz planar.

Outra concretizacdo refere-se a um processo conforme
anteriormente enunciado compreendendo o passo adicional de

bl) colocar referida primeira matriz porosa em contacto
com uma segunda matriz transportando ou contendo um segundo
reagente de ensaio uniformemente disperso e permitir que o
segundo reagente de ensaio se difunda para o interior da
primeira matriz porosa ou permitir que cada substdncia e o
primeiro reagente se difundam para o interior da segunda
matriz, no ultimo caso assegurando que a difusdo ocorre de um
modo tal que a localizacdo de cada substédncia na segunda
matriz pode ser correlacionada com o local sobre a referida
matriz planar no qual a referida substéncia foil originalmente
depositada, e

cl) conduzir o referido passo (c).

Breve descricdo dos desenhos

A Figura 1 ilustra amostras de teste de gELISA sobre uma
matriz néo porosa em contacto com um lado de uma matriz de gel
porosa contendo reagente de ensaio que, por sua vez, estd em
contacto com uma matriz nao porosa transportando um reagente
de ensaio adicional.

A Figura 2 ilustra a remocdo da matriz de amostra de
teste gELISA e da matriz de gel porosa, seguida de lavagem e
adicdo de reagentes liquidos ou em solugcao para formar o
complexo de repdrter sobre a matriz de reagente nao porosa.
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A Figura 3 ilustra a visualizacdo do ensaio gELISA por
contacto da matriz de complexo de repdrter com uma matriz de
gel porosa contendo o substrato de repdrter.

A Figura 4 ilustra como uma matriz de ligando é aplicada
sobre a superficie do filtro oposta a superficie do filtro
transportando células.

A Figura 5 idlustra o gue uma superficie de filtro
transportando células pode produzir gquando o ensaio é
visualizado.

A Figura 6 mostra o resultado de um ensaio de VanA
utilizando concentragdes varidveis de um inibidor conhecido
dependente da dose.

A Figura 7 mostra o resultado de um ensaio de EF-3
utilizando concentragdes varidveis de um inibidor conhecido.

A Figura 8 ilustra uma experiéncia de controlo para o
ensaio gELISA de interacc¢ao proteina-proteina.

A Figura 9 ilustra o resultado de gELISA de "inibicao" da
interaccédo proteina-proteina.

A Figura 10 mostra a ligacdo dependente da dose de ITAM
radiomarcado a LCK imobilizada.

A Figura 11 representa graficamente os valores de pixéis
em funcao da concentracao de ITAM para mostrar uma curva de
ligagao receptor-ligando tipica.

A Figura 12 ilustra uma experiéncia de controlo para
interaccgédo ligando-célula de IL-8 radiomarcada.

A Figura 13 ilustra a "inibicado" da interaccao ligando-
célula de IL-8.

A Figura 14 ilustra um ensaio para inibidores de
neuraminidase.

A Figura 15 ilustra um ensaio simultaneo de
10080 compostos discretos quanto a inibicdo de neuraminidase.
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Descricdo detalhada do invento

A ideia central subjacente ao CF-HTS é colocar amostras
de teste no contexto de uma matriz porosa. O método compreende
colocar um ou mais componentes de ensaio dentro, por cima de,
ou no fundo de uma matriz tal como um gel, uma folha de
plastico, um filtro ou outras formas de suporte sdélido
facilmente manipuldaveis. Quando se introduzem amostras na
matriz porosa estas difundem-se de um modo suficientemente
lento tal que os ensaios podem ser efectuados sem as amostras
de teste serem analisadas em conjunto. Assim, o formato CF-HTS
separa as amostras de teste por difusdo em vez de por uma
barreira impenetrdvel. Se se permitir que os testes durem
demasiado tempo, as amostras de teste e o0s resultados serao
eventualmente analisados em conjunto. Contudo, quando
cuidadosamente temporizado, o CF-HTS permite o rastreio
simultdneo, ainda que individualmente, duma densidade muito
elevada de compostos, sem a necessidade de encher pogos ou
contentores reaccionais individuais com solventes ou
componentes de ensaio. Adicionalmente, por manipulacao de
matrizes que transportam os componentes de reaccao, podem-se
realizar neste formato mesmo ensaios complexos. A manipulacao
de matrizes para ensaios heterogéneos € completamente sem
precedentes e torna o CF-HTS tao flexivel como o formato de 96
pocos na sua capacidade para rastrear uma vasta gama de
processos bioldgicos ou bioquimicos. Adicionalmente, o CF-HTS
consegue os tipos de vantagens antecipadas pela miniaturizacéao
sem as desvantagens concomitantes, e tem vantagens unicas.

O CF-HTS emprega uma vasta gama de matrizes e componentes
de ensaio. As matrizes incluem mas nao estdo limitadas a géis
compostos de agarose, acrilamida, ou outros materiais
gelatinosos, membranas, filtros e pldasticos. As matrizes podem
ser compostas de materiais incluindo mas nao limitados a
poliestireno, polipropileno, outros pléasticos, fibras de
papel, vidro, fibra de vidro, silica, policarbonato,
poliéster, poli(cloreto de vinilideno) e ©polietileno. As
matrizes podem ser sdlidos impermedveis, sdlidos porosos tais
como filtros, ou géis. Os componentes de ensaio incluem mas
ndo estdao limitados a macromoléculas tais como Aacidos
nucleicos, proteinas, e outras macromoléculas sintéticas ou
naturais; células, lisados de células, extractos bioldgicos,
organelos, e outras entidades e misturas bioldgicas complexas;
e moléculas pequenas tails como tampdes, sais, i1nibidores,
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substratos, péptidos, corantes, nucledtidos, cofactores, ides
e solventes.

Um ensaio de CF-HTS é um ensaio onde multiplas amostras
de teste ou compostos sao separados por difusdo em vez de por
barreiras impenetrdveis. O componente critico € a introducao
de multiplas (mais do que 1) amostras de teste no interior ou
sobre uma matriz de ensaio porosa que contém opcionalmente um
ou mais componentes de ensaio. Matrizes de ensaio porosas
contendo componentes de ensaio sao preparadas por adicéao,
mistura, vazamento, distribuicdo ou impregnacdo de componentes
no interior da matriz. As matrizes porosas sao também
preparadas por acoplamento, revestimento, ligacao, fixacao,
jungao, conjugagao ou uniao de componentes de ensaio no
interior ou sobre uma superficie de uma matriz.
Adicionalmente, uma matriz porosa € também preparada por
formagdo de uma pelicula fina de solugdo ou ligquido sobre um
leito de células, enzimas ou outro componente de ensaio
imobilizado. As matrizes de ensaio porosas sao utilizadas para
controlar a ordem e/ou a duracdo de adicdo dos componentes, e
a extensdao de mistura e difusdao gquando os componentes de
ensaio sao combinados. O CF-HTS pode também utilizar matrizes
nao porosas. As matrizes nado porosas sao também preparadas por
acoplamento, revestimento, ligacao, fixacao, juncgao,
conjugacadao ou unidao de componentes de ensaio ou amostras de
teste sobre uma superficie de uma matriz nao porosa. A
utilizacéao de matrizes nao porosas em CF-HTS fixa
espacialmente um ou mais dos componentes de ensaio.

Quando os componentes de ensaio sao introduzidos sobre a
superficie de uma matriz, os componentes de ensaio sao ligados
por interacg¢des covalentes ou nao covalentes, especificas ou
nao especificas, a matrizes que estdao nao derivatizadas,
derivatizadas ou de outro modo pré-tratadas para facilitar a
ligacado dos componentes de ensaio. Apds ligacao, o componente
de ensaio é fixado espacialmente tal que fica imobilizado para
os fins do ensaio. Neste caso, ou as amostras de teste tém de
ser capazes de se difundirem através de uma matriz para
atingir os componentes de ensaio, e/ou os subcomponentes ou
produtos dos componentes de ensaio tém de ser capazes de se
difundirem através de uma matriz para atingir as amostras de
teste.
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Utiliza-se pelo menos uma matriz porosa contendo as
amostras de teste é utilizada em qualgquer um ou mais dos
passos seguintes.

(1) Colocar a superficie da matriz porosa em contacto com
pelo menos uma outra matriz (porosa ou nao porosa) tal que as
amostras e/ou um ou mais dos componentes de ensaio se podem
difundir através da interface.

(2) Separar duas ou mails matrizes para interromper a
interaccdo de componentes e/ou amostras.

(3) Colocar a superficie de duas ou mais matrizes em
contacto tal que os componentes de ensaio possam interactuar.

(4) Lavar, enxaguar ou eluir uma matriz com tampdes
liquidos ou outros solventes para remover componentes de
ensalio nao ligados e/ou ligados nao especificamente.

