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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "METODO
DE DISTINGUIR UM OU MAIS RESIDUOS DE AMINOACIDO
FUNCIONAIS DOS RESIDUOS DE AMINOACIDO NAO-FUNCIONAIS
EM UMA REGIAO DEFINIDA DENTRO DE UM POLIPEPTIDEO,
METODO DE GERAR UMA BIBLIOTECA DE ANALOGOS DE
POLIPEPTIDEO E METODO DE IDENTIFICAR UM SUBCONJUNTO
DE ANALOGOS DE POLIPEPTIDEO TENDO UMA PROPRIEDADE
DESEJADA".

Informacao Relacionada

[0001] A presente invencao refere-se a conteudos totais de todas
as outras patentes, pedidos de patente, e referéncias citadas por todo o
relatorio descritivo seguinte também s&o incorporados por referéncia
aqui em suas totalidades.

Antecedentes da Invencao

[0002] A mutagénese é uma ferramenta poderosa no estudo da
estrutura e fungcdo da proteina. As mutagdes podem ser feitas na
sequéncia de nucleotideo de um gene clonado que codifica uma
proteina de interesse e o gene modificado pode ser expressado para
produzir mutantes da proteina. Comparando-se as propriedades de uma
proteina do tipo selvagem e os mutantes gerados, € frequentemente
possivel identificar os aminoacidos individuais ou dominios de
aminoacidos que sao essenciais para a integridade estrutural e/ou
fungao bioquimica da proteina, tal como sua atividade de ligagao e/ou
catalitica. O numero de mutantes que podem ser gerados a partir de
uma unica proteina, entretanto, torna dificil selecionar os mutantes que
serao informativos ou tém uma propriedade desejada, mesmo se os
mutantes selecionados que abrangem as mutacgdes estiverem somente
em regides putativamente importantes de uma proteina (por exemplo,
regides que preparam um sitio ativo de uma proteina). Por exemplo, a

substituicdo, a supressao, ou a inser¢ao de um aminoacido particular
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podem ter um efeito local ou global na proteina.

[0003] Os métodos anteriores para mutagenizar os polipeptideos
foram muito restritivos, muito inclusivo, ou limitados para tornar
inoperante a funcdo da proteina ao invés de aumentar ou melhorar a
fungdo. Por exemplo, um método altamente restritivo € seletivo ou
mutagénese dirigida ao sitio que € usada para identificar a presenga de
um sitio funcional particular ou entender as consequéncias de fazer uma
alteragcdo muito especifica dentro do sitio funcional. Uma aplicacao
comum da mutagénese dirigida ao sitio estd no estudo das
fosfoproteinas onde um residuo de aminoacido, que comumente seria
fosforilado e permitiria que o polipeptideo realizasse sua funcao, é
alterada para confirmar a ligagdo entre a fosforilagdo e a atividade
funcional. Este método é muito especifico para o polipeptideo e residuo
que é estudado.

[0004] Reciprocamente, um meétodo altamente inclusivo é a
mutagénese por saturagao ou aleatdria que é designada a produzir um
numero grande de mutagdes abrangendo todas as alteragdes possiveis
dentro de uma regido definida de um gene ou proteina. Isto é
fundamentado no principio de que, gerando-se essencialmente todas as
variantes possiveis de um dominio de proteina relevante, o arranjo
proprio de aminoacidos € provavel a ser produzido como um dos
mutantes aleatoriamente gerados. Entretanto, na pratica, o numero
vasto de combinagdes aleatdrias de mutagdes geradas pode impedir a
capacidade para selecionar significativamente um candidato desejado
por causa da presenca do assim chamado "ruido" de muitos candidatos
indesejados.

[0005] Um outro método, referido como mutagénese por
"Conducao" (ver, por exemplo, Patentes U.S. Nos: 5.830.650;
5.798.208) foi usado para mutagenizar uma regido definida de um

polipeptideo sintetizando-se uma mistura de oligonucleotideos
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degenerados que, estatisticamente, contém um conjunto desejado de
mutagdes. Entretanto, porque a sintese de polinucleotideo degenerado
é utilizada, a mutagénese por Condugdo produz varias alteragbes
indesejadas além do conjunto desejado de mutagdes. Por exemplo,
para introduzir sequencialmente uma mutagédo através de uma regido
definida de apenas cinco posigdes de aminoacido, um conjunto de mais
de 100 polinucleotideos deve ser fabricado (e triado) (ver, por exemplo,
A figura 6). Consequentemente, para fabricar e triar, por exemplo, duas
ou trés regides tornam-se crescentemente complexas, isto é,
requerendo a fabricagdo e triagem de 200 a mais de 300
polinucleotideos, respectivamente, quanto a presenca de apenas 10 a
15 mutagdes.

[0006] Ainda em um outro método que foi usado para mutagenizar
as proteinas € a mutagénese de varredura de alanina, onde um residuo
de alanina é "varrido" através de uma porcao de uma proteina para
identificar posicdoes onde a fungcdo da proteina € interrompida.
Entretanto, este método apenas considera a perda de fungcdo da
proteina por via de substituir um residuo de alanina neutro em uma
posicao dada, ao invés de aumento ou melhora da funcio. Assim, ele
ndo é um método util para gerar proteinas tendo estrutura e fungao
melhoradas.

[0007] Consequentemente, uma necessidade permanece para um
modo sistematico para mutagenizar uma proteina quanto a fungao nova
ou melhorada.

Sumario da Invencao

[0008] A invencgao pertence a um método de mutagénese para a
geracdo de proteinas novas ou melhoradas (ou polipeptideos) e as
bibliotecas de analogos de polipeptideo e polipeptideos especificos
gerados pelos métodos. O polipeptideo alvejado para a mutagénese

pode ser um polipeptideo natural, sintético ou engendrado, incluindo
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fragmentos, analogos e formas mutantes destes.

[0009] Em uma modalidade, o método compreende introduzir um
aminoacido predeterminado essencialmente em cada posi¢cao dentro de
uma regido definida (ou varias regides diferentes) da sequéncia de
aminoacido de um polipeptideo. Uma biblioteca de polipeptideo é
gerada contendo analogos de polipeptideo que individualmente ndo tém
mais do que um aminoacido predeterminado, mas que coletivamente
tém o aminoacido predeterminado em cada posi¢cdo dentro da(s)
regiao(des) definida(s). Exclusivamente, este método pode ser referido
como mutagénese "por inser¢gao" porque, em efeito, um unico,
aminoacido predeterminado (e apenas o aminoacido predeterminado) é
substituido posicdo por posicao por toda parte de uma ou mais
regiao(des) definida(s) de um polipeptideo.

[00010] Entretanto, em uma modalidade preferida, o método de LTM
€ melhorado usando-o para identificar aminoacidos funcionais (ou assim
chamadas "zonas quentes") de aminoacidos nao-funcionais (ou assim
chamadas "zonas frias") dentro de um polipeptideo, ou porgédo deste,
para reduzir ainda o numero de residuos a serem alterados de modo a
triar e obter uma propriedade desejada em um polipeptideo.
Consequentemente, o método melhorado de mutagénese look-through
(LTM) (daqui por diante a LTM melhorada sendo referida como LTM2)
leva em consideracao a identificacdo e construgdo de um subconjunto
de moléculas-candidatos representando apenas as alteragdes
funcionais mais relevantes no polipeptideo que depois podem ser
eficientemente triadas isentas de qualquer "ruido". Importantemente, a
LTM2 também leva em consideragao a construciao de uma biblioteca de
LTM2 tendo vantagens superiores sobre as bibliotecas tradicionais
porque ela foi designada a incluir apenas as alteracdes nos residuos de
aminoacido do polipeptideo mais provavel a ter um efeito na fungao do

polipeptideo e portanto, na triagem, mais provavel a produzir um
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polipeptideo alterado tendo uma propriedade realgada. Assim, a LTM2
permite que uma pessoa "examine" as consequéncias estruturais e
funcionais de substituir separadamente um aminoacido predeterminado
em cada posigao de aminoacido funcional dentro de uma regido definida
do polipeptideo, segregando deste modo uma quimica de proteina
especifica a regido definida sem qualquer interferéncia ou "ruido" da
geragdo de analogos de polipeptideo indesejados (isto é, analogos
contendo substituicdes de aminoacido outras que nao aquelas que
seguem o esquema de LTM2) (ver, por exemplo, A figura 1).

[00011] Consequentemente, a presente invencdo leva em
consideracao avaliacdo sistematica altamente eficiente e precisa do
papel de uma mudanca de aminoacido especifica em uma ou mais
regides definidas de um polipeptideo. Isto torna-se particularmente
importante quando da avaliagéo (por mutagcédo) de duas ou mais regioes
definidas, tal que o numero de analogos de polipeptideo necessario
aumenta muito e, assim, a presenga de analogos indesejados também
aumenta. A presente invengcao obvia este problema eliminando-se
completamente os analogos indesejados e, assim, o potencial que
quaisquer mudancas na estrutura ou funcdo da proteina observadas
sdao o resultado de algo mais a substituicgdo do aminoacido
predeterminado. Assim, o efeito de segregar uma quimica de proteina
especifica a onze regides multiplas com uma proteina pode ser
estudado com exatidao e eficiéncia altas. Importantemente, isto inclui
estudar como a mutagénese pode afetar a interacdo de tais regides,
melhorando deste modo a estrutura e a fungao globais da proteina.
[00012] Em uma modalidade particular da invengéo, os métodos da
invencado sao adequados para identificar um motivo quimico particular
gque mapeia a um ou mais residuos ou posi¢cdes de aminoacido
funcionais. O(s) residuo(s) de aminoacido que contribui(em) para um tal

motivo quimico pode(m) ocorrer em uma ou mais posi¢des que Ssao
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contigua, ndo-contigua, dentro de uma ou mais regides de CDR, e/ou
dentro de um ou mais polipeptideos, por exemplo, cadeias de anticorpo
pesadas e leves. Os métodos da invengcdo levam em consideragao a
outra exploracdo de um motivo quimico de modo que eles levam em
consideragdo o teste sistematico (ou perfil quimico) de quimicas de
aminoacido relacionadas na(s) posi¢cao(ées) de aminoacido
selecionada(s) ou regido(des) definida(s). Consequentemente, em uma
modalidade, a invencdo fornece um método para identificar uma
quimica desejada e depois explorar as consequéncias da incorporagao
de quimicas relacionadas ou nao-relacionadas para obter uma
propriedade realgada ou para remover uma propriedade deletéria. As
quimicas da cadeia lateral de aminoacido tipicas adequadas para
perfilar pelos métodos da invengdo sado quimicas da cadeia lateral de
aminoacido polares, positivamente carregadas, negativamente
carregadas, e hidrofobicas. Em uma modalidade, uma quimica
carregada € identificada como residente em um residuo, posicdo de
aminoacido selecionados, ou regido(ées) definida(s) e outros
aminoacidos carregados sao substituidos no lugar do aminoacido
parental tal que uma alteracdo em uma propriedade mensuravel é
obtida. Em uma modalidade preferida, a alteracdo em uma propriedade
mensuravel € uma propriedade realcada em um anticorpo, por exemplo,
ligacédo de antigeno ou fungao efetora melhoradas.

[00013] Consequentemente, a invengao também fornece bibliotecas
de anticorpo compreendendo quimicas do grupo lateral de aminoacido
relacionadas introduzidas em posicdo (6es) de aminoacido
selecionada(s)/regides definidas tendo, por exemplo, quimica
relacionada, para a triagem eficiente de anticorpos com propriedades
melhoradas.

[00014] Em uma outra modalidade da invengdo, a biblioteca de

analogos de polipeptideo € gerada e triada sintetizando-se primeiro
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polinucleotideos individuais que codificam uma regido definida ou
regides de um polipeptideo onde, coletivamente, os polinucleotideos
representam todos os polinucleotideos variantes possiveis de acordo
com os critérios de insercdo descritos aqui. O método € usado para
identificar e distinguir o(s) residuo(s) de aminoacido funcional(is)
(posicdes) do(s) residuo(s) de aminoacido nao-funcional(is) (posi¢des).
Um subconjunto de polinucleotideos variantes € expressado, por
exemplo, usando transcricdo e traducdo in vitro e/ou usando uma
tecnologia de exibigdo, tal como exibicao de ribossomo, exibicdo de
fago, exibicdo bacteriana, exibigcdo de levedura, exibicdo arranjada, ou
qualquer outro sistema de exibicdo adequado conhecido na técnica.
[00015] Os polipeptideos expressados depois sao triados e
selecionados usando ensaios funcionais, tais como ensaios de ligagao
ou ensaios enzimaticos/cataliticos. Em uma modalidade, os
polipeptideos sao expressados em associacdo com o polinucleotideo
que codifica o polipeptideo, deste modo levando em consideracéo a
identificacdo da sequéncia de polinucleotideo que codifica o
polipeptideo. Ainda em uma outra modalidade, os polipeptideos sao
diretamente sintetizados usando a quimica da proteina.

[00016] Ainda em uma outra modalidade da invencao, uma biblioteca
combinatéria benéfica das variagbes da sequéncia de aminoacido de
CDR VL e VH é construida. Esta segunda biblioteca é construida
gerando-se sequéncias de codificacdo tendo, em cada posicdo de
variacdo de aminoacido, codons para o aminoacido do tipo selvagem e
para cada um dos aminoacidos variantes benéficos previamente
identificados nesta posicao.

[00017] Assim, a presente invencdo fornece um método de
mutagénese inteligente que pode ser usada para gerar bibliotecas de
analogos de polipeptideo que sao de um tamanho pratico para a

triagem, em parte, porque as bibliotecas sao destituidas de quaisquer
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peptideos analogos indesejados ou 0 assim chamado ruido. O método
pode ser usado para estudar o papel dos aminoacidos especificos na
estrutura e na funcéo do polipeptideo e para desenvolver polipeptideos
novos ou melhorados tais como anticorpos, fragmentos de ligagéo ou
analogos destes, anticorpos de cadeia simples, anticorpos cataliticos,
enzimas e ligantes. Além disso, o método pode ser realizado com o
beneficio de informacdo a priori, por exemplo, por intermédio de
modelagem por computador, que pode ser usada para selecionar um
subconjunto inicial de analogos de polipeptideo a ser produzido e
estudado usando LTM2.

[00018] Outras vantagens e aspectos da presente invencéo estarédo
facilmente evidentes a partir da descricdo e Exemplos seguintes.

Breve Descricdo das Figuras

[00019] A figura 1 ilustra as vantagens de LTM melhorada (LTM2)

sobre LTM em que os aminoacidos funcionais sdo distinguidos dos

aminoacidos nao-funcionais tal que um subconjunto mais benéfico de
moléculas-candidatas € obtido e triado.

