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Tittel: Metoder og komposisjoner

Beskrivelse
OPPFINNELSENS OMRADE

Oppfinnelsen vedrgrer modifikasjon og begrensning av polypeptider, naermere
bestemt genetisk kodede polypeptider i komplekser med nukleinsyrer som koder

for dem slik som i sammenheng med fagdisplay.
OPPFINNELSENS BAKGRUNN

Utvikling av molekyler med hgy affinitet og spesifisitet for biologiske mal er et
sentralt problem innen kjemisk, biologisk og farmasgytisk vitenskap. Neermere
bestemt sd er bindingsligander viktige for 8 lage medikamenter som kan
intervenere med biologiske prosesser. Dannelse av ligander som binder seg til en
valgt malligand involverer vanligvis en prosess som danner flere putative

bindingsmolekyler og 8 teste nevnte molekyler for deres bindingsegenskaper.

Mens biologiske in vitro seleksjonsteknikker effektivt ble anvendt for isolering av
store biopolymere strukturer slik som antistoffer, har de hittil veert mindre
praktiske for isolering av smamolekylmedikamenter. Biologiske in vitro
seleksjonsteknikker er generelt begrenset til biologiske polymerer slik som
polypeptider, RNA eller DNA. Korte biopolymerer som for eksempel peptider, kan
0gsa binde seg til biologiske mal, men de kan lide av konformasjonell fleksibilitet
og kan ha tendens til proteolytisk degradering i kroppsvaesker. I tillegg er
bindingsaffiniteter til korte, lineere peptider ofte svake. Forskjellige
sirkulariseringsstrategier er kjente for & innskrenke genetisk kodede sma
peptidbiblioteker. Fagfremviste peptidrepertoarer er for eksempel kjent for &
sirkulariseres ved oksideringen av to flankerende cysteinrester. mRNA-kodede
sykliske peptidbibliotek er kjent for & dannes ved & koble det N-terminale aminet
og et lysin til peptidet med et kjemisk kryssbindende reagens. Denne strategien
ble anvendt for isolering av redoks-insensitive makrosykluser som binder seg til
signaleringsproteinet Gail (Millward, S. W. et al., ACS Chem. Biol., 2007).
Forskjellige strategier er ogsa kjent for anvendelse til & inkorporere ikke-
naturlige byggeblokker inn i genetisk kodede polypeptidbiblioteker for a8 utvide

mangfoldet til bibliotekene, eller for 8 sette inn egenskaper som ikke kan
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tilveiebringes av naturlige aminosyrer. Imidlertid tillot strategiene kun tilsettelse
av et begrenset antall sma organiske tilfgyelser til lineaert kodede polypeptider.
Frankel, A. et al., hadde for eksempel inkorporert ikke-naturlige aminosyrer inn i
naturlige polypeptider som ble kodet av mRNA display (Frankel, A. et al., Chem.
Biol, 2003). Jespers L. et al. hadde kjemisk koblet et fluoriserende
reportermolekyl til en hypervariabel slgyfe i et antistoffrepertoar fremvist pa fag,
og valgt dette repertoaret til antigenbinding (Jespers, L., et al., Prot. Eng.,
2004). Dwyer, M. A. et al. hadde forent syntetiske peptider til et repertoar av
fagfremviste peptider ved nativ kjemisk ligering for genereringen av et
proteaseinhibitorbibliotek som inneholdt en ikke-naturlig aminosyre (Dwyer, M.
A. et al., Chemistry & Biology, 2000). Sm& organiske molekyler er ogsa blitt
koblet til mRNA-kodede kombinatoriske peptidrepertoar. Forskningsgruppen til
Roberts, R. W. festet en penicillindel til en bestemt posisjon i et mMRNA-fremvist
peptidbibliotek for & velge inhibitorer av det Staphylococcus aureus
penicillinbindende proteinet 2a (Li, S. and Roberts, W. R., Chem. & Biol., 2003).