(5) Distribuir, vazar, adicionar ou impregnar componentes
de ensaio em solugao sobre uma matriz ou filtrar os referidos
componentes através de uma matriz.

(6) Observar, ler, sondar, detectar, ou de outro modo
visualizar os sinais radiométricos, fluorescentes,
espectrofotométricos ou electromagnéticos presentes sobre ou
dentro de uma ou mais matrizes.

O CF-HTS proporciona muitas vantagens em relagdao a
especialidade anterior. A auséncia de pocos distintos elimina
a necessidade de entregar simultaneamente e com exactidao
componentes de ensaio ou reagentes dentro dos pogos. Em vez
disso, os componentes de ensaio sdao distribuidos e misturados
por manipulagdao de um volume homogéneo. Dado que o0s
componentes de ensaio sao preparados como uma solucao volumosa
homogénea ou matriz, existe uma variacdo estatistica minima de
amostra para amostra. Por comparagdo, a presenca de pogos no
formato de 96 pogos cria grandes variacdes de amostra para
amostra.

Além do mais, o CF-HTS proporciona o rastreio com
densidade extremamente elevada de grandes numeros de
compostos. Mesmo se os éxitos observados "forem analisados em
conjunto" numa extensdo limitada, apenas € necessario testar
de novo os compostos que estdo localizados na proximidade do
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éxito. Assim, se for possivel restringir 10000 amostras de
teste a 50 candidatos a volta de uma &rea visualizada, os
50 candidatos podem ser facilmente restringidos aos compostos
activos, mesmo com a velha tecnologia dos 96 pocos.

Por distribuicdo e secagem de compostos discretos sobre
folhas de plastico em séries altamente compactadas, e depois
aplicacao destas ao CF-HTS, vai-se ao encontro das questdes
criticas da miniaturizacdo. Este formato nao requer quaisquer
inovacgdes em plastico ou noutros materiais para conseguir a
miniaturizagao, porque a miniaturizacao é conseguida
simplesmente limitando a quantidade de amostra que se difunde
no interior da matriz. Este formato também nao requer
manipulacdao de fluidos em microescala para distribuir os
reagentes de ensaio porque todo o ensaio ocorre,
essencialmente num "poco gigante" onde reagentes e solucgdes
sdao manipuladas em guantidades volumosas. Apenas as amostras
de teste necessitam de ser distribuidas por manipulacdo de
fluidos em microescala. Para além disso, existe muito menos
variacdo estatistica neste formato porgue apenas € necessario
olhar para zonas localizadas de heterogeneidade na matriz em
tudo o resto homogénea. Ndo € necessdrio ler e comparar muitos
pogos diferentes. Para além de todos os beneficios antecipados
da miniaturizacdo (custo, rendimento, utilizacao de reagentes,
utilizacdo de composto de teste), o CF-HTS proporciona também
beneficios surpreendentes tais como a capacidade para
manipular a maior parte dos passos do ensaio em quantidades
volumosas.

Um aspecto central do CF-HTS é a observacado de qgue
componentes de ensaio e amostras de teste nao se difundem
lateralmente de um modo rapido mesmo nas interfaces entre
matrizes. Por exemplo, quando um gel de agarose ¢é colocado
sobre uma placa de pléastico, existe uma quantidade
significativa de liquido na interface sobre a superficie do
gel. Quando € requerida uma interacg¢do entre um componente de
ensaio no gel e um componente de ensaio sobre a placa (como no
exemplo do ELISA), é critico gque o componente no gel seja
capaz de se difundir para fora do gel e gsobre a placa.
Contudo, o CF-HTS requer que a difusdo lateral concomitante
seja consideravelmente mais lenta, tal que a interaccgao sobre
a placa se localize perto da localizagcdao original do
componente baseado no gel. Estes mesmos principios aplicam-se
a qualguer interface matriz-matriz entre géis, filtros ou
superficies (ou qualguer outra matriz) em qualguer combinagao.
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A percepcdo de que este comportamento de difusdo é controléavel
e geralmente aplicdvel a todas as interfaces de matriz ndo tem
precedentes e é contradria ao conhecimento convencional.

Um método preferido de introduzir amostras de teste ou
compostos no interior de uma matriz (tal como um gel ou filtro
molhado) consiste em distribuir e secar pequenos volumes de
cada amostra sobre uma superficie, tal como a superficie de
uma folha de plédstico, numa série tal que quaisquer duas
amostras nao se possam misturar ou sobrepor e tal gue cada uma
esteja numa localizacdo especifica. Quando a folha de plastico
é colocada sobre wuma matriz, as amostras dissolvem-se e
difundem-se para o interior da matriz em localizacgdes
correspondentes as suas localizacdes predefinidas na série
inicial.

Um método alternativo para distribuir amostras numa série
consiste em distribuir as amostras sobre uma matriz porosa,
tal como um filtro, onde o volume entregue de cada amostra é
suficientemente baixo tal gque as amostras nao se sobrepdem
dentro da matriz. No contacto com outra matriz porosa gue
contém mais liquido, os compostos difundem-se para iniciar o
ensaio.

Quando a série inicial de amostras introduzidas no
interior de uma matriz num rastreio CF-HTS ¢é de densidade
elevada, tal gue wuma zona particular de actividade cobre
espacialmente a localizacadao inicial de mais do gque uma
amostra, entdao cada uma destas amostras ¢é potencialmente a
fonte da actividade observada. Para densidades espaciais mais
elevadas, existirdo mais compostos candidatos para cada =zona
uma vez que estardo presentes multiplos compostos numa zona
particular. Os compostos podem-se difundir em conjunto, mas
terdo ainda cada um o seu préprio gradiente espacial e nao se
misturardo quantitativamente em qualquer uma das localizacdes.
Deste modo, o centro da zona ainda se correlacionara com a
localizacdo exacta do composto activo na série inicial. Na
pratica, os éxitos sédo suficientemente raros pelo gue O novo
teste de multiplas amostras, para assegurar a identificacao de
compostos activos para cada zona activa, é trivial.

Uma concretizacgdo alternativa do invento consiste em
introduzir barreiras fisicas (tornando assim o formato néo
continuo na utilizacg¢do rigorosa da palavra) no interior das
matrizes de um ensaio para limitar a disténcia que as amostras
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se podem difundir. Por exemplo, dois géis contendo uma enzima
e substrato, respectivamente, podem cada um ser cortados com
uma rede ("formas para Dbiscoitos"™) tal que cada gel é
subdividido em muitas localizacgdes discretas. Depois, podem-se
ainda colocar os dois géis em contacto, tal que o substrato e
enzima se possam difundir conjuntamente dentro de cada peca de
gel subdividida. As amostras de teste podem depois ser
introduzidas em cada peca de gel subdividida tal gque os
ensaios sdo completamente independentes sem qualquer difusao
entre ensaios. Esta concretizacdo elimina efectivamente
algumas das vantagens do CF-HTS introduzindo desvios
estatisticos entre amostras de teste e fixando o volume, e
desse modo limitando o sinal para séries de alta densidade. No
entanto, esta concretizacgdao colheria ainda o Dbeneficio dos
ensaios heterogéneos baseados em matriz nos quais o0s
componentes de ensaio nao necessitam de ser entregues a um
grande numero de vasos reaccionais em paralelo, e elimina a
mistura parcial de amostras.

gELISA

Os ensaios de imunossorcgdo com enzima ligada (ELISA) sao
ensaios heterogéneos que detectam a ligacdo entre ligandos em
solugdo e receptores imobilizados. O ELISA requer muitos
passos de mistura de reagentes e de lavagem que sao dificeis
de realizar no formato de 96 pocos, e poderia ser antevista
uma dificuldade ainda maior quando os pog¢os sao reduzidos do
formato de 96 pogos para o formato de 384 pocos. 0Os inventores
tém aplicado o método CF-HTS para detectar a inibicdo da
ligagao entre ligandos e alvos de receptor 1imobilizados
(gELISA) .