[00020] A figura 2 ilustra um método geral para o uso da reagao em
cadeia de polimerase (PCR) para construir regides definidas de uma
cadeia de anticorpo pesado e leve para identificar os residuos de
aminoacido funcionais, em um contexto genético maior.

[00021] A figura 3 ilustra o arranjo de CDRs de cadeia leve variavel
(VL) e de cadeia pesada variavel (VH) em um contexto genético
anticorpo antiovalbumina sintético de cadeia simples (scFv). Na
aplicagao de LTM, um aminoacido de leucina € introduzido em cada um
dos quatorze residuos 56 a 69 na CDR2 de VH do anticorpo. Para a
aplicacdo de LTM2, apenas aqueles residuos identificados como
funcionais sdo explorados ainda por mutagénese.

[00022] A figura 4 ilustra a reacdo em cadeia de polimerase de

extensao por sobreposicao unica (SOE-PCR) para a producdo de uma
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biblioteca de CDR2 de VH de LTM; a producgao de bibliotecas de CDR
de VH de LTM multiplas; e um arranjo de combinagdes de biblioteca de
LTM contendo tanto CDRs de VH quanto de VL

[00023] A figura 5 ilustra a diversidade das bibliotecas da invengéao
com os eixos x e y da matriz representando as CDRs de cada uma das
cadeias leves e pesadas em que um "0" indica uma CDR do tipo
selvagem e um "1" indica uma CDR mutada e o numero dividido
representando a complexidade da biblioteca de subconjunto resultante
(por exemplo, 4 significa que quatro CDRs s&do simultaneamente
mutadas).

[00024] A figura 6 mostra uma esquematica de um vetor de
expressao de levedura para exibir as proteinas de interesse, por
exemplo, analogos de polipeptideo da invengdo, na superficie de
levedura para a identificacéo eficiente da funcéo (fendtipo) e sequéncia
de codificagédo correspondente (gendtipo).

[00025] A figura 7 representa um grafico de Separador Celular
Ativado por Fluorescéncia (FACS®) da ligacdo de ovalbumina
biotinilada e estreptavidina FITC ao scFv antiovalbumina do tipo
selvagem (linha cinza); vetor pYD1 sozinho (area cinza sélida); e scFv
de controle (linha preta).

[00026] A figura 8 representa os graficos de Separador Celular
Ativado por Fluorescéncia (FACS®) que mostram uma porta de selecéao
(o trapezoide R1) para identificar apenas aqueles clones de LTM que
expressaram a fusdo de scFv com uma afinidade de ligacdo mais alta
para a ovalbumina do que o anticorpo antiovalbumina do tipo selvagem
(painel esquerdo), a distribuicdo das afinidades de ligagcao da biblioteca
de LTM total (painel central), e uma analise de FACS pos classificacéao
(painel direito) para confirmar que > 80 % dos clones antiovalbumina
scFv de pré triagem estavam dentro dos critérios predeterminados.

[00027] A figura 9 ilustra as etapas na triagem de anticorpos scFv

Petica0 870210046495, de 24/05/2021, pég. 17/73



10/54

(por exemplo, antiovalbumina) formados de acordo com a presente
invencéo para a afinidade de ligagcdo melhorada com base na cinética
de ligagdo em equilibrio (por exemplo, para ovalbumina).

[00028] Afigura 10 mostra as curvas de ligagdo em equilibrio para as
células que expressam antiovalbumina scFv antes da selegéo (circulos),
depois de uma rodada de selegao (triangulos claros), depois de duas
rodadas de selegdo (triangulos escuros), e para o anticorpo de
referéncia do tipo selvagem antiovalbumina (quadrados escuros).
[00029] A figura 11 ilustra as etapas tipicas para a triagem de
anticorpos formados de acordo com a presente invencdo quanto a
afinidade de ligagao alta com base na cinética de ligagao particular, por
exemplo, constantes Koff de anticorpo, usando a ovalbumina de
antigeno de teste.

[00030] A figura 12 mostra a identificagdo das propriedades
realcadas em dois clones (isto €, Ko relativa mais alta quando
comparada a um anticorpo de referéncia (quadrado)) usando os
meétodos da invencgéo.

[00031] A figura 13 representa as propriedades realgadas (ver
duplicagdo melhor do que o tipo selvagem) de um subconjunto de clones
melhorados tendo valores de EC50 mais baixos com respeito a um
controle de anticorpo de referéncia do tipo selvagem antiovalbumina
(quadrado).

[00032] Afigura 14 mostra uma matriz representando as posicdes de
aminoacido funcionais (zonas quentes) e nao-funcionais (zonas frias)
de um anticorpo exemplar. As mutagdes associadas com a afinidade
realgcada (em relagdo ao anticorpo do tipo selvagem de referéncia) com
base nos experimentos de ligacdo em equilibrio (ECso) e/ou ligacao
cinética sdo mostradas abaixo de cada posicdo de CDR de Vx e de V..

Descricao Detalhada da Invencao

[00033] De modo a fornecer um entendimento claro do relatorio
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descritivo e reivindicagdes, as definicbes seguintes sdo fornecidas
abaixo.

Definicbes

[00034] Como aqui usado o termo "analogo" refere-se a um
polipeptideo variante ou mutante (ou um acido nucléico que codifica um
tal polipeptideo) tendo uma ou mais substituicbes de aminoacido.
[00035] O termo "molécula de ligagao" refere-se a qualquer molécula
de ligagao, incluindo proteinas, polipeptideos, e peptideos que se ligam
a um substrato ou alvo. Em uma modalidade, a molécula de ligagao é
um anticorpo ou fragmento de ligacdo deste (por exemplo, um
fragmento Fab), anticorpo de dominio unico, anticorpo de cadeia
simples (por exemplo, scFv), ou peptideo capaz de ligar um ligante. Em
uma outra modalidade, a molécula de ligagado, em particular, moléculas
de ligagdo compreendendo regidao(des) de CDR, podem compreender
esqueletos nao-tradicionais ou regioes de estrutura derivados de outros
anticorpos, imunoglobulinas, ou moléculas tipo imunoglobulina (por
exemplo, fibronectina), ou ser em parte ou inteiro, de origem sintética.
[00036] O termo "regido definida" refere-se a uma regiao selecionada
de um polipeptideo. Tipicamente, a regido definida inclui toda ou uma
por¢cao de um sitio funcional, por exemplo, o sitio de ligacdo de um
ligante, o sitio de ligagdo de uma molécula de ligagdo ou receptor, ou
um sitio catalitico. A regidao definida também pode incluir porcoes
multiplas de um sitio funcional. Por exemplo, a regidao definida pode
incluir tudo, uma porcédo, ou por¢cdes multiplas de uma regido que
determina complementaridade (CDR), por exemplo, uma unica regiao
de ligacdo de dominio, ou uma regiao variavel completa de cadeia
pesada e/ou leve (Fv) de um anticorpo. Assim, um sitio funcional pode
incluir uma unica regido ou regides multiplas definidas que contribuem
para a atividade funcional da molécula.

[00037] Os termos "aminoacido(s) funcional(is)" e "aminoacido(s)
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n&do-funcional(is)" referem-se, respectivamente, aos residuos de
aminoacido (ou posicdo do residuo de aminoacido correspondente)
dentro de um polipeptideo (ou porgdo deste) que sdo determinados
(usando, por exemplo, os métodos da invengdo) para contribuir para
uma propriedade ou atividade mensuraveis do polipeptideo.
Consequentemente, um residuo de aminoacido funcional (ou
posicao(des) correspondente(s)) é referido como "zona(s) quente" visto
que ele € um residuo ou posicao de residuo que influencia a atividade
do polipeptideo quando comparado a residuo(s) ou posi¢cao(des) néo-
funcionais que nao influenciam a atividade do polipeptideo e portanto
referido como "zona(s) fria(s)". Um residuo de aminoacido funcional (ou
posicéo) é distinguido de um residuo de aminoacido nao-funcional (ou
posicdo) como sendo adequado para a mutagénese. Tipicamente,
quando aplicando os métodos da invengao para a investigagao de uma
molécula de anticorpo, os residuos de aminoacido que alteram, por
exemplo, a ligagdo de antigeno, s&o considerados residuos/posi¢cdes
funcionais (isto €, zonas quentes) ao passo que os residuos que nao
alteram tal ligacao séao referidos como residuos/posi¢cdes nao-funcionais
(isto é, zonas frias).

[00038] O termo ‘"propriedade mensuravel" refere-se a uma
propriedade ou atividade funcione de um polipeptideo (ou por¢éo deste)
que pode ser medida, determinada, ou ensaiada quanto a, usando
técnicas-padrao e incluem, atividade de ligagao, atividade de cinase,
atividade catalitica, atividade térmica, ou estabilidade enzimatica. As
propriedades mensuraveis de polipeptideos que s&o polipeptideos de
ligagdo de antigeno, por exemplo, anticorpos, tipicamente incluem
especificidade de ligacdo, avidez de ligagao, afinidade de ligagao,
ligagdo do receptor Fc, glicosilagdo, ligagdo do complemento,
estabilidade de meia-vida, solubilidade, atividade térmica, atividade

catalitica, e estabilidade enzimatica.
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[00039] O termo "mutagénese look-through" ou "LTM" refere-se a um
método para introduzir um aminoacido predeterminado essencialmente
em cada posi¢cdo dentro de uma regido definida (ou varias regides
diferentes) da sequéncia de aminoacido de um polipeptideo. Uma
biblioteca de polipeptideo € gerada contendo analogos de polipeptideo
que individualmente ndao tém mais do que um aminoacido
predeterminado, mas que coletivamente tém o aminoacido
predeterminado em cada posigao dentro da(s) regido(des) definida(s).
[00040] O termo "mutagénese look-through melhorada" ou "LTM2"
refere-se a LTM conduzida de modo a identificar ou distinguir os
residuos de aminoacido funcionais (zonas quentes) dos residuos de
aminoacido nao-funcionais (zonas frias). Consequentemente, o método
de LTM2 leva em consideragao introduzir seletivamente um aminoacido
predeterminado nas posi¢cdes de residuo de aminoacido funcionais
dentro de um polipeptideo (ou porcédo deste). As bibliotecas de LTM2
correspondentes portanto sdo enriquecidas por polipeptideos analogos
tendo alteracbes de aminoacido mais provaveis a conferir uma
propriedade alterada ou realgada. A LTM2 pode ser realizada
subsequente a LTM ou fundamentada em informacao a priori como para
a funcionalidade de um residuo de aminoacido ou posicao de residuo
dados.

[00041] O termo "biblioteca" refere-se a duas ou mais moléculas
mutagenizadas de acordo com o0 método da invengao. As moléculas da
biblioteca podem estar na forma de polinucleotideos, polipeptideos,
polinucleotideos e polipeptideos, polinucleotideos e polipeptideos em
um extrato livre de célula, ou como polinucleotideos e/ou polipeptideos
no contexto de um fago, células procariéticas, ou em células
eucaridticas. As bibliotecas da invengdo podem conter 2 ou mais
moléculas ou analogos de polipeptideo, por exemplo cerca de 2 a 10,

cerca de 10 a 50, cerca de 50 a 102, cerca de 103, cerca de 104, cerca
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de 105, cerca de 106, cerca de 107, cerca de 108, cerca de 109, cerca
de 1010, cerca de 1011, cerca de 1012, cerca de 1013, ou mais, ou
qualquer intervalo ou faixa do precedente.

[00042] O termo "mutagenizando" refere-se a alteracdo de uma
sequéncia de aminoacido. Isto pode ser obtido alterando-se ou
produzindo-se um acido nucléico (polinucleotideo) capaz de codificar a
sequéncia de aminoacido alterada, ou pela sintese direta de um
polipeptideo alterado usando a quimica da proteina.

[00043] O termo "mutagénese" refere-se, a menos que de outro
modo especificado, a qualquer técnica reconhecida no ramo para alterar
uma sequéncia de polinucleotideo ou polipeptideo. Os tipos preferidos
de mutagénese incluem mutagénese por conducdo (WTM),
mutagénese por condugdo benéfica, mutagénese look-through (LTM),
mutagénese look-through melhorada (LTM2), ou combinagdes destes.

[00044] O termo "mutagénese benéfica combinatoéria" refere-se a
uma biblioteca de combinacdo de sequéncias de codificacdo que
codifica misturas degeneradas de variagbes da sequéncia de
aminoacido de CDR de VL e/ou de VH inicialmente identificadas da
triagem de mutagénese de aminoacido LTM predeterminada como
tendo uma alteracdo em uma propriedade mensuravel. No método de
mutacado benéfica combinatéria, as sequéncias de codificacdo de
oligonucleotideo s&o geradas que representam as combinagdes destas
mutacdes benéficas identificadas por LTM. Estas combinacdes podem
ser combinagdes de mutacdes benéficas diferentes dentro de uma unica
CDR, mutacdes dentro de duas ou mais CDRs dentro de uma unica
cadeia de anticorpo, ou mutagdes dentro das CDRs de cadeias de
anticorpo diferentes.

[00045] O termo "polinucleotideo(s)" refere-se aos acidos nucléicos
tais como moléculas de DNA e moléculas de RNA e analogos destas

(por exemplo, DNA ou RNA gerados usando analogos de nucleotideo
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ou usando quimica do acido nucléico). Como desejado, os
polinucleotideos podem ser fabricados sinteticamente, por exemplo,
usando a quimica do acido nucléico reconhecida na técnica ou
enzimaticamente usando, por exemplo, uma polimerase. As
modificagbes tipicas incluem metilacdo, biotinilacdo, e outras
modificagcdes conhecidas na técnica. Além disso, a molécula de acido
nucléico pode ser de fita simples ou de fita dupla e, onde desejado,
ligada ou associada (por exemplo, covalentemente ou nao-
covalentemente) a uma porgéo detectavel.

[00046] O termo "polinucleotideo variante" refere-se a um
polinucleotideo que codifica um andlogo de polinucleotideo
correspondente (ou porgdo deste) da invengdo. Assim, o0s
polinucleotideos variantes contém um ou mais cédons que foram
mudados para resultar na expressdo de um aminoacido diferente.
[00047] O termo "polipeptideo(s)" refere-se a dois ou mais
aminoacidos unidos por uma ligagdo de peptideo, por exemplo,
peptideos (por exemplo, de 2 a ~ 50 residuos de aminoacido), assim
como sequéncias de peptideo mais longas por exemplo, sequéncias de
proteina que tipicamente compreendem as sequéncias de aminoacido
de somente 50 residuos de aminoacido a mais do que 1.000 residuos
de aminoacido.

[00048] O termo "mistura" refere-se a combinacédo de variantes de
polinucleotideo ou analogos de polipeptideo para formar bibliotecas
representando a mutagénese look-through (LTM) ou mutagénese look-
through melhorada (LTM2) de uma regido de polipeptideo inteira. As
moléculas podem estar na forma de um polinucleotideo e/ou
polipeptideo e podem coexistir na forma de uma sub-biblioteca, como
moléculas em um suporte solido, como moléculas em solugado, e/ou
como moléculas em um ou mais organismos (por exemplo, fago, células

procaridticas, ou células eucarioticas).
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[00049] O termo "aminoacido predeterminado” refere-se a um
residuo de aminoacido selecionado quanto a substituicio em cada
posicdo dentro de uma regido definida de um polipeptideo a ser
mutagenizado. Este nao inclui a(s) posigao(s) dentro da regido que ja
(por exemplo, naturalmente) contém o aminoacido predeterminado e,
assim, que nao precisa ser substituida com o aminoacido
predeterminado. Consequentemente, cada analogo de polinucleotideo
gerado de acordo com a presente invengdo ndo contém mais que um
residuo de "aminoacido predeterminado” em uma regido definida
fornecida. Entretanto, coletivamente, a biblioteca de analogos de
polipeptideo gerados contém o aminoacido predeterminado em cada
posicdo dentro da regido que é mutagenizada, e em uma modalidade
preferida, em posicdes de aminoacido determinadas serem funcionais
(zonas quentes). Tipicamente, um aminoacido predeterminado é
selecionado quanto a um tamanho ou quimica particulares usualmente
associados com o grupo lateral do aminoacido. Os aminoacidos
predeterminados adequados incluem, por exemplo, glicina e alanina
(estericamente pequena); serina, treonina e cisteina (nucleofilica);
valina, leucina, isoleucina, metionina e prolina (hidrofébico); fenilalanina,
tirosina e triptofano (aromatico); aspartato e glutamato (acido);
asparagina, glutamina, e histidina (amida); e lisina e arginina (basica).
O uso de residuos de aminoacido nao-tradicionais (por exemplo,
homocisteina) também esta dentro do escopo da invencéo e pode ser
introduzido usando quaisquer técnicas reconhecidas no ramo.

Descricao Detalhada

[00050] O estudo das proteinas tem revelado que certos
aminoacidos desempenham um papel crucial em sua estrutura e funcgao.
Por exemplo, parece que apenas um numero discreto de aminoacidos
participa na ligacdo de um anticorpo a um antigeno ou esta envolvido

no evento catalitico de uma enzima.
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[00051] Ainda que seja claro que certos aminoacidos sao criticos a
atividade ou funcao das proteinas, € dificil identificar quais aminoacidos
estdo envolvidos, como eles estdo envolvidos, e quais substituicdes
podem melhorar a estrutura ou funcdo da proteina. Em parte, isto &
devido a complexidade da configurag&o espacial das cadeias laterais de
aminoacido em polipeptideos e a relacdo mutua de porcdes diferentes
do polipeptideo que contribuem para formar um sitio funcional. Por
exemplo, a relacdo mutua entre as seis CDRs das regides de cadeia
pesada e leve variaveis de um anticorpo contribui para a bolsa de
ligacédo de antigeno ou ligante.

[00052] Os métodos de mutagénese prévios, tais como mutagénese
seletiva (dirigida ao sitio) e mutagénese por saturagéo, sdo de utilidade
limitada para o estudo da estrutura e fungao em vista do enorme numero
de variacbes possiveis em polipeptideos complexos. Isto é
especialmente verdade contanto que as combinagdes desejaveis sao
frequentemente acompanhadas pela presenca de vastas quantidades
de combinagdes indesejaveis ou o assim chamado ruido.

[00053] O meétodo desta invengao fornece um método sistematico,
pratico, e altamente preciso para avaliar o papel de aminoacidos
particulares e sua posigdo, dentro de uma regido definida de um
polipeptideo, na estrutura ou fungao do polipeptideo e, assim, para
produzir polipeptideos melhorados.

1. Selecionando uma Regido Definida

[00054] De acordo com a presente invengao, uma regiao ou regides
definidas dentro de uma proteina sdo selecionadas quanto a
mutagénese. Tipicamente, acredita-se que as regides sejam
importantes a estrutura e a funcéo da proteina. Isto pode ser deduzido,
por exemplo, de quais aspectos estruturais e/ou funcionais sao
conhecidos ou pode ser deduzido da comparacdo da(s) regiao(des)

definida(s) ao que € conhecido do estudo de outras proteinas, e pode
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ser auxiliado por informacdo por moldagem. Por exemplo, a regido
definida pode ser uma que tem um papel em um sitio funcional, por
exemplo, em ligagdo, catalise, ou uma outra fungdo. Em uma
modalidade, a regido definida € uma regido de hiperligagdo ou regido
que determina complementaridade (CDR) de uma molécula de ligagao
de antigeno (ver, por exemplo, A figura 1). Em uma outra modalidade, a
regidao definida € uma porgdo de uma regido que determina
complementaridade (CDR). Em outras modalidades, duas ou mais
regides definidas, por exemplo, CDRs ou por¢des destas, sé&o
selecionadas quanto a mutagénese.

2. Selecionando um Residuo de Aminoacido Predeterminado

[00055] O residuo de aminoacido escolhido para a substituicdo
dentro da(s) regido(des) definida(s) no geral é selecionado daqueles
conhecidos estarem envolvidos na estrutura ou funcéo de interesse. Os
vinte aminoacidos que ocorrem naturalmente diferem com respeito a
sua cadeia lateral. Cada cadeia lateral é responsavel por propriedades
quimicas que tornam cada aminoacido unico. Para o propdsito de alterar
a ligagao ou criar novas afinidades de ligacao, qualquer um ou todos os
vinte aminoacidos que ocorrem naturalmente no geral podem ser
selecionados, assim como residuos de aminoacido nao-tradicionais (por
exemplo, homocisteina). Assim, os métodos anteriores de mutagénese,
gue criaram vastos numeros de analogos para cada substitui¢cao, foram
nao praticos para avaliar o efeito na ligagao da proteina de substituigdo
de cada um dos vinte aminoacidos. Ao contrario, os métodos da
presente invengdo criam um numero pratico de analogos para cada
substituicdo de aminoacido e, assim, leva em consideragao a avaliagao
de uma variedade maior de quimicas de proteina dentro de uma regiao
ou regides segregadas de uma proteina.

[00056] Ao contrario da ligagao da proteina, apenas um subconjunto

de residuos de aminoacido tipicamente participa em eventos
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enzimaticos ou cataliticos. Por exemplo, a partir das propriedades
quimicas das cadeias laterais, apenas um numero selecionado de
aminoacidos naturais preferencialmente participam em eventos
cataliticos. Tais grupamentos de quimicas da cadeia lateral de
aminoacido sdo uteis para selecionar um residuo de aminoacido
apropriado para o uso no perfil quimico de um residuo ou posicédo de
aminoacido particular. Estes aminoacidos pertencem ao grupo de
aminoacidos polares e neutros tais como Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, e Cys,
ao grupo de aminoacidos carregados, Asp e Glu, Lys e Arg, e
especialmente ao aminoacido His. Outras cadeias laterais polares e
neutras sao aquelas de Cys, Ser, Thr, Asn, Gln e Tyr. Gly também ¢é
considerado ser um membro incerto deste grupo. Ser e Thr
desempenham um papel importante em formar ligagcées de hidrogénio.
Thr tem uma assimetria adicional no carbono beta, portanto apenas um
dos estereoisbmeros € usado. A amida acida Gln e Asn também pode
formar ligagdes de hidrogénio, os grupos amido funcionando como
doadores de hidrogénio e os grupos carbonila funcionando como
aceitantes. GIn tem mais um grupo CH2 do que Asn que torna o grupo
polar mais flexivel e reduz sua interagdo com a cadeia principal. Tyr tem
um grupo hidroxila muito polar (OH fendlica) que pode dissociar em
valores de pH altos. Tyr comporta-se um pouco como uma cadeia lateral
carregada; suas ligagdes de hidrogénio sdo muito fortes.

[00057] Os acidos polares neutros sao encontrados na superficie
assim como dentro de moléculas de proteina. Como residuos internos,
eles usualmente formam ligacdes de hidrogénio entre si ou com a
cadeia principal de polipeptideo. Cys podem formar pontes de
dissulfeto.

[00058] A histidina (His) tem uma cadeia lateral heterociclica
aromatica com um valor de pK de 6,0. Na faixa de pH fisiolégico, seu

anel de imidazol pode ser ndo carregado ou carregado, depois de
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absorver um ion hidrogénio da solugao. Visto que estes dois estados
estao prontamente disponiveis, His € muito adequado para catalisar as
reacdes quimicas. Ele € encontrado na maioria dos centros ativos de
enzimas, por exemplo, serina proteases.

[00059] Asp e Glu sédo negativamente carregados no pH fisiolégico.
Por causa de sua cadeia lateral curta, o grupo carboxila de Asp € muito
rigido com respeito a cadeia principal. Isto pode ser a razdo porque o
grupo carboxila em muitos sitios cataliticos € fornecido por Asp e nao
por Glu. Os acidos carregados no geral sdo encontrados na superficie
de um polipeptideo.

[00060] Além disso, Lys e Arg sao encontrados na superficie. Eles
tém cadeias laterais longas e flexiveis apresentando rotédmeros
multiplos de energias similares. Em varios casos, Lys e Arg tomam parte
na formagao de pontes de sal internas ou eles ajudam na catalise. Por
causa de sua exposicao na superficie do polipeptideo, Lys € um residuo
mais frequentemente reconhecido pelas enzimas que modificam a
cadeia lateral ou clivam a cadeia de peptideo na extremidade carbonila
dos residuos de Lys.

[00061] Embora a quimica do grupo lateral de um aminoacido possa
guiar a selegao de um residuo de aminoacido predeterminado, a
caréncia de uma quimica do grupo lateral desejada pode ser um critério
para excluir um residuo de aminoacido para o uso como 0 aminoacido
predeterminado. Por exemplo, os aminoacidos estericamente pequenos
e quimicamente neutros, tais como alanina, podem ser excluidos da
Mutagénese look-through para carecer de uma quimica desejada.

3. Sintetizando Bibliotecas de Analogo de Polipeptideo.

[00062] Em uma modalidade, uma biblioteca de analogos de
polipeptideo € gerada para a triagem sintetizando-se oligonucleotideos
individuais que codificam a regiao definida do polipeptideo e ndo tém

mais do que um codon para o aminoacido predeterminado. Isto é
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realizado incorporando-se, em cada posicdo do cédon dentro do
oligonucleotideo o cédon necessario para a sintese do polipeptideo do
tipo selvagem ou um cédon para o aminoacido predeterminado. Isto
difere dos oligonucleotideos produzidos na mutagénese por saturagéo,
mutagénese aleatdria, ou mutagénese por condugédo em que, para cada
oligonucleotideo, apenas uma mutagdo, como oposta as mutagoes
multiplas é feita.

[00063] Os oligonucleotideos podem ser produzidos individualmente
e depois misturados ou combinados como desejado. Quando o cédon
da sequéncia do tipo selvagem e o cdédon para o aminoacido
predeterminado sdo os mesmos, nenhuma substituicio é feita.

[00064] Consequentemente, o numero de posi¢cdes de aminoacido
dentro da regido definida determinara o numero maximo de
oligonucleotideos fabricados. Por exemplo, se cinco posi¢cdes de codon
forem alteradas com o aminoacido predeterminado, entdo cinco
polinucleotideos mais um polinucleotideo representando a sequéncia de
aminoacido do tipo selvagem sao sintetizados. Duas ou mais regides
simultaneamente podem ser alteradas. Em uma modalidade, os
residuos de aminoacido (posi¢cdes) dentro da regido definida que séo
mutagenizados s&o residuos de aminodacido funcionais (posi¢cdes). Em
uma outra modalidade, os residuos de aminoacido funcionais (posi¢coes)
sao exclusivamente mutagenizados.

[00065] A mistura de oligonucleotideos para a geragao da biblioteca
pode ser sintetizada facilmente por métodos conhecidos para a sintese
de DNA. O método preferido envolve o uso de quimica de beta-cianoetil
fosforamidita de fase solida. Ver a Pat. U.S. No 4.725.677. Por
conveniéncia, um instrumento para a sintese de DNA automatizada
pode ser usado contendo vasos de reagente especifico de nucleotideos.
Os polinucleotideos também podem ser sintetizados para conter sitios

de restricdo ou sitios de hibridizacdo de iniciador para facilitar a
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introducdo ou a montagem dos polinucleotideos representando, por
exemplo, uma regido definida, em um contexto genético maior.

[00066] Os polinucleotideos sintetizados podem ser inseridos em um
contexto genético maior do polipeptideo que € mutagenizado usando-
se técnicas de engenharia genética padrdao. Por exemplo, os
polinucleotideos podem ser fabricados para conter sitios de
reconhecimento de flanqueamento para as enzimas de restricdo. Ver
Crea, R., Patente U.S. N2 4.888.286. Os sitios de reconhecimento sédo
designados a corresponder aos sitios de reconhecimento que existem
naturalmente ou sado introduzidos no gene proximo a regido de
codificacdo de DNA. Depois da conversao na forma de fita dupla, os
polinucleotideos sao ligados no gene por técnicas-padrdao. Por meio de
um vetor apropriado (incluindo, por exemplo, vetores de fago,
plasmideos) os genes podem ser introduzidos em um extrato isento de
célula, fago, célula procariética, ou célula eucariética adequados para a
expressao dos polipeptideos mutantes.

[00067] Nos casos onde a sequéncia de aminoacido do polipeptideo
a ser mutagenizado é conhecida ou onde a sequéncia de DNA é
conhecida, a sintese genética € um método possivel. Por exemplo, os
polinucleotideos parcialmente de sobreposigao, tipicamente cerca de 20
a 60 nucleotideos em comprimento podem ser projetados. Os
polinucleotideos internos depois sao fosforilados anelados ao seu
parceiro complementar para fornecer uma molécula de DNA de fita
dupla com as extensdes de fita simples Uteis para outro anelamento. Os
pares anelados depois podem ser misturados juntos e ligados para
formar uma molécula de fita dupla de tamanho natural (ver, por exemplo,
A figura 8). Os sitios de restricdo convenientes podem ser projetados
proximo as extremidades do gene sintético para a clonagem em um
vetor adequado. As moléculas de tamanho natural podem ser clivadas

com aquelas enzimas de restricao e ligadas em um vetor adequado. Os
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sitios de restricdo convenientes também podem ser incorporados na
sequéncia do gene sintético para facilitar a introdugédo dos cassetes
mutagénicos.