Um receptor é qualquer molécula gue se possa ligar a
outra molécula. Exemplos nao limitantes sao proteinas,
péptidos, 4&cidos nucleicos, hidratos de carbono e complexos
dos exemplos anteriores. Um receptor estd imobilizado sobre
uma de varias matrizes possiveis (a matriz de receptor)
incluindo mas ndo limitadas a superficies de pléstico (e.g.,
placa de Petri ou placa de plastico (da Nunc)), membranas ou
filtros que tém elevada capacidade de ligacao por alvos (e.g.,
nitrocelulose, "nylon" ou PVDF (Millipore, Corning Costar,
Schleicher & Schuell, BioRad) ou membranas derivatizadas tais
como membranas SAM (Promega)). Uma matriz de ligando porosa
(e.g., gel de agarose ou membrana porosa) é preparada tal que
o ligando para o receptor imobilizado é distribuido sobre ou
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no interior da matriz. Os compostos ou amostras de teste sao
distribuidos directamente sobre a matriz de ligando ou,
alternativamente, sobre ou no interior de uma matriz de
amostra de teste (e.g., poliestireno (Tekra), polivinilideno
(e.g., da Dow Brands) ou outra membrana ou folha de pléastico
flexivel. Coloca-se a matriz de teste em contacto com a matriz
de ligando e deixam-se as amostras difundir para o interior da
matriz de ligando. Apdés um periodo de incubacdo adequado,
coloca-se a matriz de ligando em contacto com a matriz de
receptor, permitindo gque o ligando e as amostras figquem em
contacto com e reajam potencialmente com o receptor por
difusdo (a Figura 1 mostra a ligacdao de receptor R imobilizado
a ligando biotinilado LB). Durante a incubacao, os ligandos
ligar-se-ao ao receptor imobilizado a ndo ser que um composto
de amostra iniba a ligagdo ligando/receptor.

Apds um periodo de incubac¢do adequado, a matriz de
receptor € removida e lavada com um tampdo adequado para
remover ligando nao ligado, e ligando ligado nao
especificamente, e amostras. A matriz de receptor ¢é depois
impregnada numa solucado contendo reagentes de ensaio que
interactuardao com o ligando (e.g., um anticorpo, avidina ou
estreptavidina no caso de um ligando biotinilado) e que tém a
capacidade para ser detectados quer directamente (e.g., por
fluorescéncia ou radioactividade) gue indirectamente (e.qg.,
conjugado de peroxidase de rabano (HRP), fosfatase alcalina
(AP) ou beta—-galactosidase) (a Figura 2 mostra um conjugado de
avidina-HRP, AHRP, ligados aos ligandos biotinilados). Apds
incubacgdo adequada, a matriz de receptor é removida da solugéao
e lavada para remover reagente nado ligado e 1ligado néao
especificamente. No caso da detecgdo de sinal directo, a
matriz € wvisualizada utilizando o método apropriado (e.g.,
leitores espectrofotométricos, cémaras CCD, pelicula,
"PhosphorIimager", ou dispositivos de deteccao de cintilacéao).
Os sinais indirectos (e.g., HRP ou AP) requerem uma reacgao de
desenvolvimento de sinal adicional, conseguida por
distribuicdo de substratos, ou doutros componentes de reaccgao
necessarios, ao interior ou sobre uma matriz de substrato
porosa e colocacao desta matriz em contacto com a matriz de
receptor. A enzima (e.g., HRP ou AP) reage depois com o
substrato (Figura 3). Alternativamente, ¢é introduzido um
substrato precipitante em solucdo em vez de no interior de uma
matriz. Sob qualquer método de visualizacdo, as 4areas de
ligagcado ligando/receptor produzirdao uma reacgdo visivel,
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enquanto as 4dreas onde a ligacdo ligando/receptor foi inibida
nao produzirdo uma reaccgao visivel.

Ligagdo célula/ligando

Pode-se também utilizar o CF-HTS para detectar a inibicéao
da ligacdo 1ligando/receptor celular. No ensaio tradicional,
combinam-se um composto de teste, ligandos radiomarcados e
células, gue exprimem o receptor correspondente, num vaso tal
como um pogo. Depois, permite-se tempo suficiente para que o
receptor se ligue ao ligando, se tal ligacdao nao tiver sido
inibida pelo composto de teste. Quaisquer componentes nao
ligados e ligados nao especificamente s&o removidos das
células, e mede-se a quantidade de radioactividade associada
as células. Os 1inventores adoptaram o método CF-HTS para
detectar a inibicdo da ligacdo de ligandos a células.

As células exprimindo o receptor desejado sé&o cultivadas
ou plagueadas sobre uma matriz (matriz de células) tal como
mas nao limitada a géis, filtros ou membranas (e.g., membranas
de cultura de tecido Transwell (Corning Costar) ou membranas
de qguimiotaxia (Neuro Probe)). Prepara-se uma matriz porosa
(e.g., gel de agarose ou membrana porosa) tal que o ligando
marcado para o receptor esteja distribuido sobre ou no
interior da matriz (matriz de ligando). Os compostos de teste
ou amostras sao distribuidos directamente sobre a matriz de
ligando ou de células, ou alternativamente sobre ou no
interior doutra matriz (e.qg., poliestireno (Tekra),
polivinilideno ou outra folha de ©pléastico flexivel ou
membrana; matriz de amostra). A matriz de amostra €& posta em
contacto com uma matriz de ligando permitindo-se desse modo
que a amostra se difunda para o interior da matriz de ligando.
Apds um periodo de incubacao adequado, a matriz de ligando é
posta em contacto com a matriz de células, preferivelmente
sobre o lado sem células da matriz, e permite-se que o ligando
e a amostra entrem em contacto e reajam com O receptor por
difusdo (Figura 4). Durante a incubacao, os ligandos marcados
ligar-se-ao as células imobilizadas a ndo ser que uma amostra
iniba a ligacdo ligando/célula.

Apds incubacdo, a matriz de células é separada da matriz
de 1ligando e 1lavada com um tampdo adequado para remover
ligandos nao ligados, e ligados nao especificamente, e
amostras. A matriz de células é visualizada wutilizando o
método apropriado (e.qg., leitores espectrofotométricos,
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cdmaras CCD, pelicula, "PhosphorIimager", ou dispositivos de
deteccdo de cintilacédo) (a Figura 5 ilustra o desenvolvimento
do ensaio sobre uma pelicula).

Conforme anteriormente se mostrou, CF-HTS consegue todas
as vantagens previstas para os ensaios de "formato livre", e
pode ser aplicado a todos os diferentes tipos de ensaios
bioldégicos ou bioquimicos, sob todos os diferentes tipos de
formatos, e com todos os diferente reagentes e equipamento.
Por causa da sua ampla aplicabilidade, ¢é melhor ilustrado
pelos exemplos seguintes. Contudo, estes exemplos ilustram a
concretizacao preferida do presente invento, e nao limitam as
reivindicacgdes ou a descricgao. 0 vulgar perito na
especialidade apreciard facilmente que se podem efectuar
alteracdes e modificacgbes as concretizacdes especificadas sem
sair do ambito do invento.

EXEMPLOS

Exemplo de Referéncia 1l: Um ensaio em gel colorimétrico em
dois passos para detectar fosfato gerado por enzima resistente
a vancomicina VanA

A VanA é uma enzima chave na resisténcia a vancomicina, e
catalisa a ligacao de D-alanina a D-alanina ou de D-alanina a
D-lactato. Tradicionalmente, esta enzima ¢é ensaiada por
geragao de cor a partir do fosfato que é libertado quando a
enzima estd activa (a actividade de VanA hidrolisa ATP em ADP
e fosfato). Os cientistas sabem que a D-ciclo-serina inibe a
VanA de um modo dependente da dose, e utilizam este inibidor
como um controlo positivo em relacdo a outros inibidores
potenciais.

Gel de enzima

Preparou-se um gel de enzima por adicdo de enzima VanA a
agarose a 1% fundida (agarose de alto ponto de fusao, Gibco
BRL) a 45°C em HEPES (dcido N-[2-hidroxietil]piperazina-N'—-[2-
etanossulfdénico]) 50 mM, MgCl, 20 mM, KCl1 20 mM, pH 7,3, até
uma concentragdao final de VanA de 2 pM. Verteu-se depois esta
mistura de 4&dgar num aparelho de vazamento de gel BioRad e
deixou-se solidificar a 2-8 °C durante 30 minutos.
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Gel de substrato

Preparou-se um gel de substrato por adigcdo de ATP,
D-alanina e D-lactato a agarose fundida para ajustar cada
componente a 1 mM, 1,5 mM e 1,75 mM, respectivamente, tendo-se
preparado o gel conforme descrito para o gel de enzima.

Matriz de amostra

Distribuiu-se uma série de aliquotas de 1 pl de diluigdes
consecutivas de 5000, 2000, 1000, 500, 200, 100 uM de D-ciclo-
serina, um inibidor conhecido usado como amostra de controlo,
em etanol-adgua 1:1, sobre uma peca de pelicula de poli(cloreto
de vinilideno) (PVDC) e deixou-se secar durante 10 minutos.