[00068] Como uma alternativa para os polinucleotideos de
sintetizagdo que representam o gene de fita dupla de tamanho natural,
os polinucleotideos que parcialmente sobrepéem em suas
extremidades 3' (isto €, com extremidades 3'complementares) podem
ser montados em uma estrutura intervalada e depois enchidos com uma
polimerase adequada para fabricar um gene de fita dupla de tamanho
natural. Tipicamente, os polinucleotideos de sobreposicao sédo de 40 a
90 nucleotideos em comprimento. Os polinucleotideos prolongados
depois sao ligados. Os sitios de restricdo convenientes podem ser
introduzidos nas extremidades e/ou internamente para propodsitos de
clonagem. Seguindo a digestdo com uma enzima ou enzimas de
restricdo apropriadas, o fragmento de gene é ligado em um vetor
adequado. Alternativamente, o fragmento de gene pode ser ligado na
extremidade cega em um vetor apropriado.

[00069] Nestes métodos, se os sitios de restricdo convenientes
estiverem disponiveis (naturalmente ou engenheirados) seguindo a
montagem de gene, os polinucleotideos degenerados podem ser
introduzidos subsequentemente clonando-se o cassete em um vetor
apropriado. Alternativamente, os polinucleotideos degenerados podem
ser incorporados no estagio da montagem de gene. Por exemplo,
guando ambas as fitas do gene s&o completa e quimicamente
sintetizados, os polinucleotideos degenerados de sobreposicédo e
complementares podem ser produzidos. Os pares complementares
anelarao entre si.

[00070] Quando os polinucleotideos parcialmente de sobreposigao
sdo usados na montagem de gene, um conjunto de nucleotideos

degenerados também pode ser diretamente incorporado ao invés de um
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dos polinucleotideos. A fita complementar apropriada € sintetizada
durante a reacdo de extensdo a partir de um polinucleotideo
parcialmente complementar da outra fita por extensdo enzimatica com
uma polimerase. A incorporagéo dos polinucleotideos degenerados no
estagio de sintese também simplifica a clonagem onde mais do que um
dominio ou regido definida de um gene sdo mutagenizados.

[00071] Em um outro método, o gene de interesse esta presente em
um plasmideo de fita simples. Por exemplo, o gene pode ser clonado
em um vetor de fago ou um vetor com uma origem de fago filamentosa
de replicagdo que permite a propagagao das moléculas de fita simples
com o uso de um fago ajudante. O modelo de fita simples pode ser
anelado com um conjunto de polinucleotideos degenerados
representando as mutagcbes desejadas e alongado e ligado, assim
incorporando cada fita analoga em uma populagdo de moléculas que
podem ser introduzidas em um hospedeiro apropriado (Sayers, J. R. et
al., Nucleic Acids Res. 16: 791-802 (1988)). Este método pode evitar as
etapas de clonagem multiplas onde os dominios multiplos sao
selecionados quanto a mutagénese.

[00072] A metodologia de reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
também pode ser usada para incorporar os polinucleotideos em um
gene. Por exemplo, os polinucleotideos por si s6 podem ser usados
como iniciadores para a extensao. Neste método, os polinucleotideos
gue codificam os cassetes mutagénicos que correspondem a regiao
definida (ou por¢ao desta) sdo complementares entre si, pelo menos em
parte, e podem ser prolongados para formar um cassete genético
grande usando uma polimerase, por exemplo, usando amplificacdo de
PCR (ver, por exemplo, A figura 2).

[00073] O tamanho da biblioteca variara dependendo do
comprimento e numero de regides e aminoacidos dentro de uma regiao

gue sao mutagenizados. Preferivelmente, a biblioteca sera designada a
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conter menos do que 1015, 1014, 1013, 1012, 1011, 1010, 109, 108,
107, e mais preferivelmente, 106 analogos de polipeptideo ou menos.
[00074] A descricdo acima tem centrado na mutagénese dos
polipeptideos e Dbibliotecas de polipeptideos alterando-se o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo correspondente. E
entendido, entretanto, que o escopo da invengao também abrange os
métodos de mutagenizar os polipeptideos por sintese direta dos
analogos de polipeptideo desejados usando a quimica da proteina. Em
realizar este método, os polipeptideos resultantes incorporam ainda as
caracteristicas da invencdo exceto que o uso de um intermediario de
polinucleotideo é eliminado.

[00075] Para as bibliotecas descritas acima, se na forma de
polinucleotideos e/ou polipeptideos correspondentes, é entendido que
as bibliotecas também podem ser fixadas a um suporte sélido, tal como
um microchip, e preferivelmente arranjadas, usando as técnicas
reconhecidas no ramo.

4. Sistemas de Expressao e Triagem

[00076] As bibliotecas de polinucleotideos geradas por qualquer uma
das técnicas acima ou outras técnicas adequadas podem ser
expressadas e triadas para identificar os analogos de polipeptideo tendo
estrutura e/ou atividade desejadas. A expressdo dos analogos de
polipeptideo pode ser realizada usando qualquer sistema de exibicao
de expressdo adequado conhecido na técnica incluindo, mas nao
limitado a sistemas de exibi¢ao de extrato isento de célula (por exemplo,
exibicdo de ribossomo e sistemas de exibigdo arranjada (por exemplo,
microarranjada ou macroarranjada)), sistemas de exibicao bacteriana,
sistemas de exibicao de fago, células procaridticas, e/ou células
eucarioticas (por exemplo, sistemas de exibicao de levedura).

[00077] Em uma modalidade, os polinucleotideos s&do engendrados

para servir como modelos que podem ser expressados em um extrato
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livre de célula. Os vetores e extratos como descritos, por exemplo nas
Patentes U.S. Nos 5.324.637; 5.492.817; 5.665.563, podem ser usados
e muitos estdo comercialmente disponiveis. A exibi¢gado de ribossomo e
outras técnicas isentas de célula para ligar um polinucleotideo (isto €,
um genotipo) a um polipeptideo (isto é, um fendtipo) podem ser usadas,
por exemplo, Profusion® (ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos
6.348.315; 6.261.804; 6.258.558; e 6.214.553).

[00078] Alternativamente, os polinucleotideos da invencdo podem
ser expressados em um sistema de expressao procariotica conveniente
tal como o sistema de expresséao de E. coli bacteriana, tal como aquele
descrito por Pluckthun e Skerra. (Pluckthun, A. e Skerra, A., Meth.
Enzymol. 178: 476-515 (1989); Skerra, A. et al., Biotechnology 9: 273-
278 (1991)). As proteinas mutantes podem ser expressadas quanto a
secre¢ao no meio e/ou no citoplasma das bactérias, como descrito por
M. Better e A. Horwitz, Meth. Enzymol. 178: 476 (1989). Em uma
modalidade, os unicos dominios que codificam Vu e V. sdo, cada um,
fixados a extremidade 3' de uma sequéncia que codifica uma sequéncia
de sinal, tal como a sequéncia de sinal ompA, phoA ou pelB (Lei, S. P.
et al., Bacteriol. 169: 4379 (1987)). Estas fusdes de gene sdo montadas
em uma construcido dicistrébnica, de modo que elas podem ser
expressadas a partir de um unico vetor, e secretadas no espacgo
periplasmatico de E. coli onde elas reduplicardo e poderdao ser
recuperadas na forma ativa. (Skerra, A. et al., Biotechnology 9: 273-278
(1991)). Por exemplo, os genes de cadeia pesada de anticorpo podem
ser concorrentemente expressados com genes de cadeia leve de
anticorpo para produzir o anticorpo ou fragmentos de anticorpo.
[00079] Ainda em uma outra modalidade, os polinucleotideos podem
ser expressados em células eucaritticas tais como levedura usando,
por exemplo, a exibicdo de levedura como descrito, por exemplo, nas
Patentes U.S. N%6.423.538; 6.331.391; e 6.300.065. Neste método, os
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analogos de polipeptideo da biblioteca s&o fundidos a um polipeptideo
que é expressado e exibido na superficie da levedura. Outras células
eucaribticas para a expressao dos polipeptideos da invencédo também
podem ser usadas tais como células mamiferas, por exemplo, células
de mieloma, células de hibridoma, ou células do ovario de hamster
Chinés (CHO). Tipicamente, os analogos de polipeptideo quando
expressados em células mamiferas sdo designados a ser expressados
no meio de cultura, ou expressados na superficie de uma tal célula. O
anticorpo ou fragmentos de anticorpo podem ser produzidos, por
exemplo, como moléculas de anticorpo inteiras ou como fragmentos de
VH e de VL individuais, fragmentos Fab, dominios unicos, ou como
anticorpos de cadeia simples (scFv) (ver Huston, J. S. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 (1988)).

[00080] A triagem dos analogos de polipeptideo expressados (ou
polipeptideos produzidos pela sintese direta) pode ser feita por
quaisquer meios apropriados. Por exemplo, a atividade de ligagao pode
ser avaliada por imunoensaio padrdo e/ou cromatografia por afinidade
e a atividade catalitica pode ser determinada por ensaios adequados
para a conversao do substrato. A triagem dos analogos de polipeptideo
da invencao quanto a funcgao proteolitica pode ser realizada usando um
ensaio de placa de hemoglobina padrao como descrito, por exemplo, na
Patente U.S. N2 5.798.208.

5. Mutagénese look-through Melhorada Auxiliada por Modelagem por

Computador
[00081] A mutagénese look-through da invengao também pode ser

conduzida com o beneficio da informacao estrutural ou por moldagem
que dizem respeito aos analogos de polipeptideo a serem gerados, tal
que o potencial para gerar os analogos tendo a fungdo melhorada
desejada é aumentado. A informacdo estrutural ou por moldagem

também pode ser usada para guiar a selecdo de aminoacido
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predeterminado para introduzir nas regides definidas. Ainda mais, os
resultados reais obtidos com os analogos de polipeptideo da invengéo
podem guiar a seleg¢do (ou exclusao) de polipeptideos subsequentes a
serem fabricados e triados em uma maneira iterativa.
Consequentemente, a informacgao estrutural ou por moldagem pode ser
usada para gerar subconjuntos iniciais de analogos de polipeptideo para
0 UsoO na invengao, deste modo aumentando ainda a eficiéncia de gerar
polipeptideos melhorados.

[00082] Em uma modalidade particular, a modelagem in silico é
usada para eliminar a produg¢ao de qualquer analogo de polinucleotideo
prognosticado a ter estrutura e/ou fungéo deficientes ou indesejadas.
Deste modo, o numero de analogos de polipeptideo a serem produzidos
pode ser repentinamente reduzido aumentando deste modo a relagao
sinal/ruido em ensaios de triagem subsequentes. Em uma modalidade
particular, os residuos de aminoacido funcionais (posi¢cées) ou zonas
quentes sdo identificados como adequados para a mutagénese ao
passo que os residuos de aminoacido nao-funcionais (posi¢gdes) ou
zonas frias, sdo excluidos. Em uma outra modalidade particular, a
modelagem in silico € continuamente atualizada com informacgéo por
moldagem adicional, de qualquer fonte relevante, por exemplo, de
sequéncia de gene e proteina e bases de dados tridimensionais e/ou
resultados de analogos previamente testados, de modo que a base de
dados in silico torna-se mais precisa em sua capacidade profética.
[00083] Ainda em uma outra modalidade, a base de dados in silico é
fornecida com os resultados do ensaio dos analogos de polipeptideo
previamente testados e categoriza os analogos, com base no critério ou
critérios de ensaio, como respondedores ou nao-respondedores, por
exemplo, como analogos de polipeptideo que se ligam bem ou nao tao
bem ou como sendo enzimaticos/cataliticos ou ndo téo

enzimaticos/cataliticos. Deste modo, a mutagénese da invencao pode
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igualar uma faixa de resposta funcional com informagao estrutural
particular e usar tal informagéo para guiar a produgao de analogos de
polipeptideo futuros a serem testados. Consequentemente, o método é
especialmente adequado para triar o anticorpo ou fragmentos de
anticorpo quanto a uma fungao particular, tal como afinidade de ligagao
(por exemplo, especificidade), estabilidade (por exemplo, meia-vida)
e/ou fungao efetora (por exemplo, ativagédo do complemento e ADCC)
alvejando-se as zonas quentes quanto a mutagénese.
Consequentemente, a mutagénese de residuos ndo-contiguos dentro
de uma regido pode ser desejavel se ela for conhecida, por exemplo,
através da modelagem in silico, que certos residuos na regido nao
participardo na fungdo desejada. A estrutura coordenada e a relagéo
mutua espacial entre as regides definidas, por exemplo, os residuos de
aminoacido funcionais nas regides definidas do polipeptideo, por
exemplo, o(s) aminoacido(s) predeterminado(s) que foi(foram)
introduzido(s), podem ser consideradas e modeladas. Tais critérios de
modelagem incluem, por exemplo, quimica do grupo lateral do residuo
de aminoacido, distancias atémicas, dados de cristalografia, etc.
Consequentemente, o numero de analogos de polipeptideo a serem
produzidos pode ser inteligentemente minimizado.

[00084] Em uma modalidade preferida, uma ou mais das etapas
acima sao auxiliadas por computador. O método também ¢é acessivel
para ser realizado, em parte ou no total, por um dispositivo, por exemplo,
um dispositivo conduzido por computador. Consequentemente, as
instrugbes para realizar o método, em parte ou no total, podem ser
conferidas a um meio adequado para o uso em um dispositivo eletrénico
para realizar as instrugdes. Em resumo, os métodos da invengao séo
aperfeicoaveis a um método de rendimento alto compreendendo
software (por exemplo, instrucdes legiveis por computador) e hardware

(por exemplo, computadores, robdética e chips).
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6. Explorando a Quimica Combinatéria das Regides Multiplas Definidas
[00085] A presente invengao fornece a vantagem importante de levar
em consideragdo a avaliagdo por mutagénese de varias regides ou
dominios diferentes de um polipeptideo simultaneamente. Isto pode ser
feito usando o mesmo aminoacido predeterminado ou um diferente
dentro de cada regidao, permitindo a avaliagdo de substituicbes de
aminoacido em regides conformacionalmente relacionadas, tais como
as regides que na reduplicagédo do polipeptideo, s&o associadas para
preparar um sitio funcional (por exemplo, o sitio de ligacdo de um
anticorpo ou o sitio catalitico de uma enzima). Isto, por sua vez, fornece
um modo eficiente para criar sitios funcionais novos ou melhorados.
[00086] Por exemplo, as seis CDRs de um anticorpo que preparam
0s unicos aspectos do sitio de ligacdo de antigeno (regido Fv), podem
ser mutagenizadas simultaneamente, ou separadamente dentro das
cadeias VH ou VL, para estudar a relacdo mutua tridimensional de
aminoacidos selecionados neste sitio. Em uma modalidade, a quimica
combinatéria de trés ou mais regides definidas é sistematicamente
explorada usando mutagénese look-through, e preferivelmente seis
regides definidas, por exemplo, as seis CDRs de uma regiao variavel de
cadeia pesada e leve de anticorpo. Para realizar a mutagénese look-
through em uma CDR, tipicamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, ou mais posi¢cbes de
aminoacido sao alteradas. Os residuos de aminoacido funcionais depois
sdo distinguidos dos residuos de aminoacido nao-funcionais e
identificados como adequados para outra mutagénese.

[00087] Consequentemente, a presente invencao abre novas
possibilidades para o projeto de muitos tipos diferentes de polipeptideos
novos e melhorados. O método pode ser usado para aperfeicoar uma
estrutura ou funcéo existentes de uma proteina. Por exemplo, um sitio

de ligacdo para um anticorpo ou fragmento de anticorpo pode ser
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introduzido ou afinidade por um antigeno preexistente, funcao efetora
e/ou estabilidade melhorada. Alternativamente, a introducdo de
aminoacidos adicionais "cataliticamente importantes" em um dominio
catalitico de uma enzima pode ser realizada resultando em uma
atividade catalitica modificada ou realcada para um substrato.
Alternativamente, estruturas, especificidades ou atividades inteiramente
novas podem ser introduzidas em um polipeptideo. A sintese de novo
da estabilidade enzimatica também pode ser obtida. As novas estruturas
podem ser construidas na "estrutura" natural ou de consenso de uma
proteina existente por mutagdo apenas das regides relevantes (por
exemplo, residuos de aminoacido funcionais (posi¢des)) pelo método
da invencao.

7. Mutagénese look-through Melhorada (LTM2) para Fabricar

Anticorpos Novos ou Melhorados

[00088] O método desta invencgao é especialmente util para modificar
moléculas de anticorpo. Como aqui usado, as moléculas de anticorpo
ou anticorpos referem-se aos anticorpos ou por¢oes destes, tais como
anticorpos de tamanho natural, moléculas Fv, ou outros fragmentos de
anticorpo, cadeias individuais ou fragmentos destes (por exemplo, uma
unica cadeia de Fv), anticorpos de cadeia simples (por exemplo, scFv),
e anticorpos quiméricos. As alteragbes podem ser introduzidas na
regiao variavel e/ou na regido de estrutura (constante) de um anticorpo.
A modificagdo da regido variavel pode produzir anticorpos com
melhores propriedades de ligacdo de antigeno, e, se desejado,
propriedades cataliticas. A modificacdo da regido de estrutura também
pode levar a melhora de propriedades fisico-quimicas, tais como
solubilidade ou estabilidade (por exemplo, meia-vida), que sao
especialmente uteis, por exemplo, na produgcdo comercial,
biodisponibilidade, funcado efetora (por exemplo, ativacdo do

complemento e/ou ADCC) e afinidade de ligagdo (por exemplo,
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especificidade) para o antigeno. Tipicamente, a mutagénese alveja a
regidao Fv da molécula de anticorpo, isto €, a estrutura responsavel pela
atividade de ligagdo de antigeno que € composta de regides variaveis
de duas cadeias, uma da cadeia pesada (V1) e uma da cadeia leve (VL).
Em particular, a mutagénese alveja residuos de aminoacido funcionais
(posicdes) que foram determinados contribuir para uma propriedade
mensuravel do anticorpo (por exemplo, ligagdo de antigeno, ligagao do
receptor Fc, etc.). Uma vez que as caracteristicas de ligagdo de
antigeno desejadas sdo identificadas, a(s) regido(des) variavel(is)
podem ser engenheiradas em uma classe de anticorpo apropriada tal
como IgG, IgM, IgA, IgD, ou IgE.

8. Mutagénese look-through Melhorada (LTMZ2) para Fabricar/Melhorar

os Polipeptideos Cataliticos/Enzimaticos

[00089] O método da invengao também é particularmente adequado
para o projeto de proteinas cataliticas, particularmente anticorpos
cataliticos. Presentemente, os anticorpos cataliticos podem ser
preparados por uma adaptacao de técnicas de fusdo de célula somatica
padrao. Neste processo, um animal € imunizado com um antigeno que
€ parecido com o estado de transi¢do do substrato desejado para induzir
a produgao de um anticorpo que se liga ao estado de transig¢ao e catalisa
a reacgao. As células que produzem anticorpo s&o colhidas do animal e
fundidas com uma célula de imortalizacdo para produzir células
hibridas. Estas células depois sdo triadas quanto a secre¢éao de um
anticorpo que catalisa a reagdo. Este processo € dependente da
disponibilidade de analogos do estado de transigcdo de um substrato. O
processo pode ser limitado porque tais analogos sao provaveis a ser
dificeis para identificar ou sintetizar na maioria dos casos.

[00090] O método da invengao fornece um método diferente que
elimina a necessidade por um analogo do estado de transicdo. Pelo

método da invencdo, um anticorpo pode ser feito catalitico pela
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introducdo de aminoacidos adequados no sitio de ligagdo de uma
imunoglobulina (regido Fv). A regido do sitio de ligagéo de antigeno (Fv)
€ composta de seis algas hipervariaveis (CDR), trés derivadas da cadeia
pesada (H) de imunoglobulina e trés da cadeia leve (L), que conecta as
fitas beta dentro de cada subunidade. Os residuos de aminoacido das
alcas de CDR contribuem quase inteiramente para as caracteristicas de
ligacdo de cada anticorpo monoclonal especifico. Por exemplo, triades
cataliticas (compreendendo dos residuos de aminoacido serina,
histidina, e acido aspartico) modeladas depois que as serina proteases
podem ser criadas nos segmentos hipervariaveis da regido Fv de um
anticorpo com afinidade conhecida pela molécula de substrato e triadas
quanto a atividade proteolitica do substrato. Em uma modalidade
preferida, os residuos de aminoacido funcionais (posi¢cdes) que foram
determinados contribuir para uma propriedade mensuravel do anticorpo,
por exemplo, atividade catalitica, sdo alvejados.

[00091] Em particular, o método da invencao pode ser usado para
produzir muitas enzimas ou anticorpos cataliticos diferentes, incluindo
oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases.
Entre estas classes, de importancia particular sera a producado de
proteases, carboidrases, lipases, dioxigenases e peroxidases
melhoradas. Estas e outras enzimas que podem ser preparadas pelo
método da invengao tém aplicagdes comerciais importantes para as
conversoes enzimaticas no cuidado da saude, cosméticos, alimentos,
bebida fermentada, detergentes, ambiente (por exemplo, tratamento de
agua residual), agricultura, curtume, tecidos, e outros processos
quimicos. Estes incluem, mas nao sao limitados a aplicagdes de
diagndstico e terapéuticas, conversdes de gorduras, carboidratos e
proteina, degradacao de poluentes organicos e sintese de produtos
quimicos. Por exemplo, as proteases terapeuticamente eficazes com

atividade fibrinolitica, ou atividade contra estruturas virais necessaria
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para a infecciosidade, tais como proteinas de revestimento viral, podem
ser engenheiradas. Tais proteases podem ser agentes antitrombaoticos
ou agentes antivirais uteis contra virus tais como, por exemplo, HIV,
rinovirus, influenza ou hepatite. No caso das oxigenases (por exemplo,
dioxigenases), uma classe de enzimas que requerem um cofator para a
oxidagao de anéis aromaticos e outras ligagdes duplas, as aplicagbes
industriais em processos de biodespolpagem, conversao de biomassa
em combustiveis ou outros produtos quimicos, conversido de
contaminantes de agua residual, bioprocessamento do carvao, e
desintoxicagdo de compostos organicos perigosos sao aplicagdes
possiveis das novas proteinas. A identificacdo de melhoras para o
precedente é expedida pelos métodos da invengdo alvejando-se
preferencialmente os residuos de aminoacido funcionais (posi¢coes) que
Sao mais provaveis contribuir para a atividade ou propriedade desejadas
para as quais as melhoras sao procuradas.

9. Métodos Combinatdérios de Mutagénese

[00092] No método de mutacdo benéfica combinatéria, as
sequéncias de codificacdo sdo geradas que representam combinagoes
das mutacdes benéficas identificadas por LTM. Estas combinagdes
podem ser combinagcdes de mutacdes benéficas diferentes dentro de
uma unica CDR, mutacdes dentro de duas ou mais CDRs dentro de uma
unica cadeia de anticorpo, ou mutagdes dentro das CDRs de cadeias
de anticorpo diferentes.

[00093] Um método combinatorio € parecido com o método de WTM
exceto que as substituicdes de cédon selecionadas dentro das CDRs
sao as substituicbes de aminoacido benéficas diferentes identificadas
por LTM. Assim, nem toda posicdo de residuo em uma CDR de
anticorpo contera uma mutacgao, e algumas posi¢cdes terdo aminoacidos
diferentes multiplos substituidos nesta posi¢cdo. Em toda parte, muitas

se nao todas, combinagdes de mutagdes benéficas dentro de uma CDR
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ou uma cadeia de anticorpo serao representadas por pelo menos uma
das sequéncias de codificacado na biblioteca. Como mostrado na Tabela
1, esta biblioteca de sequéncia de codificacdo pode ser preparada por
uma modificacdo do método de WTM, exceto que ao invés de colocar
cédons para um unico aminoacido em cada posigao diferente na regido
de codificagao variavel, os cédons que sao introduzidos sdo aqueles
correspondendo a todas as mutagdes benéficas detectadas no método
de LTM. De modo a manter o tamanho desta biblioteca manejavel, as
mutacdes podem ser limitadas a uma das duas cadeias pesadas ou
leves apenas.

[00094] Em um segundo método, os fragmentos de gene individuais
contendo uma unica regido CDR, e tendo uma variagéo de cédon que
codifica todas as combinacdes de mutacdes benéficas dentro da CDR
reconstruida, por exemplo, por métodos de embaralhamento de gene,
para produzir sequéncias de codificacdo de cadeia VL e VH tendo
combinagdes de mutacdes benéficas em todas as CDRs de uma cadeia
dada ou todas as CDRs em ambas as cadeias.

[00095] Uma biblioteca combinatéria de mutacées também pode ser
gerada por métodos de embaralhamento de gene conhecidos, tal como
detalhado no pedido de patente U.S. 2003/005439A1, e Patente U.S.
No 6.368.861, e (Stemmer WP (1994) Proc Natl Acad Sci 91(22): 10747-
51), todos dos quais s&o incorporados aqui por referéncia. O método
envolve a digestdo de DNase | limitada dos clones de mutacdo mista
coletados para produzir um conjunto de fragmentos de gene aleatérios
de varios tamanhos predeterminados (por exemplo, 50 a 250 pares de
base). Os fragmentos depois sao primeiro desnaturados e os varios
fragmentos separados depois sdo deixados reassociar com base nas
regides complementares homologas. Desta maneira, os fragmentos
renaturados podem incorporar CDRs de mutagao mista diferentes nos

segmentos reagrupados que depois sdo prolongados por SOE-PCR
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como acima, € uma quimera reagrupada depois pode incorporar, em um
minimo, pelo menos dois conjuntos de mutagdes mistas de CDR
benéfica de cada doador de fonte de DNA parental.

[00096] A presente invencdo € ilustrada ainda nos exemplos
seguintes, que ndo devem ser interpretados como limitantes.

Exemplificacao

[00097] Por todos os exemplos, os materiais e métodos seguintes
foram usados a menos que de outro modo estabelecidos.

Materiais e Métodos

[00098] No geral, a pratica da presente invengéao utiliza, a menos que
de outro modo indicado, técnicas convencionais da quimica, biologia
molecular, tecnologia de DNA recombinante, tecnologia de PCR,
imunologia (especialmente, por exemplo, tecnologia de anticorpo),
sistemas de expressao (por exemplo, expressao livre de célula, exibicao
de fago, exibigédo de ribossomo, e Profusion®), e qualquer cultura celular
necessaria que estejam dentro da habilidade da técnica e sejam
explicados na literatura. Ver, por exemplo, Sambrook, Fritsch e Maniatis,
Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); DNA
Cloning, Vols. 1 e 2, (D.N. Glover, Ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis
(M.J. Gait, Ed. 1984); PCR Handbook Current Protocols in Nucleic Acid
Chemistry, Beaucage, Ed. John Wiley & Sons (1999) (Editor); Oxford
Handbook of Nucleic Acid Structure, Neidle, Ed., Oxford Univ Press
(1999); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et
al., Academic Press (1990); PCR Essential Techniques: Essential
Techniques, Burke, Ed., John Wiley & Son Ltd (1996); The PCR
Technique: RT-PCR, Siebert, Ed., Eaton Pub. Co. (1998); Antibody
Engineering Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S.,
Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practical Approach
(Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996);
Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow et al., C.S.H.L. Press, Pub.
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(1999); Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John
Wiley & Sons (1992); Large-Scale Mammalian Cell Culture Technology,
Lubiniecki, A., Ed., Marcel Dekker, Pub., (1990). Phage Display: A
Laboratory Manual, C. Barbas (Ed.), CSHL Press, (2001); Antibody
Phage Display, P O'Brien (Ed.), Humana Press (2001); Border et al.,
Yeast surface display for screening combinatorial polypeptide libraries,
Nature Biotechnology, 15(6): 553-7 (1997); Border et al., Yeast surface
display for directed evolution of protein expression, affinity, and stability,
Methods Enzymol., 328: 430-44 (2000); ribosome display como descrito
por Pluckthun et al. na Patente U.S. N2 6.348.315, e Profusion® como
descrito por Szostak et al. nas Patentes U.S. N2 6.258.558; 6.261.804;
e 6.214.553.

Construcdo do Gene de Teste

[00099] As sequéncias de Fab do tipo selvagem de ovalbumina
foram usadas como padrbes para as por¢des de V. e V1 (SEQ ID NOS:
1 e 2 respectivamente) para a construgdo de scFv usando PCR e
iniciadores apropriados (SEQ ID NOS: 11 e 12) e oligonucleotideos VH
(SEQ ID NOS: 13 a 14). As reagdes e PCR consistiram em 2 yL cada
uma de 10 uM estoque de oligonucleotideo, 0,5 puLde Pfx DNA
polimerase (2,5 U/uL), 5 yL de tampéo de Pfx, 1 uyL de dNTP a 10 mM,
1 uL de MgSO4 a 50 mM e aqui conduzidas a 37,5 uL de dH20 a 94°C
durante 2 min, seguido por 24 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, e 1
min a 68°C seguido por incubacdo a 68°C durante 5 min. Os
oligonucleotideos foram sintetizados no Oligossintetizador 3900 da
Syngen Inc. (San Carlos, CA).