Incubac¢do da enzima com o substrato na presenga de inibidor

Colocou-se o gel de enzima em contacto com a matriz de
amostra durante 5 minutos. Depois, colocou-se o gel de
substrato sobre o gel de enzima e deixou-se incubar durante
15-20 minutos. Subseguentemente, separaram-se os dois géis.
Durante a incubacdo, é de esperar que seja produzido fosfato
por toda a parte no gel na medida em gue a enzima catalisa a
fixacao dos substratos, com a excepgao das zonas onde a
D-ciclo-serina estava suficientemente concentrada para inibir
a reaccgao.

Visualizacdo do ensaio

Verteu-se um "cocktail" de deteccao de fosfato acabado de
preparar consistindo de verde de malaquite a 0,15% e molibdato
de aménio a 1,4% em HC1l 1,33 N e distribuiu-se uniformemente
sobre o0s géis de enzima e de substrato. Estes reagentes reagem
com fosfato e geram manchas verdes cada vez mals escuras em
funcdo de concentracgdes crescentes de fosfato. Deixou-se a cor
desenvolver durante 5-10 minutos (a Figura 6 ilustra o
desenvolvimento de cor sobre o gel onde as qguantidades de
inibidor wvariaram de 5 nanomol a 0,5 nanomol). Os géis corados
de verde foram fotografados utilizando uma cémara CCD Eagle
Eye da Stratagene. Conforme esperado, a graduacao de cor verde
das zonas com inibicao estava correlacionada com a
concentracao de 1inibidor adicionado. Pode-se assim utilizar
este ensaio para rastrear inibidores de VanA dispondo esferas
ou compostos combinatdrios distribuidos sobre qualquer outra
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superficie, que ¢é depois posta em contacto com o ensaio em
gel.

Este ensaio demonstra também que o formato de rastreio em
gel ¢é receptivo a reacgdes em multiplos passos. Esta
caracteristica € necessdria para que este formato seja util
com uma vasta gama de ensaios, porgque muitos ensaios requerem
miltiplos passos. Neste caso, o ensaio de VanA €& um ensaio de
actividade enzimdtica em dois passos seguido do
desenvolvimento de cor. Versdes homogéneas (Unico passo) deste
ensaio ndo sao facilmente exequiveis porque 0s reagentes e as
condicdes de desenvolvimento de cor interferem com a
actividade de VanA, e sao também incompativeis com a
distribuicdo num gel de 4&gar. Deste modo, € desejavel a
separacdo espacial e temporal destes dois passos por se ter
primeiro um ensaio de gel enzimdtico seguido por um passo de
desenvolvimento de cor em fase de solucgao.

Exemplo de Referéncia 2: Um ensaio de gel em dois passos para
detectar fosfato gerado por actividade de ATPase de factor 3
de alongamento de S. cerevisiae estimulada por ligacao de

ribossomas
Quando o factor de alongamento 3 (EF-3) fungico
interactua com ribossomas, a actividade de fosfatase é

estimulada. Os inventores aplicaram CF-HTS ao ensaio para esta
actividade.

Preparou-se um gel de enzima contendo EF-3 (uma enzima
altamente sensivel a temperatura) e ribossomas de levedura em
tampdo de ensaio de EF-3. Preparou-se também um gel de
substrato contendo ATP 1 mM em tampao de ensaio. Ambos o0s géis
continham 2% de dimetilsulfdxido em agarose de baixo ponto de
fusdo (Gibco BRL), e foram preparados a 37°C e deixados
solidificar durante 30 minutos a 4°C. Séries de diluicgdes de
poli-L-1lisina, um inibidor de EF-3 utilizado como uma amostra
de controlo, foram manchadas sobre pelicula de PVDC e secas
(matriz de amostra). O ensaio foi depois conduzido como no
Exemplo 1 por pré-incubacdao do gel de enzima com os inibidores
sobre a matriz de amostra. Depois, colocou-se o gel de enzima
em contacto com o gel de substrato durante 20 minutos. Como no
Exemplo 1, o0s géis de enzima e substrato foram corados com
"cocktail" de desenvolvimento de cor de verde de
malaquite/molibdato de aménio. Depois, o gel de enzima foi
visualizado com uma cédmara CCD. As manchas de inibidor
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aparecem como zonas mais claras num fundo verde. A Figura 7
ilustra o desenvolvimento de <cor sobre o gel onde as
quantidades de inibidor wvariaram de 5 picomole a 200 picomole.
Os resultados mostram o sinal do inibidor dependente da dose,
indicando que se podem rastrear compostos neste ensaio para
descobrir novos inibidores de EF-3. O Exemplo 2 demonstra a
utilidade do CF-HTS mesmo com a complexidade introduzida pela
presenca de organelos ou de outras misturas ou extractos
bioldgicos em bruto.

Exemplo de Referéncia 3: Deteccgdo indirecta de cor de gELISA
de inibidores de interaccdo proteina-proteina

Conforme anteriormente descrito, utiliza-se vulgarmente
um ELISA para detectar a inibicdo de interaccgdes ligando-
receptor onde 0s receptores estdo imobilizados em pocos de
microtitulacdo. 0Os pares "ligando-receptor" utilizados em
ELISA podem compreender qualquer par de moléculas de ligacao,
desde proteinas ou outras macromoléculas até moléculas
pequenas. Estes ensaios sao ensaios complexos, em multiplos
passos, que requerem a imobilizacdo do receptor, incubacgao do
receptor com ligando, lavagem para remover ligando indesejado,
nao especificamente retido, que de outro modo causaria um
sinal de fundo elevado, ligacdo de reagentes de visualizacao
(e.g., um anticorpo especifico de 1ligando conjugado a uma
enzima repdrter) ao ligando ligado ao receptor e geracao de um
sinal wvisivel, proporcionando substratos para a enzima
repérter. E evidente que a complexidade do ELISA conduziu a
que a industria de HTS tenha concluido que o ELISA nao pode
ser a adaptado num ensaio de formato livre. Apesar disso, os
inventores adaptaram este ensaio complexo em multiplos passos
ao formato de CF-HTS para ensailar uma variedade de interaccgdes
proteina-proteina, proteina-ligando e outras interacgdes de
ligacao de ligando.

0 activador de plasminogénio do tipo urogquinase (uPA)
liga—-se ao seu receptor correspondente (uPAR). A interaccao
uPA/uPAR tem sido implicada na metdstase de varios tipos de
cancros. Os 1inventores tém adaptado um ELISA de uPA/uPAR
tradicional ao CF-HTS utilizando receptores e 1ligandos
purificados.

Matriz de uPAR

Placas de pléstico (7,5 cm x 11,5 cm; da Nunc, Inc.
Naperville, IL) foram revestidos de um dia para o outro com
15 ml de uPAR purificado 118 nM em solucdo salina tamponada
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com fosfato (PBS) (Life Technologies, Grand Island, NY), a
PH 7,4 e 4°C. Apds revestimento da placa de plédstico de um dia
para o outro, decantou-se a solucgao de uPAR e blogquearam-se 0S
locais de 1ligacdo restantes sobre a placa de plastico, por
adigdo de 15 ml de PBS contendo 1% (p/v) de <caseina e
incubacdo durante 2 h a temperatura ambiente (RT). Apds
bloqueio, decantou-se a solugao de blogqueio e lavou-se a placa
de pléastico cinco vezes com 20 ml de tampdo de lavagem
consistindo de 0,05% de Tween-20 (polioxietileno-monolaurato
de sorbitano) em PBS. Apds lavagem, secou-se a placa de
plastico durante 10 minutos a RT. Isto foi temporizado tal que
a placa de plastico pudesse ser usada logo imediatamente
depois no ensaio a seguir descrito, para evitar a sobre-
secagem da matriz que pode conduzir a perda de actividade.

Matriz de B-uPA

Para efeitos do ensaio, o uPA usado € marcado com biotina
(B-uPAh) . Os géis contendo [(-uPA foram preparados por
impregnacdo de PB-uPA em Adgar para evitar temperaturas elevadas
(em oposicao a verter este em &gar fundido nos Exemplos 1 e
2). 0O &gar foi preparado primeiro por mistura de 0,1 g de
agarose (Sigma, St. Louis, MO) com 10 ml de PBS, aquecimento
até estar fundido e depois vazamento num aparelho de gel de
8 x 7 x 0,075 cm’ (Bio—-Rad, Hercules, CA). Apds solidificacéo
(quer a temperatura ambiente quer a 4°C), impregnaram-se o0s
géis de um dia para o outro a 4°C em 15 ml de B-uPA (cerca de
10 nM) em tampdo de ensaio consistindo de PBS, 0,05% de
Tween-20 e 0,1% de caseina (ambos da Sigma, St. Louis, MO).
Secou-se o gel durante 20 minutos a RT imediatamente antes do
uso.