[000100] As reacbes de VL e Vy e PCR acima depois foram
separadamente extraidas e purificadas (kit de purificagdo de PCR
Qiagen como pelas instrugdes do fabricante) e uma aliquota (1 yL) de
cada reacao foi combinada em um novo tubo. Por meio da sequéncia

ligante na extremidade 3' do oligonucleotideo “reverso” de Vu (SEQ ID
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NOS: 14) e na extremidade 5' do oligonucleotideo "direto" de V. (SEQ
ID NOS: 11), a ligacdo complementar deixada para a reagdo de
montagem de PCR de extensdo de sobreposi¢cdo unica (SOE-PCR)
para gerar a scFv de ovalbumina de tamanho natural. A reagcéo de PCR
de scFv de ovalbumina foi extraida e purificada (Qiagen) para a digestao
por endonuclease EcoR | e Not | subsequente (New England Biolabs
como pelas dire¢des do fabricante). A scFv de ovalbumina de tamanho
natural € subclonada no vetor pYD1 e sequenciada para confirmar que
nenhuma mutacgao, delegcéo ou insercao foi introduzida (SEQ ID NO: 18)
das PCRs acima. Uma vez que verificou-se a sequéncia, a ovalbumina
de V4 e Vi de tamanho natural serve como o padrao do tipo selvagem
para as estratégias subsequentes das bibliotecas de LTM de
construgao.

Condicdes de PCR Adicionais e Projeto Iniciador

[000101] As condi¢des de reacao para PCR T1 e T2 sao; 5 pL de
mistura de oligonucleotideo a 10 uM, 0,5 uL de Pfx DNA polimerase (2,5
U/ uL), 5 pL de tampéo de Pfx (Invitrogen), 1 uyL de dNTP a 10 mM, 1
ML de MgSO4 a 50 mM e 37,5 pL de dH20 a 94°C durante 2 min, seguido
por 24 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, e 1 min a 68°C e depois

incubados durante 68°C durante 5 min. As reagdes sao realizadas

usando um ciclo térmico programavel (MJ Research). As reagdes T1 e
T2 e PCR foram purificadas com gel (Qiagen) e aliquotas equimolares
de ambas foram combinadas para SOE-PCR.

[000102] A SOE-PCR é um método rapido e simples para combinar os
fragmentos de DNA que nédo requerem sitios de restricao,
endonucleases de restricdo, ou DNA ligase. Os produtos de PCR T1 e
T2 sado designados a compartilhar sequéncias complementares de
sobreposicao na extremidade (Figura 4) que hibridizariam e permitiriam
a extensao de PCR para produzir um gene scFV de ovalbumina de LTM

de tamanho natural (Figs. 2 e 4). A reagao de extensdo de PCR de scFv
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usou aliquotas de T1 e T2 (aproximadamente 2 pyL cada) com 0,5 uL de
Pfx DNA polimerase (2,5 U/uL), 5 uL de tampé&o de Pfx (Invitrogen), 1
ML de ANTP a 10 mM, 1 uL de MgS0O4 a 50 mM e 37,5 pL de dH20 a
94°C durante 2 min, seguido por 20 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C,
e 1 min a 68°C e depois incubada por 68°C durante 5 min.

[000103] Um conjunto de iniciadores senso de EcoR | 5' especifico de
extremidade de ovalbumina (SEQ ID NO: 18) e antissenso de Not | 3'
de ovalbumina (SEQ ID NO: 19) foram adicionados para facilitar a
amplificagdo e incorporacéo de ovalbumina de LTM dos sitios de enzima
de restricdo nos amplicons de PCR (Figura 4). A reagao de extenséo de
PCR consistiu em 4 uL de estoque de oligonucleotideo a 10 uM, 0,5 uL
de Pfx DNA polimerase (2,5 U/uL), 5 uL de tampéo de Pfx (Invitrogen),
1 yL de dNTP a 10 mM, 1 pL de MgSO4 a 50 mM e 37,5 ul de dH20 a
94°C durante 2 min, seguido por 24 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C,
e 1 min a 68°C e depois incubada por 68°C durante 5 min.

Clonagem do Produto de PCR em um Vetor de Expressao de Célula de
Levedura pYD1

[000104] O plasmideo receptor pYD1 (Figura 6) para a expressao

antiovalbumina scFv foi preparado a partir de um hospedeiro de E. coli
por purificacdo de plasmideo (Qiagen), digerindo com as enzimas de
restricdo, EcoRI e Notl, e no fim desfosforilado com fosfatase alcalina
intestinal de bezerro. A ligagcao do vetor pYD1 e os produtos de SOE-
PCR acima (digeridos por EcoRI e Notl), antes da transformacéao de E.
coli subsequente (DH5a) realizada usando técnicas-padréo.

Sistema de Expressao de Célula de Levedura

[000105] O pYD1 (Figura 6) € um vetor de expressao designado para
exibir proteinas de interesse na superficie extracelular de
Saccharomyces cerevisiae. Subclonando-se o gene de scFv em pYD1,
scFvs tornam-se uma proteina de fusdo com o receptor de aglutinina

AGAZ2 permitindo secrecao e exibicao da superficie celular.
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Transformacdo das Células Hospedeiras de Levedura com Construtos
de AGA2-scFv de pYD1

[000106] As células hospedeiras de levedura competentes (500 pl)
foram preparadas como pelas instrugdes do fabricante (Zymo Research
Frozen-EZ Yeast Kit). Brevemente, 500 ul de células competentes foram
misturados com 10 a 15 ug de DNA da biblioteca de scFv de pYPD1
depois dos quais 5 ml de solucdo EZ3 foram adicionados. A mistura
celular depois foi incubada durante 45 minutos a 30°C com mistura
ocasional (trés vezes). As células transformadas foram centrifugadas e
recolocadas em suspensdo em meios de selegdo de (glicose
(Invitrogen).

Inducdo de AGA2-scFv

[000107] As células foram induzidas depois do crescimento em meios

de selecao de glicose a 30°C sob condi¢gbes de agitacdo e aeragao
durante 48 horas até que o ODesoo = 7 (ODeoo = 1 representa 107
células/ml). Em particular, as células foram coletadas e recolocadas em
suspensao em meios de selecao/indugao de galactose (Invitrogen), até
que um ODsoo = 0,9 fosse atingido depois de 48 horas a 20°C. A
expressdo da proteina de fusdao Aga2-scFv de pYD1 foi firmemente
regulada pelo promotor de GAL1 e depende da galactose disponivel no
meio para a inducao do promotor de GAL1.

Preparacido de Ovalbumina Biotinilada

[000108] A biotinilagao da ovalbumina de antigeno-alvo foi realizada
de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Molecular Probes
FluoReporter Biotin-XX Labeling Kit (cat N° F-2610)). Brevemente, 300
ML de ovalbumina de estoque de 1 mg/mL (Sigma), foram adicionados
a 30 pyL de Tampao de Bicarbonato de Sédioa 1 M no pH 8,3 e 5,8 uL
de solugdo de Biotina-XX (20 mg/ml de solugdo de Biotina-XX em
DMSO). A mistura depois foi incubada durante 1 hora a 25°C transferida

a um tubo de filtro de micron, centrifugada, e a concentrag&o da proteina
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foi determinada por absorbancia de luz em OD2so.

Monitoramento de FACS da Expressdo de AGA2-scFv e Ligacdo de

Ovalbumina

[000109] Para monitorar a inducdo e a expressdo do construto de
scFv, uma aliquota de células de levedura (8 x 10° células em 40 uL) do
meio de cultura foi coletada por centrifugagao durante 5 minutos a 2300
rom. O fluido sobrenadante foi aspirado e depois o pélete celular lavado
com 200 puL de tampé&o de PBS/BSA resfriado em gelo (PBS/BSA 0,5%
em p/v). As células foram repeletizadas e o sobrenadante removido
antes da ressuspensdo em 100 ul de tampao contendo a ovalbumina
biotinilada (200 nM). As células foram deixadas ligar-se a ovalbumina a
20°C durante 45 minutos depois dos quais elas foram lavadas duas
vezes com tampao de PBS/BSA antes da adigdo e incubagdo com
estreptavidina-FITC (2 mg/L) durante 30 minutos em gelo. Uma outra
rodada de lavagem em tampao foi realizada antes da ressuspensao final
em um volume de 400 pyL em PBS/BSA. As células depois foram
analisadas em FACSscan (Becton Dickinson) usando o pacote de
software CellQuest.

EXEMPLO 1

MUTAGENESE  LOOK-THROUGH  MELHORADA PARA O
DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS DE AFINIDADE ALTA

[000110] Neste exemplo, a mutagénese look-through melhorada de

um anticorpo scFv exemplar é descrita.

[000111] Brevemente, mutagénese look-through melhorada (LTM) foi
usada para identificar as mutacées de CDR de VH e de V. nas regides
de CDR de V4 e de Vi de um anticorpo que realga a afinidade de ligagao
para um antigeno escolhido, isto é, para identificar os residuos de
aminoacido funcionais (posi¢cdes) ou zonas quentes que comunicam
atividade de ligacdo. O propédsito da mutagénese look-through

melhorada (LTM2) é introduzir uma substituicdo selecionada em
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posi¢des alvejadas em uma regido de um polipeptideo, por exemplo, as
regides de CDR da cadeia de anticorpo variavel. Inicialmente, as
bibliotecas de codificacdo tanto para as cadeias Vv quanto V. foram
construidas. As sequéncias de aminoacido das cadeias VL e VHx do
anticorpo antiovalbumina de referéncia foram identificadas (ver as SEQ
ID NOS: 3 a 4) e uma biblioteca de sequéncias de partida para as
regides de CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia Vu de antiovalbumina
identificada pelas SEQ ID NOS: 5, 6 e 7, respectivamente, e aquelas
para as regides de CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia V. identificada
pelas SEQ ID NOS: 8, 9, e 10, foram selecionadas. Adicionalmente,
cada biblioteca da sequéncia de codificacdo de Vn ou de VL contém
mutagdes para um aminoacido funcional representativo selecionado em
uma, duas, ou todas as trés CDRs na cadeia selecionada.

[000112] Os aminoacidos predeterminados do segmento de CDR2 de
Vh DINPSNGYTIYNQKFKG) (posicbes 56 a 69) da secdo de Vu de
ovalbumina do tipo selvagem SLEWIG-DINPSNGYTIYNQKFKG-
FKGKATL, foram selecionados para a analise. As sequéncias de
polipeptideo SLEWIG e KATLTVD sao porcdes das estruturas de Vn 2
e 3 respectivamente flanqueando CDR2 de VH. No projeto e na sintese
de oligonucleotideos de LTM de CDR de VH e de Vi, os comprimentos
da sequéncia de estrutura de flanqueamento de aproximadamente 21
pares de base levam em consideracéo a sobreposicdo complementar e
SOE-PCR. Um oligonucleotideo de referéncia que codifica a sequéncia
de CDR-H2 do tipo selvagem acima (em negrito) (SEQ ID NO: 16)
contendo as porg¢des de flanqueamento de V12 e VK3 (letras minusculas
abaixo) € mostrado abaixo:

5'-agc ctt gag tgg att gga-GAT ATT AAT CCT AGC AAT GGT TAT ACT
ATC TAC AAC CAG AAG TTC AAG GGC-ttc aag ggc aag gcc aca ttg-
3

[000113] ALTM de leucina de CDR2 de VH envolve substituir em série
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apenas uma leucina de uma vez, em cada uma ou em uma pluralidade
de posi¢des de CDR2. A figura 3 ilustra a aplicagdo de LTM para
introduzir um aminoacido de leucina em cada um dos quatorze residuos
(posicdes 56 a 69) na regido de CDR2 de VH de antiovalbumina de scFv.
Em realizar a LTM de leucina, quatorze oligonucleotideos separados
que codificam todas as variantes posicionais de leucina de CDR2 VH
possiveis foram sintetizadas (SEQ ID NOS: 17 a 33) com cada uma
tendo apenas um codon de reposi¢ao de leucina (em negrito) limitado
pela sequéncia de antiovalbumina do tipo selvagem. Um total de
quatorze peptideos diferentes depois sdo gerados, e nenhuma
sequéncia "indesejada" ou de substituicdo multipla é produzida.
[000114] Em uma alternativa para introduzir a leucina a uma
"pluralidade de posi¢cdes", uma pessoa pode escolher nao incluir um ou
mais dos oligonucleotideos de LTM de CDR2 acima.
Consequentemente, por exemplo, os oligonucleotideos de LTM (SEQ
ID NOS: 20 e 21) para as posigdes 59 e 60 respectivamente podem ser
excluidos e assim a mutagénese look-through melhorada (LTM2)
apenas seria realizada nas posicoes 56 a 58 e 61 a 69. Com base nas
combinacgdes diferentes de usar uma "pluralidade de posicdes", as
permutacdes de LTM2 podem ser realizadas sem necessariamente
restringir a cada e toda posi¢ao dentro de uma CDR.

[000115] O método em fabricar a biblioteca de CDR2 de LTM ¢é
resumido nas Figs. 2 e 4. As reagdes separadas de PCR, T1 e T2, sédo
realizadas usando o FR1 senso (SEQ ID NO: 34) e FR2 antissenso
(SEQ ID NO: 35) de pares de iniciadores e os acima oligonucleotideos
de leucina de LTM de CDR-2 mistos (SEQ ID NO: 18 a 33) com o
iniciador antissenso FR4 (SEQ ID NO: 36) respectivamente. O FR1
senso do iniciador contém sequéncias do terminal 5 do gene de
ovalbumina e o FR2 antissenso contém a sequéncia antissenso do

terminal 3' da estrutura de ovalbumina 2 de modo que a CDR1 de
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ovalbumina, regides de estrutura 1 e 2 foram amplificadas na reacao de
PCR T1 (Figs. 2A e 2B). O iniciador FR4 AS contém a sequéncia
antissenso do terminal 3' do gene de ovalbumina, os oligonucleotideos
de LTM de CDR2 contém as sequéncias do terminal $' da regido de
CDR2 de ovalbumina com as muta¢des de cdédon de LTM de CDR2
incorporadas para amplificar a porcdo remanescente da ovalbumina
(fragmento CDR2, FR3, CDR3, FR4 e o segmento de V. inteiro)
enquanto concorrentemente incorporando o(s) codon(s) mutagénico(s).
[000116] As mutagcbes de CDR Duplas e Triplas (em combinagdes
diferentes de CDR1, 2, e 3) foram criadas como acima, mas ao invés de
usar o gene de ovalbumina do tipo selvagem como um padrao de PCR,
uma biblioteca de ovalbumina de LTM previamente gerada foi
selecionada. Por exemplo, para criar cadeias Vi em que tanto CDR1
quanto CDR2 sdo mutadas com a CDR3 do tipo selvagem e segmentos
de VL, os genes mutantes de CDR2 de LTM previamente construidos
foram usados como padrdoes e depois SOE-PCR foi conduzida para
incorporar os oligonucleotideos de CDR1 para gerar as mutagdes de
LTM Dupla (resumido nas Figuras 2 e 4).