Matriz de amostra

Na auséncia de um inibidor de molécula pequena conhecido
da ligagao UuPA/uPAR, wutilizou-se um UuPA nado Dbiotinilado
(pro-uPA) como 1nibidor de amostra de controlo da ligacéao
B-uPA/uPAR. Distribuiram-se aliquotas de cinco microlitros de
pro-uPA 0, 0,03, 0,1, 0,3, 1 e 3 pM em tampdo de ensaio sobre
uma pelicula de PVDC (Dowbrands L.P., 1Indianapolis, 1IN) e
secou-se durante 2 h a RT.

Incubagcao de uPAR com pro-uPA e [R-uPA

Colocou-se a matriz de amostra sobre um lado do gel de
R-uPA com as manchas de pro-uPA secas em contacto com a
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superficie do gel de [B-uPA. Deixou-se o pro-uPA difundir para
o interior do gel durante 10 minutos a RT. Subsequentemente,
colocou-se o outro lado do gel de B-uPA na placa de pléstico
para permitir a interaccdo do B-uPA (actuando como ligando) e
do pro-uPA (actuando como um inibidor competitivo) com o uPAR
sobre a superficie da placa de plastico. Incubou-se a reaccao
de ligacao/competicdo durante 20 minutos a RT. Apds incubacao,
separou-se a placa de pléastico do gel, e lavou-se rapidamente
4 vezes com 20 ml de tampao de lavagem. Preparou-se uma
solucdo de conjugado de avidina-peroxidase de rabano (avidina-
HRP) por diluicdo de avidina-HRP (Sigma, St. Louis, MO) de
1 para 25 000 em tampdo de ensaio e adicdo de 15 ml a placa de
plastico. 1Incubou-se a reaccao durante 10 minutos a RT
seguindo-se decantacdo da solucgao de avidina-HRP e lavagem da
placa de pléastico como anteriormente. Deixou-se a placa de
plastico secar durante 20 minutos.

A  avidina em avidina-HRP 1liga-se especificamente a
biotina tal que apenas as dareas da matriz que exibem ligacao
de "ligando/receptor" exibirdo eventualmente desenvolvimento
de cor. As dreas da matriz onde a ligacdo "ligando/receptor" é
inibida competitivamente por pro-uPA ndo exibirado cor.

Desenvolvimento de cor

O gel de desenvolvimento de cor contendo um substrato de
HRP colorimétrico (gel de OPD) foi preparado por dissolucgao de
2 pastilhas de o-fenilenodiamina.HC1l (OPD) em 7 ml de diluente
(ambos da Abbott, kit n.° 6172-30, Abbott Labs, Abbott Park,
IL) e combinacdo desta solugcdao com uma solugdo de agarose
preparada por fusdo de 0,1 g de agarose em 3 ml de &gua. A
mistura final de 10 ml foi wvazada num aparelho de gel Mini-
protein II de 8 x 7 x 0,075 cm e deixou-se solidificar a 4°C
durante 15 minutos. Transferiu-se o gel das placas de vidro no
suporte de vazamento de gel quer para PVDC quer para uma folha
de pléastico flexivel, e deixou-se secar ao ar durante
10 minutos a RT. Transferiu-se depois o gel para outra folha
de PVDC ou de pléastico para permitir que o outro lado seque
durante 10 minutos. Depois, colocou-se o gel de OPD na placa
de pléastico para iniciar o desenvolvimento de cor. Em varios
momentos durante a incubacadao de OPD, colocou-se a placa de
plédstico por cima de um filtro de passagem da banda de 440 nm
(Omega Optical, 1Inc., Brattleboro, VT) gque, por sua vez,
estava por cima de uma placa de difusdao de fibra éptica
iluminada por uma fonte de 1luz Fiber-Lite (ambos da Dolan-
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Jenner Industries, Inc., Lawrence, MA). As imagens resultantes
foram adguiridas com uma cadmara CCD (sistema Eagle Eye,
Stratagene, La Jolla, CA).

Experiéncia de controlo

A Figura 8 ilustra a experiéncia de controlo para o
Exemplo 3. Para a Figura B8A, impregnaram-se quadrados de
agarose (1 cm?) em solucgdes de varias concentracgdes de B-uPA
conforme indicado abaixo de cada gquadrado (excepto para a
solucdao 50 nM que estd assinalada a esquerda do quadrado de
agarose) .

Apds os quadrados de agarose serem incubados sobre uma
placa de plastico de uPAR imobilizado, estes foram removidos.
Depois, lavou-se a placa de pladstico e as areas da matriz onde
ocorreu a ligacdo de R-uPA/uPAR foram visualizadas conforme
anteriormente descrito. A Figura 8B mostra uma representacao
grafica do valor médio de pixéis (menos o fundo) para cada
quadrado (conforme determinado por andlise da imagem digital a
partir da cémara CCD, com suporte 1ldégico Image Analysis da
NIH) em funcao da concentracao de p-uPA em cada quadrado de
agarose, em varios instantes durante o desenvolvimento de cor
de OPD. O B-uPA entregue a partir do gel de agarose mostrou
uma curva tipica de 1ligacgado receptor-ligando com metade da
ligagao maxima (Kd) a volta de 3-5 nM, o que é consistente com
valores reportados para esta reacgdo em ELISA padrao e noutros
ensaios que medem este paradmetro. A Figura 8 demonstra que o
sinal colorimétrico indirecto gerado por gELISA é
quantitativamente dependente da extensao da interaccéao
ligando-receptor.

Resultados da competicdo Pro—-uPA/B-uPA

A Figura 9 demonstra inibicdo da ligacado (-uPA/uPAR por
Pro-uPA. As manchas na Figura 9A mostram &reas onde a ligacao
B-uPA/uPAR foi inibida. Por conseguinte, a avidina-HRP nao se
ligou nestas areas. Consequentemente, a HRP ndo reagiu com os
substratos no gel de OPD para gerar o desenvolvimento de cor.
A Figura 9B é um modo alternativo de apresentar estes mesmos
dados de imagem de CCD que melhora a capacidade do olho humano
para ver a titulacao quantitativa.
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Exemplo de Referéncia 4: Deteccdo radiométrica directa de
inibidores de interaccado proteina-proteina

A actividade de células T é um componente da resposta
imunitdaria do corpo. Para que eventos a Jjusante ocorram
durante a actividade de células T, a pbdbolck (LCK, uma
proteina) tem de interactuar com a regidao ITAM (motivo de
activacao baseado em tirosina relacionado com imunoglobulina)
dos dominios citoplasmdticos do receptor de antigénio de
células T. Compostos que inibem esta interacgao proteina-
proteina sdo i1munossupressores potenciais. Os inventores
utilizaram o CF-HTS para ensaiar esta interaccado proteina-
proteina, onde a LCK é imobilizada numa membrana.

Matriz de LCK

Imobiliza-se LCK biotinilada sobre uma membrana de
captura de biotina (membrana SAM) (Promega Corp., Madison, WI)
encharcando uma tira de 11 cm x 2 cm com 5 ml de LCK 3 upM em
PBS contendo DTT (ditiotreitol) 5 mM, durante 10 minutos a RT,
apds o que se remove o tampao. Isto é temporizado tal que a
membrana SAM possa ser usada imediatamente depois (dentro de
minutos) no ensaio a seguir descrito.

Matriz de ITAM*

Prepara-se um gel de agarose contendo péptido ITAM
radiomarcado (ITAM*) por mistura de 0,1 g de agarose com 10 ml
de tampdo, aquecimento até estar fundido e depois wvazamento
num aparelho de gel de 8 x 7 x 0,075 cm. Adiciona-se o ITAM*
ou 1mediatamente antes do vazamento ou, alternativamente, é
impregnado no gel apds solidificacdo até uma concentracao

final de 10 nM.

Matriz de amostra

A amostras de teste a ser rastreadas sao distribuidas
sobre uma superficie de pldstico ou PVDC e secam-se para
formar a matriz de amostra.

Incubacdao de ITAM*, LCK e amostras de teste, e visualizacao

A matriz de amostra é posta em contacto com um lado do
gel de ITAM* de modo a gque as amostras de teste se possam
difundir para o interior do gel de ITAM*. Subsequentemente,
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pde-se em contacto o outro lado do gel de ITAM* com a membrana
SAM sobre a qual a LCK foi imobilizada. Apds incubacdo durante
15-45 minutos, remove-se a membrana SAM, lava-se e visualiza-
se com um PhosphorIimager ou pelicula. O0s 1inibidores da
interacgdo ITAM-LCK sao revelados por zonas de radioactividade
mais baixa que correspondem a uma intensidade de sinal
inferior na imagem.