[000117] Neste exemplo, areacédo de PCR T3 usou o FR1 senso (SEQ
ID NO: 34) e FRS antissenso (SEQ ID NO: 37) de pares iniciadores para
amplificar a regido de estrutura 1 (FR 1). A reagcado de PCR T4 usou os
oligonucleotideos de histidina de LTM de CDR1 mistos (SEQ ID NO: 38
a 41) com o iniciador antissenso FR4 (SEQ ID NO: 36) para amplificar
as porgdes de FR2, LTM de CDR2, FR3, CDR3, FR4 e VL
remanescentes de ovalbumina (Figura 4). As reacdes T3 e T4 e PCR
depois foram purificadas e aliquotas equimolares de ambas foram
combinadas para SOE-PCR (Figura 4) para produzir uma biblioteca de
ovalbumina LTM dupla de His CDR1 e Leu CDR2 de scFv. Um conjunto
de iniciadores senso de Eco RI 5' especifico de extremidade de

ovalbumina (SEQ ID NO: 13) e antissenso de Notl 3' de ovalbumina
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(SEQ ID NO: 12) depois foram adicionados para facilitar a amplificagao
e clonagem de ovalbumina de LTM no vetor de expressao pYPDI.
[000118] A biblioteca de LTM dupla de His CDR1 e Leu CDR2 depois
foi usada como padrdes para incorporar ainda os oligonucleotideos de
CDRS3 de LTM para fabricar as bibliotecas de LTM de CDR Tripla.
Utilizando-se progressivamente as bibliotecas de LTM unica e dupla de
partida, um arranjo mais complexo de combinagdes de biblioteca de
LTM tanto na CDR de Vx quanto V. foi desenvolvido. Por exemplo, uma
vez que a biblioteca de CDR1, CDR2, e CDR3 de LTM Tripla de VH foi
construida, projetada como o padrao de biblioteca 111 na linha de topo
da figura 5, a introdugdo de CDR1 de V. de LTM nos padrdes 111 de V4
produz uma biblioteca de 4 CDRs de LTM (Figura 5).

[000119] O grafico de FACS mostrado nA figura 7 ilustra que as
moléculas de ligacdo de scFv de ovalbumina foram geradas na
construgcado da biblioteca precedente. Em particular, as moléculas de
ovalbumina biotinilada e estreptavidina FITC (a linha "verde")
produziram uma resposta de sinal de pico uma magnitude mais alta
comparada ao sinal do vetor pYD1 vazio com ovalbumina biotinilada e
estreptavidina FITC (area sombreada escura).

EXEMPLO 2

TRIAGEM DA BIBLIOTECA DE RENDIMENTO ALTO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS COM PROPRIEDADES
REALCADAS

[000120] Neste exemplo, a triagem de rendimento alto de anticorpos

exemplares de cadeia simples com propriedades realgadas, € descrita.
[000121] A figura 9 descreve um esquema generalizado para
enriquecer os clones de ligacdo de afinidade alta especificos da
ovalbumina a partir da biblioteca de scFv de LTM2 heterogénea. Depois
da inducdo em meio de galactose, a biblioteca de célula de levedura

(107) foi ressuspensa em tampao de PBS/BSA (volume total de 500 pL).
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A ovalbumina biotinilada foi adicionada a suspensao de levedura para
uma concentracgéo final de 50 nM e incubada a 25°C durante 2 a 3 horas
com agitagdo. As células de levedura foram peletizadas, lavadas 3
vezes, e ressupensas em 300 pyL de tampéo de PBS/BSA resfriado em
gelo de tampdo com 1 x 108 contas magnéticas revestidas com
estreptavidina adicionadas. A mistura celular de conta foi incubada em
gelo durante 2 minutos com mistura suave por inversao para formar um
complexo de ligagédo consistindo em células que expressam scFv com
afinidade alta por levedura, ovalbumina biotinilada, e contas magnéticas
revestidas com estreptavidina. A coluna (tubos) contendo complexos de
ligacédo depois foi aplicada ao retentor de coluna magnético durante 2
minutos depois dos quais o sobrenadante foi removido por aspiracéo. A
coluna foi removida do retentor magnético, e 300 uL de PBS/BSA
resfriado em gelo foram adicionados para ressuspender a ligagdo. Os
complexos de ligagao foram lavados novamente de modo a remover
aqueles clones de scFv de afinidade baixa e outras células nao
especificamente ligadas.

[000122] A coluna depois foi removida do retentor magnético depois
do que 1 ml de meios de seleg¢ao de glicose foi adicionado as células de
levedura recuperadas durante uma incubacao de 4 horas a 30°C. O
retentor magnético depois foi reaplicado ao tubo de cultura para remover
quaisquer contas magnéticas remanescentes. A cultura de levedura
depois foi cultivada em meios de selegao de glicose a 30°C durante 48
horas antes da induc&o de scFv em meios de selecao de galactose. Na
segunda rodada de selegao, a concentracdo de ovalbumina depois foi
diminuida de 10 nM para 0,5 nM. A ligacao de ovalbumina, formacéao de
complexo, e enriquecimento e recrescimento de célula de levedura
foram realizados como descrito acima. Para a terceira rodada de
selecao final, a concentracdo de ovalbumina foi mais reduzida para 0,1
nM.
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[000123] Aligacao de EC50 de ovalbumina, ou "aptidao" de cada uma
das rodadas acima de enriquecimento progressivo foi avaliada por
FACS (ver A figura 8). Os resultados mostrados na figura 8 ilustram que
a biblioteca de levedura de CDR2 de LTM VH inicialmente transformada,
sem nenhuma selegcdo anterior (circulos fechados), assim como a
aptidao global em termos de percentagem de aglutinantes (eixo y). Os
clones que expressam antiovalbuminas de scFv funcionais e sua
afinidade, como medido pela EC50 de ovalbumina (eixo x), foram
inferiores comparados ao anticorpo do tipo selvagem antiovalbumina.
Entretanto, depois de uma rodada de selegdo (10 nM), a curva de
"aptidao" (triangulos claros) melhorou no percentual de aglutinantes e a
ECso para a ligagao de ovalbumina estava na mesma faixa de nM como
a ovalbumina do tipo selvagem. Depois da segunda rodada de selecao
(0,1 nM), a populagdo enriquecida (tridngulos escuros) exibiu uma
"aptidao" global que aproximou-se aquela da ovalbumina do tipo
selvagem (quadrados solidos) (Figura 10). As células de levedura
recuperadas da segunda rodada de enriquecimento depois foram
plagueadas em meios sélidos de modo a isolar os clones individuais
quanto a analise da ligacao individual e determinagao de sequéncia.

[000124] Em uma metodologia alternativa, as bibliotecas de célula de
levedura de LTM2 foram enriquecidas quanto aos clones de
antiovalbumina de scFv de afinidade alta por FACS. A construcao, a
transformacédo, a propagagdao de meios liquidos e a inducdo da
biblioteca foram realizadas como acima. Depois da indugéo de scFv, as
células foram incubadas com ovalbumina biotinilada em concentragdes
de saturagéo (400 nM) durante 3 horas a 25°C. Depois da lavagem das
células, uma observacdo a frio de 40 horas usando ovalbumina nao-
rotulada (1 uM) a 25°C foi realizada. As células depois foram lavadas
duas vezes com tampao de PBS/BSA, rotuladas com anti-HIS-FITC (25

nM) de Estreptavidina PE (2 mg/mL) durante 30 minutos em gelo,
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lavadas e ressuspensas como descrito acima para a analise de FACS.
[000125] A antiovalbumina do tipo selvagem foi inicialmente analisada
por FACS para fornecer um padrdao de sinal de referéncia para a
classificagdo de FACS da biblioteca de levedura de LTM (Figura 8,
painel esquerdo). A partir do grafico de FACS de ovalbumina, uma porta
de selecao (o trapezoide R1) foi esbogada para obter apenas aqueles
clones que expressaram a fusdo de scFv (como detectado por anti-HIS-
FITC) e concomitantemente exibiria uma afinidade de ligagdo mais alta
para a ovalbumina (um sinal de PE mais forte) comparada a
antiovalbumina do tipo selvagem. A figura 8 (painel central) demonstra
que aproximadamente 5 % da biblioteca de LTM total triada foram
selecionados pela porta R1. Depois da coleta por FACS destes clones
de antiovalbumina de scFv alto, uma analise de FACS poés classificagao
(Figura 8, painel direito) foi realizada para confirmar que > 80 % dos
clones de antiovalbumina de scFv pré-triagem estavam dentro dos
critérios predeterminados. Os clones de scFv classificados por FACS
depois foram cultivados em meios de selecao de glicose a 30°C durante
48 horas e plaqueados em meios solidos para isolar os clones
individuais. Os clones depois foram cultivados em meios de seleg¢ao de
glicose, reinduzidos em meios de selegcao de galactose, e analisados
quanto a suas caracteristicas de ECso e/ou Ko

EXEMPLO 3

TRIAGEM DA BIBLIOTECA DE RENDIMENTO ALTO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS COM TAXAS DE Ko
MELHORADAS

[000126] Neste exemplo, a triagem de rendimento alto de anticorpos

exemplares de cadeia simples com taxas de Koff realgadas, € descrita.
[000127] Brevemente, os clones pré-classificados do exemplo acima
foram cultivados durante a noite em meios de selecdo de glicose e

depois plagueados em meios sélidos para isolar as colénias individuais.
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A partir das colénias individuais, culturas liquidas de clones foram
cultivadas em meios de selegéo de glicose a 30°C com agitacédo durante
48 horas antes da peletizacéo e ressuspensdo em meios de selecao de
galactose durante o periodo de tempo OD apropriado. Porque a pré-
classificagdo de FACS enriquece (em aproximadamente 80 %) mas nao
elimina todos os clones indesejaveis, a EC50 dos clones isolados foi
caracterizada para eliminar aquelas que exibem valores de ligagao
inferiores ao anticorpo antiovalbumina do tipo selvagem de referéncia
(como detalhado acima). Apenas aqueles que isolam com valores de
EC50 comparaveis ou superiores depois foram selecionados para outra
analise de Koff.

[000128] Um esquema para analisar a cinética das moléculas-
candidatos € mostrado na figura 11. Especificamente, as células de
levedura (aproximadamente 5 x 10°) depois da indugdo em meios de
selecao de galactose, foram peletizadas e ressuspensas em tampao de
PBS/BSA (1 mL). A ovalbumina biotinilada (400 nM de concentragéo
final) depois foi adicionada as células ressuspensas e deixada incubar
durante 2 horas a 25°C com mistura suave continua. O complexo de
ovalbumina biotinilada e célula de levedura depois foi lavado e
ressuspenso em tampao de PBS/BSA e ovalbumina n&o-rotulada
depois foi adicionada (a uma concentracao final de 1 uM) a mistura de
célula de levedura que foi mais incubada durante 24 horas a 25°C. As
aliquotas de amostra com tempo determinado depois foram tomadas a
cada duas horas durante as 24 horas seguintes. As misturas celulares
depois foram ressupensas em suspensao em tampao de PBS/BSA
resfriado e marcagédo com anticorpo a-SA PE (2 ug/mL). Depois da
incubagdo durante 30 minutos em gelo com mistura periddica, a mistura
celular depois foi lavada duas vezes e analisada por FACS como acima.
[000129] Os resultados dos ensaios de Ko (Figura 12) demonstraram

dois clones (isto €, 3ss-35; 3ss-30) como tendo uma Ko relativa mais
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alta quando comparada ao anticorpo antiovalbumina do tipo selvagem.
Em outras palavras, quando trocando a ovalbumina biotinilada ligada
pela ovalbumina n&o-rotulada durante o periodo de amostragem de 24
horas, 3ss-35 e 3ss-30 liberou a ovalbumina biotinilada previamente
ligada em uma taxa muito mais lenta (circulos e tridngulos
respectivamente na figura 12) comparada a antiovalbumina do tipo
selvagem, (quadrados na figura 12) que exibiu uma diminuigdo muito
mais acentuada em MFI (intensidade de fluorescéncia média) durante
as primeiras 8 horas.

EXEMPLO 4

TRIAGEM DA BIBLIOTECA DE RENDIMENTO ALTO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE ANTICORPOS COM LIGACAO DE ECso
MELHORADA

[000130] Neste exemplo, a triagem de rendimento alto dos anticorpos

exemplares de cadeia simples com atividade de ligacdo de EC50
realcada é descrita.

[000131] Brevemente, uma quantidade predeterminada de células de
levedura (8 x 105 células em 40 ul) scFvs de antiovalbumina (tipo
selvagem e biblioteca de LTM) foi incubada com 1:4 dilui¢des seriais de
ovalbumina biotinilada (concentragdes finais de 200 nM, 50 nM, 12,5
nM, 3,1 nM, 0,78 nM, e 0,19 nM em um volume total de 80 ul) a 20°C
durante 45 minutos seguido por 5 a 10 minutos em gelo. As células de
levedura depois foram lavadas e recolocadas em suspensao em 5 ml
de tampéao de PBS/BSA depois dos quais estreptavidina-PE (2 mg/ml)
e aHIS-FITC (25 nM) foram adicionadas para rotular as células durante
uma incubacgéo de 30 minutos em gelo. Uma outra rodada de lavagem
foi realizada antes da recolocacdao em suspensao em 400 ul de tampao
de PBS/BSA e analise em FACSscan usando o software CellQuest.
[000132] A figura 13 exemplifica um subconjunto de clones

melhorados, em relagao a antiovalbumina, tendo valores de ECso mais
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baixos (as curvas de ligagdo tém deslocado para a esquerda com
respeito ao tipo selvagem). Estes valores de ECso relativos quando
comparados a antiovalbumina do tipo selvagem e o aumento da
duplicacdo relativo sdo mostrados. Por exemplo, o clone H3 S101Q
exibiu uma melhora de 2,1 vezes na ligacdo de ovalbumina. A
identificagdo da nomenclatura deste clone H3 S101Q indica que ele foi
de uma biblioteca unica de LTM de glutamina de CDR3 VH.