Experiéncia de controlo para a ligacdo ITAM*/LCK

Prepararam-se géis de agarose por mistura de 0,1 g de
agarose com 10 ml de tampdo, aguecimento até estar fundido, e
depois wvazamento num aparelho de gel 8 x 7 x 0,075 cm. Apds
solidificacéado, através de puncao, cortam-se do gel circulos
com 1 cm de diédmetro e impregnam-se em 400 pl de ITAM marcado
com '#°1 (Amersham, Arlington Heights, IL) 0,1, 0,3, 1, 3, 10 e
20 nM em tampao, de um dia para o outro a 4°C. Removeram-se 0sS
circulos de gel da solucadao e deixaram-se secar durante
20 minutos a RT. Colocaram-se depoils sobre a membrana SAM com
LCK imobilizada e incubaram-se durante 45 minutos a RT.
Removeram-se 0s géis e lavaram-se as membranas 4 vezes com
tampao. Apds secagem, visualizaram-se as membranas SAM
utilizando um PhosphorIimager.

A Figura 10 mostra uma ligacadao dependente da dose entre
12T_ITAM e LCK imobilizada sobre a membrana SAM.

A Figura 11 mostra uma representacdo grafica do valor
médio de pixéis (menos o fundo) para cada gel de '?°I-ITAM
(conforme determinado por andlise da imagem digitalizada a
partir do PhosphorIimager com suporte 1ldégico ImageQuant da
Molecular Dynamics) em funcdo da concentracdo de 125T_ITAM no
circulo de gel. 0O ' I-ITAM entreqgue a partir do gel a LCK
imobilizada mostrou uma curva tipica de ligacdo de receptor-
ligando.

Exemplo de Referéncia 5: Ensaio de gene repdérter de células
inteiras utilizando formato de combinacdo gel/filtro

Células de rim, conhecidas como células HEK, sao
transfectadas com um plasmideo que contém um promotor do
elemento de resposta AMP ciclico (CREB) fundido com um gene de
luciferase (gene repdérter de luciferase da Promega). Quando se
tratam células transfectadas com forscolina, ¢ induzida a
expressao do gene repdérter de luciferase. Depois, gquando se
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adiciona um tampdo Dbioldgico contendo o substrato de
luciferase (luciferina de escaravelho da Promega) e cofactores
apropriados (Tricina 20 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, DTT 33 mM,
Coenzima A 0,3 mM, trifosfato de adenosina 0,5 mM e MgCl, 1
mM) as células HEK, € gerada uma emissdo de fotdes que pode
ser detectada por instrumentacdo convencional. Os inventores
adaptaram este ensaio ao CF-HTS.

Matriz de células

Tratam—-se células em cultura com tripsina, transferem-se
para uma membrana TRANSWELL™ Corning/Costar (filtro de
policarbonato de 3 micron com um anel de suporte de pléstico)
e incubam-se de um dia para o outro a 37°C, 5% de CO;, na
presenca de meio de cultura de tecido. Depois, remove-se o0
meio da membrana e seca-se o filtro, ao gqual as células estao
ligadas, ao ar durante 15 minutos e utiliza-se imediatamente
depois nos passos seguintes.

Matriz de indutor

Prepara-se um gel contendo o indutor da expressao de
luciferase por adigdo de 12 pl de uma reserva de forscolina
10 mM (Sigma, reserva em etanol) em 6 ml de um gel de agarose
de baixa temperatura de fusdao a 1%. O gel é solidificado a
temperatura ambiente com forscolina numa concentracadao final de
20 uM.

Matriz de amostra

Distribuem—-se amostras que podem Dbloguear a inducgao
forscolina e secam-se em localizacgdes discretas sobre PVDC com
densidade elevada.

Incubacdao dos reagentes e detecgao de inibicéao

0O lado de inibidor do PVDC é incubado com o gel de
indutor. Em seguida, coloca-se o gel contendo o indutor
forscolina sobre o lado sem células da matriz de células
preparada anteriormente. Incubam-se estes em conjunto a 37°C
com 5% de CO; durante 20 minutos. Depois, remove-se o gel de
forscolina e incuba-se a matriz de células a 37°C com 5% de
CO,, durante quatro horas adicionais, para expressao maxima da
construcgao de luciferase. Para detectar a actividade
enzimdtica de luciferase (ou a sua inibicdo), o filtro de
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matriz de células ¢é removido fisicamente do seu anel de
suporte de plastico e colocado numa placa de Petri. Inunda-se
a placa de Petri com substrato de luciferase (luciferina de
egcaravelho da Promega) num tampao bioldgico com cofactores
apropriados para gerar luz como sinal. Por o sinal se
localizar no interior de células 1imobilizadas exprimindo
luciferase, os 1inibidores do passo de indugdo inicial
resultardao em zonas de menor emissdao de fotdes.

Exemplo de Referéncia 6: CF-HTS de gel/filtro para detectar
directamente inibidores de interaccédo ligando-células

A ligacdo ligando/receptor sobre superficies celulares
inicia percursos de sinalizacdo em células que, em uUltima
instdncia, conduzem a respostas funcionais (e.g., proliferacéo
celular ou secrecdao de substéncias biologicamente activas).
Para regular a resposta bioldégica de células em estados de
doenca, procura-se frequentemente inibir a ligacao de ligando
a superficies celulares. Um método comum ©para avaliar
inibidores da 1ligacdo 1ligando/receptor celular consiste em
avaliar a capacidade do inibidor para reduzir a ligacao entre
o ligando natural radiomarcado e as células. Isto envolve
incubagao das c¢élulas com radioligando e com inibidor,
seguindo-se a remocg¢ao por lavagem de radioligando nao ligado,
e ligado nao especificamente, e depois medicdo da quantidade
de radioactividade ligada.

A interleucina-8 (IL-8) €& uma guimogquina quimiotdtica
envolvida na inflamacdo por ligacdo a receptores em vVAarios
tipos de células. 0Os inventores desenvolveram um ensaio CF-HTS
de ligando-receptor celular para avaliar inibidores desta
interaccéao.

Matriz de células

Plaquearam-se células HEK (ATCC, Bethesda, MD) exprimindo
0 receptor IL-8a sobre um filtro de membrana Transwell de
75 mm de didmetro (Corning Costar Corp, Cambridge, MA) com uma
densidade de cerca de 20 milhdes de células per placa.
Deixaram-se ligar ao filtro de membrana, de um dia para o
outro, em tampao (RPMI da Life Technologies, Grand Island, NY)
contendo Hepes 10 mM (Sigma, St. Louis, MO) a pH 7,2 e 37°C.
Apds as células estarem ligadas ao filtro, removeu-se o meio e
lavaram-se as células com tampdo fresco para remover quaisquer
células nao ligadas. Inverteram-se os filtros com o lado das




EP 1 038 179 /PT
29

células para baixo, e colocaram-se com um &angulo de modo a
permitir que o meio em excesso escorresse, e depols secaram-se
durante 20 minutos. Isto foi temporizado tal que a matriz de
células pudesse ser utilizada imediatamente no ensaio a seguir
descrito.

Matriz de ligando

A matriz de ligando foi preparada por impregnacdo de IL-8
marcada com “2°T (Amersham, Inc., Arlington Heights, IL) num
gel de agarose preparado por mistura de 0,1 g de agarose com
10 ml de tampao, aquecimento até estar fundido, e depois
vazamento num aparelho de gel de 8 x 7 x 0,075 cm.
Impregnaram-se o0s géis de um dia para o outro a RT
misturando-se lentamente sobre uma plataforma rotativa (New
Brunswick Scientific Co., Inc, Edison, NJ). Apds impregnacao,
secaram-se 0s géis durante 20 minutos a RT imediatamente antes
do wuso. Isto foi temporizado tal que o gel pudesse ser
utilizado imediatamente no ensaio.

Matriz de amostra

Na auséncia de um inibidor <conhecido da ligacao
IL-8/receptor celular, utilizou-se IL-8 ndo marcada (Genzyme
Corp., Cambridge, MA), como um inibidor de amostra de
controlo, para observar a inibicdo da ligacdo de '?°I-IL-8 a
células HEK. Distribuiu-se um microlitro de IL-8 0, 0,03, 0,1,
0,3, 1, 3, 10 e 100 uM sobre uma folha de pléastico, tal como
PVDC, e secou-se durante 1 h sob vdcuo a RT.