[000133] Os anticorpos com afinidade de ligagao real¢ada resultantes
produzidos fornecem um mapa de mutacdes de aminoacido benéficas
nas CDRs de VH e de VL do anticorpo antiovalbumina que foram
associados com a atividade de ligacao realgada. As mutagdes de CDR
de VH e de VL de aminoacido individual putativas associadas com os
scFvs de anticorpo de afinidade realgada s&do mostradas nA figura 13.
As mutagdes foram encontradas em cada mutagao de CDR VH e de VL
e de CRD unica, dupla, e tripla de, e incluem cada um dos nove
aminoacidos diferentes testados. A figura 13 exemplifica que para os
clones de VH CDR-H3 H3 G102K independentes identificados da
triagem de EC50 e/ou cinética (Koff) acima, podem ser recuperados. O
mutante de LTM VL L1L2 S166H S193H duplo da triagem de EC50
(Figura 14) também ilustra que a ligagao de ovalbumina realgada ocorre
quando existe uma interagao sinergistica entre estas duas substituicoes
de CDR1 S166H e CDR2 S193H.

[000134] Os resultados também indicam que (ver A figura 14) as
unicas sequéncias para os anticorpos antiovalbumina de scFv
selecionados de acordo com o método de EC50 e/ou Koff acima usando
sequéncias de codificacdo contendo mutagdes unicas em uma, duas ou
em todas as trés CDRs nas cadeias Vnx ou V., podem ser obtidas.
Algumas das substituicdes de aminoacido foram descobertas ser
recuperadas em uma preponderancia mais alta em certas CDRs. Por

exemplo na CDR1 de Vj, existiram sete substituicbes de Lys unicas
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independentes nas posicbes D30K, Y31K, M33K e W35K. A
preponderancia alta de Lys em CDR1 indica que a ligagdo de
ovalbumina realgada ocorre quando existe um aumento livre de cargas
positivas contribuido por CDR1 durante o contato antigénico. O exame
das substituicdes de aminoacido recuperadas também revelou que uma
substituicao favorecida ocorre para CDR2 e CDR3 de V. Por exemplo,
foi observado que as substitui¢des de Lys multiplas dispersas ocorrem
em CDR2 enquanto que CDR3 exibe substituicdes de G102K e G104K
concentradas. Os resultados também revelam que adicionalmente,
existiram substituicbes de GIn multiplas, um outro aminoacido polar, em
CDR3 nas posicoes 107, 108, 109, e 111. Estes resultados indicam que
existe um unico "motivo quimico' de cargas negativas e/ou hidrofilicas
correspondentes na ovalbumina que é contatada por estes residuos de
CDR substituidos.

[000135] Consequentemente, as mutagbes da ligacdo de antigeno
realgada recuperadas em cada CDR depois da mutagénese de todas as
CDRs por cada um dos nove aminoacidos diferentes testados foram
arranjadas e os resultados sdao mostrados na figura 14. Cada CDR foi
determinada para também exibir pelo menos uma posicdo em que
nenhuma mutacgao foi encontrada, por exemplo, posicoes lle57, Asn58,
e G1ly62 de CDR2 de VH, posi¢des Tyr103, Ser105, Arg106 e Ala121
da regiao CDR3 de Vu. Para as posicoes de Vi; R164, A165, V169 e
N174 de CDR1, N194 de CDR2, E208 e D209 de CDR3 foram
descobertas nao ser substituidas depois da triagem extensiva. Estes
resultados indicam que além das posi¢des de substituicdo da "zona
qguente" e qualquer tipo de aminoacido preferido recuperado como
descrito acima, também existem posicoes de CDR da "zona fria". As
posicoes da "zona fria" indicam que qualquer uma das substituicbes néao
confere nenhuma vantagem de ligacao de antigeno ou propriedade de

ligag&o inferior comunicada.
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EXEMPLO 5
METODOS PARA CONDUZIR MUTAGENESE BENEFICA
COMBINATORIA

[000136] Neste exemplo, os métodos para conduzir a mutagénese

benéfica combinatoria sdo descritos.

[000137] Brevemente, o método incorpora as mutacdes benéficas
encontradas usando LTM, e combina-as juntas em uma unica biblioteca.
Portanto, os efeitos sinergisticos de mutagbes multiplas podem ser
explorados neste processo. Este método combinatério é parecido com
o método de WTM exceto que as substituicdes de codon selecionadas
dentro das CDRs sdo as substituicdbes de aminoacido benéficas
diferentes identificadas por LTM. Assim, nem toda posi¢ao de residuo
em uma CDR de anticorpo contera uma mutagao, e algumas posi¢oes
terdo aminoacidos diferentes multiplos substituidos nesta posicdo. Em
toda parte, muitas se nao todas, combinagdes de mutacdes benéficas
dentro de uma CDR ou uma cadeia de anticorpo serao representadas
por pelo menos uma das sequéncias de codificagcado na biblioteca. Como
sera observado abaixo, esta biblioteca de sequéncia de codificagao
pode ser preparada por uma modificacdo do método de WTM, exceto
que ao invés de colocar cédons para um unico aminoacido em cada
posicao diferente na regido de codificagao variavel, os codons que sao
introduzidos sdo aqueles que correspondem a todas as mutacgdes
benéficas detectadas no método de LTM.

[000138] Neste exemplo, uma biblioteca de CDR1 de cadeia pesada
benéfica combinatéria é construida usando as variantes de
antiovalbumina melhoradas descritas na figura 14. A primeira posicao
de aminoacido 30 codifica (no minimo) Asp (tipo selvagem) e Lys;
posicado 31, Tyr e Lys; posigao 32 Asn e Tyr; posi¢gao 33 Met, His e Lys;
posicdo 34 Asp e Pro; posicdo 35 Trp e Lys. A sequéncia de DNA é

representada por um oligonucleotideo de CDR1 degenerado que
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incorpora as mutagdes benéficas combinatorias identificadas a partir da
analise de LTM (Tabela 1).
Tabela 1 Possibilidades da base de nucleotideo de 5' a 3'

5'GACTACAACATGGACTGG3

A G A G [T cC A C C C A A G

[000139] Um processo similar pode ser realizado com todas as algas
de CDR para produzir uma biblioteca benéfica de 6-CDR, ou sub-
bibliotecas podem ser produzidas e triadas em combinacdo. Por
exemplo, se o tamanho da biblioteca for muito grande para ser triado
em uma unica biblioteca, entdo as sub-bibliotecas podem ser
produzidas. Por exemplo, uma biblioteca de cadeia pesada de 3-CDR e
uma biblioteca de cadeia leve de 3-CDR podem ser produzidas para
eficiéncias maiores. Depois da triagem, as mutagcbes benéficas das
bibliotecas de cadeia pesada e leve podem ser combinadas ainda em
uma unica biblioteca que incorpora mutacdes nas al¢as apropriadas.

Equivalentes

[000140] Aqueles versados na técnica reconhecerdo, ou serao
capazes de apurar usando nao mais do que a experimentacao de rotina,
muitos equivalentes as modalidades especificas da invengao descritas
aqui. Tais equivalentes sao intencionados a ser abrangidos pelas

reivindicagdes seguintes.
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REIVINDICAGOES

1. Método de distinguir um ou mais residuos de aminoacido
funcionais dos residuos de aminoacido nao-funcionais em uma regiéao
definida dentro de um polipeptideo, caracterizado pelo fato de que
compreende,

selecionar um ou mais residuos de aminoacido dentro da
sequéncia de aminoacido do polipeptideo;

determinar um residuo de aminoacido a ser substituido por
um ou mais residuos de aminoacido selecionados;

sintetizar polinucleotideos que codificam o polipeptideo ou
porcao deste compreendendo os residuos de aminoacido selecionados,
os polinucleotideos coletivamente representando substituicbes de
aminoacido variante possiveis de acordo com os seguintes critérios:

i) cada polinucleotideo contendo em cada posi¢céo do cdédon
na regiao definida, um cédon necessario para a sintese do residuo de
aminoacido do polipeptideo ou um cdédon para um dos residuos de
aminoacido predeterminado, e

ii) cada polinucleotideo contendo ndo mais do que um coédon
para o residuo de aminoacido predeterminado,

gerando deste modo uma biblioteca de expresséo contendo
os polinucleotideos como definido em i) e ii);

expressar a biblioteca de expressao para produzir analogos
de polipeptideo; e

triar os analogos de polipeptideo quanto a uma alteragdo em
uma propriedade mensuravel tal que um ou mais residuos de
aminoacido dentro do polipeptideo, ou por¢cao destes, sado identificados
como contribuindo para a propriedade mensuravel e portanto
distinguido de um residuo de aminoacido nao-funcional, em que os
residuos de aminoacidos identificados como contribuintes para uma

propriedade mensuravel sao determinados como adequados para
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mutagénese e os residuos nao funcionais sao determinados como
inadequados para mutagénese e em que um ou mais residuos de
aminoacidos funcionais sdo exclusivamente mutagenizados.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo € um anticorpo ou fragmento deste.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo € um anticorpo de cadeia unica (sFVs).

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o método compreende ainda a etapa de identificar um
polinucleotideo que codifica um analogo de polipeptideo selecionado
tendo uma alteragdo em uma propriedade mensuravel.

5. Método de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado
pelo fato de que a alteracdo em uma propriedade mensuravel € uma
propriedade realgada tal como uma ligagdo de antigeno de afinidade
alta ou uma funcao efetora melhorada.

6. Método de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado
pelo fato de que o antigeno é um alvo terapéutico em uma doenca ou
disturbio humanos.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que a triagem compreende,

contatar um polipeptideo com um substrato-alvo, o
polipeptideo estando associado com o polinucleotideo que codifica o
polipeptideo, o polinucleotideo ou polipeptideo estando associados com
uma por¢ao detectavel, tal que um polipeptideo variante capaz de ligar-
se a um substrato-alvo é detectado e deste modo identificado como
codificado pelo polinucleotideo.

8. Método de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado
pelo fato de que o polinucleotideo esta associado com o analogo de
polipeptideo usando a exibicado de expressao selecionada do grupo

consistindo em exibi¢cao de ribossomo, exibi¢do de polissoma, exibigao
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de fago, exibigdo procariotica (bacteriana), exibicdo de levedura,
exibicdo de célula eucaridtica, e exibicdo de biblioteca arranjada.

9. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a regido definida compreende um dominio funcional do
polipeptideo selecionado do grupo que consiste em sitio de ligagao do
anticorpo ou porgao do mesmo, uma regiao estrutural do anticorpo, uma
regido efetora do anticorpo, um sitio de ligagado ao receptor e um sitio
catalitico.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado
pelo fato de que o sitio de ligagdo do anticorpo ou por¢do do mesmo
compreende um dominio de CDR porgéo desta selecionada do grupo
consistindo em CDR1, CDR2, CDR3, CDR4, CDR5, CDR6 e uma
combinagao destas, a regiao de estrutura de anticorpo compreende um
dominio selecionado do grupo consistindo em FR1, FR2, FR3, FR4 e
uma combinagdo destes e uma regido efetora de anticorpo
compreendendo um dominio selecionado do grupo consistindo em um
sitio de ligacdo de complemento e uma regiao de ligagao do receptor
Fc.

11. Método de gerar uma biblioteca de analogos de
polipeptideo em que um aminoacido predeterminado aparece em uma
ou mais posi¢des de aminoacido funcionais em uma regiao definida do
polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende:

selecionar uma ou mais posi¢des de aminoacido funcionais,
como definida na reivindicacédo 1, em uma regido definida da sequéncia
de aminoacido do polipeptideo;

determinar um residuo de aminoacido a ser substituido em
cada posicao de aminoacido funcional dentro da regido definida;

sintetizar os polinucleotideos individuais que codificam a
regiao definida, os polinucleotideos coletivamente representando os

polinucleotideos variantes possiveis de acordo com os seguintes
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critérios:

i) cada polinucleotideo contendo em cada posi¢ado do cédon
de aminoacido funcional na regido definida, um cédon necessario para
o residuo de aminoacido do polipeptideo ou um cédon para o residuo
de aminoacido predeterminado, e

ii) cada polinucleotideo contendo ndo mais do que um cédon
para o residuo de aminoacido predeterminado,

gerando deste modo uma biblioteca de polinucleotideos em
que o residuo de aminoacido predeterminado aparece em cada posi¢cao
de aminoacido funcional dentro da regido definida.

12. Método de identificar um subconjunto de analogos de
polipeptideo tendo uma propriedade desejada, caracterizado pelo fato
de que compreende:

selecionar um ou mais aminoacidos funcionais como
definidos na reivindicagéo 1 dentro de uma regido definida da sequéncia
de aminoacido do polipeptideo;

determinar um residuo de aminoacido a ser substituido em
cada posig¢ao de aminoacido funcional dentro da regido definida;

sintetizar os polinucleotideos que codificam a regido
definida, os ditos polinucleotideos representando coletivamente os
polinucleotideos variantes possiveis de acordo com os seguintes
critérios:

i) cada polinucleotideo contendo em cada posi¢ao do cédon
na regiao definida, um cédon necessario para a sintese do residuo de
aminoacido do polipeptideo ou um coédon para o residuo de aminoacido
predeterminado, e

ii) cada polinucleotideo contendo ndo mais do que um coédon
para o residuo de aminoacido predeterminado,

gerando deste modo uma biblioteca de expresséo contendo

os polinucleotideos; expondo a biblioteca de expressédo as condi¢des
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sob as quais a biblioteca € expressada;

triar a biblioteca expressada para identificar um polipeptideo
tendo uma propriedade desejada;

comparar a propriedade do polipeptideo quando comparado
a um critério de controle, em que um polipeptideo que corresponde ou
excede o critério de controle é categorizado como um respondedor e um
polipeptideo que falha no critério de controle é categorizado como um
nao-respondedor;

categorizar os respondedores e nao-respondedores em uma
base de dados; e

examinar a base de dados para determinar a sequéncia de
um subconjunto de polipeptideos a ser sintetizado.

13. Método de acordo com a reivindicacado 12, caracterizado
pelo fato de que uma ou mais das etapas acima € auxiliada por
computador.

14. Método de acordo com a reivindicacao 13, caracterizado
pelo fato de que a propriedade é selecionada do grupo consistindo em
uma especificidade de ligagao alterada, um indice de associacédo de
ligacao alterada (kon), um indice de dissociag&o de ligagao alterada (Kof),

e combinacdes destes.
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