Incubacao

Colocou-se a matriz de amostra sobre um lado da matriz de
ligando tal gque as manchas de IL-8 secas ficassem em contacto
com a superficie do gel. O gel foil invertido para permitir ao
outro lado secar durante 10 minutos a RT e para permitir que o
"inibidor" se difundisse para o) interior do gel.
Subsequentemente, colocaram-se o0s géis sobre o lado sem
células da matriz de células. Deixou-se a reaccao de ligacéao
incubar durante 45 minutos a RT. Depoils, removeram-se os géis,
e o lado sem células da membrana foi lavado 4 vezes com
tampdo. Deixaram-se as membranas secar completamente antes de
serem removidas dos seus anéis de suporte de plastico. Depois,
visualizaram—-se as membranas quer com pelicula de raios X quer
com um PhosphorImager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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12571_11-8 em

géis de agarose difundindo-se através de uma matriz de células
para se ligar as células HEK exprimindo o receptor IL-8a.

A Figura 12 mostra uma resposta a dose para

Impregnaram-se varios quadrados de agarose de 1 cm’  em
solugdes de varias concentracgdes de 1251 _11.-8 conforme
indicado. Subsequentemente, 0os quadrados impregnados em
ligando foram postos em contacto com a matriz de células
conforme anteriormente descrito. Apds incubacdo, removeram-se
os quadrados da matriz de células, e lavou-se com tampao o
lado sem células da membrana. Utilizou-se um PhosphorIimager

12°T_11-8 ligada as células. Os dados mostram

para localizar a
que uma leitura radiométrica directa, neste ensaio de células
baseado em gel, é guantitativamente dependente da extensao da
interaccédo ligando-receptor. A Figura 12 mostra também que as
areas de ligagdo permanecem distintas em forma, e confirma que

a difusédo lateral de sinal nao é um problema no ensaio.

A Figura 13 ilustra os resultados da experiéncia de
inibicdo competitiva. A inibicdo da ligacdo entre '?°I-IL-8 e
as células HEK ¢é indiciada pelos pontos de luz. E também
facilmente evidente gque a inibicdo por IL-8 nado marcada é
dependente da dose de modo quantificdvel. Esses dados mostram
que inibidores, exemplificados neste caso pela IL-8 néao
marcada, podem atravessar a matriz de células para reduzir a

251_11,-8 e as células.

ligacao entre
Exemplo de Referéncia 7: Ensaio de célula funcional sem gel
baseado em filtro

As alteragcdes na funcao celular sao frequentemente
medidas observando o efeito de compostos de teste ou amostras
em sistemas repdérter introduzidos por engenharia no interior
das células. Exemplos incluem observar o efeito na sintese de
proteinas intracelulares fluorescentes, tais como a proteina
fluorescente verde (GFP), proteinas extracelulares tais como
um receptor ou molécula de adesdo, ou enzimas especificas tais
como luciferase, cloranfenicol-acetiltransferase ou
R-galactosidase (Promega). Primeiro, incubam-se os compostos
de teste com as células. Depois, deixam-se as células exprimir
a proteina repdrter durante um periodo de tempo adequado (pode
ser minutos, horas ou dias). Depois, o nivel da proteina
repdérter € ensaiado por métodos directos (e.g., GFP) ou por
métodos indirectos (e.g., técnicas ELISA com proteinas ligadas
a membrana). Ainda no caso de enzimas, a célula pode ser
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lisada para extrair a proteina repdrter e ensaiada quanto a
uma actividade de enzima. Outros ensaios de célula funcional
medem o comportamento ou localizacgdo de moléculas especificas,
talis como corantes ou metabolitos radiomarcados, em resposta a
estimulagdo de um receptor ou a modificagcdes na fisiologia
celular, tais como o potencial de membrana.

Um ensaio ELISA medindo o efeito de compostos na
expressdao de Molécula de Adesdo Intercelular-1 (ICAM-1,
"Intercellular Adhesion Molecule-1") pode ser formatado para
CF-HTS como se segue. As células endoteliais exprimindo ICAM-1
sao plagqueadas sobre uma membrana de quimiotaxia de
policarbonato (Neuro Probe) com cerca de 5 000 células/mm’.
Incubam-se as células de um dia para o outro a 37°C em meio.
Remove-se o meio e deixam-se as membranas secar parcialmente
durante 10 minutos a RT. Amostras ou compostos que estdo a ser
testados em relacdo a inducgdo de ICAM-1 sao secos sobre folhas
de pléastico e colocados em contacto com o lado sem células da
membrana humida. Deixam-se o0s compostos interactuar com as
células durante 1 h a 37°C numa cémara humida, e depois
banham-se as células em meio e incubam-se durante 5 h a 37°C.

Apds dar tempo as células para sintetizar a proteina
induzida, remove-se o meio da membrana e incubam-se as células
em tampao contendo anticorpo anti-ICAM-1 (Genzyme, R&D
Systems) quer nao conjugado quer conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC) ou biotina. Apds uma incubacao de
30 minutos a RT, remove-se o tampdo e lavam-se as células
vadrias vezes para remover anti-ICAM-1 n&do ligado. No caso de
anticorpo conjugado com FITC, a membrana ¢é visualizada
utilizando uma cémara CCD (Stratagene, Imaging Research) com
excitacdao a 485 nm e emissdao a 520 nm. Compostos que
estimularam a expressao de ICAM-1 resultardao numa zona com
fluorescéncia aumentada devida a ligacdo da FITC-anticorpo
anti-ICAM-1. No caso de anticorpo conjugado com biotina,
incubam-se as células em tampdo contendo avidina-HRP durante
10 minutos a RT. Remove-se 0 tampdo e remove—-se por lavagem a
avidina-HRP nado ligada. Depois, banham-se as membranas em
tampdao contendo um substrato de HRP precipitante, tal como
tetracloreto de diaminobenzidina (Pierce), e oObservam-se
quanto ao desenvolvimento de cor em dreas onde se induziram as
células subjacentes a exprimirem ICAM-1. No caso do anticorpo
anti-ICAM-1 nao conjugado, faz-se reagir um anticorpo
secunddrio anti-anti-ICAM-1 conjugado com as células seguindo-
se o desenvolvimento do sinal com o substrato apropriado para
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o conjugado. Capturam-se as imagens com uma camara CCD. Todas
estas variagdes (FITC, avidina-HRP, e anti-anti-ICAM-1) sao
repdérteres alternativos que deverdo dar os mesmos resultados
qualitativos - nomeadamente, amostras que afectam a expressao
de ICAM-1 podem ser correlacionadas com zonas de sinal
aumentado ou diminuido.

Note-se que as matrizes de formato continuo neste caso
sdo uma membrana e uma folha de plastico. Ndo € necessario um

gel para o CF-HTS.

Exemplo 8: Ensaio CF-HTS de compostos discretos em relacgdo a
inibigcdo de neuraminidase

Matriz de amostra

Testou—-se uma biblioteca de 528 compostos discretos,
estruturalmente relacionados, por CF-HTS. Utilizou-se um
Packard Multiprobe MP204 DT para diluir os compostos a partir
de frascos em placas de 96 pogos e para diluir e transferir os
compostos para folhas de plastico. Diluiram-se inicialmente os
compostos desde 40 mM em DMSO em frascos até 4 mM em DMSO em
placas de 96 pogos. Depois, diluiram-se desde 4 mM em DMSO até
200 M em 50% de EtOH/H;O em placas de 96 pogos.
Transferiram-se estas amostras em duplicados de 1 ul para
folhas de plédstico de 8 cm x 8 cm com um espacamento médio de
5 mm entre amostras (Bio—-Rad cat.# 165-2956) para um total de
192 amostras por folha. Cada mancha de 1 pl, por conseguinte,
continha aproximadamente 200 pmol de um composto particular da
biblioteca. Como controlo, uma série de diluicgdes de 4&acido
2,3-desidro-2-desoxi-N-acetilneuraminico (DANA), um inibidor
conhecido de neuraminidase (Boehringer Mannheim #528544) foi
distribuido manualmente junto aos compostos sobre cada folha.
Secaram-se as folhas numa estufa de wvacuo tal que cada
composto fosse seco na sua prépria localizacgcao sobre o
plastico.

Matriz de enzima

Antes do ensaio, diluiu-se enzima neuraminidase de
influenza 1500 vezes a partir de solugao salina tamponada com
fosfato, 25% de glicerol, em gel de Adgar liquefeito
consistindo de 1% de agarose, citrato de sdéddio 50 mM, pH 6,0,
cloreto de cdalcio 10 mM a 40°C. Vazou-se um gel de enzima com
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8 cm x 8 cm x 0,75 mm gel e solidificou-se por reducdo da
temperatura até 4°C.

Matriz de substrato

Diluiu-se um substrato de neuraminidase de influenza
sintético, acido 2'—(4-metilumbeliferil)-alfa-D-N-
acetilneuraminico (cat.#M-8639, Sigma), desde 3 mM em DMSO até
30 pM em gel de adgar liquefeito e verteu-se de um modo similar
para se obter um gel de enzima anteriormente descrito.

Incubacdao e deteccgao

Colocou-se a matriz de enzima sobre a matriz de amostra
sobre o lado onde os compostos de interesse foram secos.
Depois, empilhou-se a matriz de substrato por cima da matriz
de enzima. Incubaram-se as matrizes a RT durante 30 minutos.
Durante este tempo, o substrato fluorescente apagado e a
enzima difundiram-se em conjunto entre os dois géis e o
substrato foi clivado pela enzima para produzir um aumento em
intensidade de fluorescéncia. Isto foi monitorizado por
excitacdo a 340 nm e emissdao a 450 nm. Compostos gque sao
capazes de inibir a actividade da enzima minimizaram o aumento
em intensidade de fluorescéncia. Como o0s géis aumentaram em
intensidade de fluorescéncia na maioria das localizacdes, as
dreas que continham inibidores de enzima que se difundiram
para o interior do gel a partir da folha de pléastico foram
visiveis como &reas mais escuras com menor fluorescéncia. Isto
foi facilmente monitorizado por uma Camara CCD com filtros
adequados para controlar os comprimentos de onda de emissao e
excitacdo. A identidade de compostos exibindo zonas inibidoras
foi determinada pela localizacdo da zona em relacdo a matriz
de inibidor. Realizou-se uma estimativa quantitativa da ICso
para cada composto, por comparacdao da fluorescéncia do
controlo de DANA com as quantidades conhecidas de cada
inibidor testado.

Testaram-se em duplicado todos os 528 compostos de uma
biblioteca. O volume total de gel de enzima usado foi 33 ml,
ou 31,25 pl por teste. Adicionalmente, testaram-se todos os
compostos simultaneamente, e as condigdes de ensaio foram
constantes em comparagdo com o ensaio de 96 pogos tradicional.
Além disso, conforme ilustrado pela Figura 14, o ensaio foi
suficientemente sensivel para detectar inibidores tédo fracos
quanto 100 uM. Os valores de ICs; estimados para os compostos
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activos estavam em boa concordidncia com os observados para oS
mesmos compostos, testados pelo ensaio de 96 pogos mais
dispendioso que requereu 200 pl por teste. Ver, a tabela de
"Resultados do ensaio em gel quantitativo". Este exemplo
demonstra que testar séries de compostos com densidade mais
elevada reduz custo e tempo. Por exemplo, mesmo uma reducgao
diminuta no espacamento de 2,5 mm em vez de 5 mm resulta num
aumento de gquatro vezes no numero de compostos testado por
unidade de volume. Nesta experiéncia, isto teria trazido o
volume por composto testado para um valor bem inferior a
10 pul. No entanto, o0s reagentes sao manipulados em forma
volumosa, sem a necessidade do equipamento de manipulacdo de
baixos volumes de liquido wvulgarmente utilizado em rastreio
miniaturizado.

Resultados do ensaio em gel quantitativo

Amostra Ki mdx. aproximado (uM) IC50 (pM) est. a partir
n.° a partir de gel do ensaio de 96 pocgos
34 100 >100
35 80 >100
36 80 42
37 100 >100
38 100 >100
39 100 >100
40 40 32
41 100 >100
42 40 50
43 100 >100
44 >200 >100
45 100 >100
46 100 >100
477 10 7,5
43 100 >100
49 100 >100
50 100 >100

Como um exemplo de seguimento para demonstrar o0s
beneficios desta miniaturizacado, testaram-se 10 080 compostos
discretos por CF-HTS num volume total de gel de enzima de
17 ml (menos do que 2 ul por teste). Utilizou-se uma Packard
Multipette para distribuir um volume de 30 nl de cada amostra
separada por 1 mm. Os compostos foram distribuidos em DMSO
numa concentracgdo de 5 mM, tal que foram distribuidos sobre o
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plédstico aproximadamente 150 pmol de cada um. Utilizou-se
outra wvez DANA como um inibidor de controlo. Para além da
titulagdo de controlo wusual fora da série de compostos,
incluiu-se uma titulacado de controlo na prépria série como um
teste cego, em que as amostras de controlo foram tratadas do
mesmo modo que os 10 080 compostos desconhecidos quando estes
foram distribuidos sobre o pléastico. Como anteriormente,
secaram-se as folhas e utilizaram-se num ensaio de
neuraminidase. Rastrearam-se simultaneamente todos 0s
10080 compostos em menos de uma hora por este método. Uma vez
mais, nao foram requeridos manipulacao de fluidos em
microescala e/ou manuseamento de pequenos volumes excepto
quando se entregaram os compostos iniciais sobre a folha. A
densidade extremamente elevada usada neste ensaio nao
interferiu com a deteccdo de inibidores. Por conseguinte, a
densidade elevada né&o complicou a identificacdo de compostos
activos mesmo quando compostos fluorescentes (facilmente
observados como pontos mais brilhantes no gel) eram os
vizinhos mais prdéximos de compostos activos. Ver Figura 15.

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Processo para testar simultaneamente uma pluralidade
de amostras de substéncias diferentes quanto a sua capacidade

para melhorar ou inibir um processo bioldégico compreendendo,

a) depositar numa série um pequeno volume de cada uma de mais
de 96 amostras de substancias distintas sobre uma matriz, tal
que cada substéncia distinta estd centrada no seu prdprio
local distinto e a identidade de cada substancia pode ser
determinada a partir do seu local de deposicao,

b) colocar a referida matriz em contacto com uma primeira
matriz porosa contendo ou transportando um primeiro reagente
de ensaio uniformemente disperso e permitir que parte de cada
substdncia se difunda para o interior da referida matriz
porosa de um modo tal que a localizacgcdao espacial de cada
substancia difundida possa ser correlacionada com o local
sobre a referida matriz no qual a referida substancia foi

originalmente depositada, e

c) conduzir um ensaio para determinar a capacidade de cada
substancia difundida para melhorar ou inibir o referido
processo bioldégico por observacdao da interaccao de cada

substancia com o referido reagente de ensaio,

caracterizado por a referida matriz ser uma matriz planar.

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1 compreendendo
o0 passo adicional de

bl) colocar a referida primeira matriz porosa em contacto com
uma segunda matriz transportando ou contendo um segundo
reagente de ensaio uniformemente disperso e permitir que o
segundo reagente de ensaio se difunda para o interior da
primeira matriz porosa ou permitir que cada substdncia e o
primeiro reagente se difundam para o interior da segunda
matriz, no uUltimo caso assegurando que a difusdao ocorre de um
modo tal gque a localizacdo de cada substédncia na segunda
matriz pode ser correlacionada com o local sobre a referida
matriz planar no qual a referida substéncia foil originalmente

depositada, e

cl) conduzir o referido passo (c).
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3. Processo de acordo com a reivindicacdao 1 ou 2 onde um
dos reagentes de ensaio uniformemente dispersos é uma

macromolécula.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2 onde um

dos reagentes de ensaio uniformemente dispersos € uma enzima.

5. Processo de acordo com a reivindicacado 1 ou 2 onde um
dos reagentes de ensaio uniformemente dispersos €& um extracto

bioldgico em bruto.

6. Processo de acordo com a reivindicacadao 1 ou 2 onde um

dos reagentes de ensaio uniformemente dispersos é organelos.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2 onde um
dos reagentes de ensaio uniformemente dispersos ¢é células

inteiras.

8. Processo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2 onde um
reagente de ensaio uniformemente disperso sao células inteiras
transportadas sobre uma superficie de uma matriz porosa
planar.

9. Processo de acordo com a reivindicacdo 8 onde a
referida interacgcdo € observada por contacto da referida
matriz porosa com uma solucdo ou suspensao ligquida de um
reagente ou matriz porosa contendo um reagente que em gqualquer
caso ajuda na visualizagao de uma proteina cuja expressao nas
referidas células inteiras é o processo bioldgico que estad a

ser avaliado.

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 2 onde o
primeiro reagente de ensaio é um ligando marcado e o segundo
reagente de ensaio é um receptor imobilizado para o referido
ligando.

11. Processo de acordo com a reivindicacdo 10 onde a
segunda matriz é lavada para remover qualquer ligando marcado
que se difundiu sobre ou para o interior da referida segunda

matriz mas ndo ficou ligado ao referido receptor imobilizado.
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12. Processo de acordo com a reivindicacdo 11 onde a
referida segunda matriz é posta em contacto com uma solugao ou
suspensao liquida de um reagente ou uma matriz porosa contendo
um reagente que em qualquer caso ajuda na visualizacao de

ligando marcado nao removido pelo passo de lavagem.

Lisboa,
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FIG.1A
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