For & bruke in vitro seleksjon p& kombinasjonsforbindelsesbiblioteker som har
flere forskjellige molekylarkitekturer (f. eks. forgrenede molekyler) og som blir
dannet av ikke-naturlige byggeblokker, er det foreslatt flere forskjellige
fremgangsmater. Forskjellig fra biologiske in vitro seleksjonsfremgangsmater
anvender disse fremgangsmatene kjemiske strategier for 8 feste DNA-tagger til
sma organiske molekyler. Brenner S. og Lemer R. A. foreslo en prosess for
parallell kombinasjonssyntese for & kode for forskjellige individuelle medlemmer
av et stort bibliotek med kjemikalier med unike nukleotidsekvenser pd kuler
(Brenner, S. and Lerner, R. A., PNAS, 1992). Etter at den kjemiske delen er
bundet til malet, s& avkodes den genetiske koden ved & sekvensere
nukleotidtaggen. Liu D. R. og medarbeidere konjugerte en mindre samling av
organiske molekyler til DNA-oligonukleotider og utfgrte affinitetsseleksjoner med
forskjellige antigen (Doyon, J. B. et al., JACS, 2003). Neri D. og medarbeider
genererte store repertoarer av molekylpar ved selvsammenstilling av mindre
DNA-kodede kjemiske sub-biblioteker gjennom hybridisering av to DNA-trader
(Melkko. S. et al., Nature Biotechnol., 2004). Fremgangsmaten ble vellykket
anvendt til affinitetsmetning av sma molekylligander. Halpin D. R. og Harris P. B.
utviklet en strategi for in vitro evolusjonen av kombinasjon kjemiske biblioteker
som involverer oppformering av valgte forbindelser for & utfgre flere

seleksjonsrunder (Halpin, D. R. og Harbury, P. B., PLOS Biology, 2004).
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Woiwode T. F. et al. festet biblioteker av syntetiske forbindelser for & belegge
proteiner i bakteriofagpartikler slik at identiteten til den kjemiske strukturen er
spesifisert i genomet til fagen (Woiwode, T. F., Chem. & Biol., 2003). Alle disse
strategiene som bruker DNA-spesifiserte kjemiske forbindelser har vaert vist &
vaere effektive i modelleksperimenter og noen har til og med gitt nye sma
molekylbindere.  Imidlertid er det klart at kodingen av store
forbindelsesbiblioteker og oppformeringen av valgte forbindelser er mye mer

krevende enn de ekvivalente fremgangsmatene i biologiske seleksjonssystemer

Jespers et al (2004 Protein engineering design and selection, volum 17, nr 10,
side 709-713) beskriver seleksjonen av optiske biosensorer fra kjemisyntetiske
antistoffbiblioteker. Dette dokument vedrgrer tilfgyelsen av ett fluorescerende
reportermolekyl gjennom den hypervariable slgyfen til et antistoffrepertoar
fremvist p@ fagen. Naermere bestemt beskriver dette dokument koblingen av et
fluorescerende reportermolekyl pa en hypervariabel slgyfe (komplementaritet
som bestemmer region eller CDR) til et syntetisk antistoffrepertoar. Det
fluorescerende reportermolekylet er koblet med en enkel kovalent binding til en
artifisielt introdusert cysteinrest i den hypervariable slgyfen. En en-til-en-
tilfoyelse utfgres. Cysteinrester pd fagpartiklene ble redusert med DTT, og
overskudd av reduksjonsmidlet ble fjernet med konvensjonell polyetylenglykol

(PEG)-presipitering som er velkjent i fagfeltet.

Dwyer et al omtaler biosyntetisk fagdisplay som beskriver et nytt
konstruksjonsverktgy for protein som kombinerer kjemisk og genetisk mangfold.
Dwyer et al (Chem Biol 2000, volum 7, nr 4, side 263-274) beskriver den
kjemiske ligeringen av et syntetisk peptid som omfatter de hovedstrukturelle
restene til et protein av forbindelsesledd med proteasesekvenser som hver har et
konstant segment som inkorporerer en unaturlig aminosyre. Det syntetiske
peptidet som omfatter den ikke-naturlige aminosyren ble enkelt tilfgyd med
nativ kjemisk ligering og resulterte i kobling av de to peptidfragmentene
sammen. Ingen koblingsforbindelse blir beskrevet. Ingen festing av sma molekyl
er beskrevet. Ingen begrensning eller konformasjonsbegrensning av det
resulterende polypeptidet ble oppnddd. Ingen kovalent binding av bestemte
deler til polypeptidkjeden er beskrevet.

Forskjellige forskningsgrupper har tidligere bundet sammen polypeptider med

cysteinrester til en syntetisk molekylstruktur (Kemp, D. S. and McNamara, P. E.,
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J. Org. Chem, 1985; Timmerman, P. et al., ChemBioChem, 2005). Meloen og
medarbeidere har anvendt tris(brommetyl)benzen og relaterte molekyler for rask
og kvantitativ ringslutning av flere peptidsigyfer pa syntetiske skafoll for
strukturell etterligning av proteinoverflater (Timmerman, P. et al,,
ChemBioChem, 2005). Fremgangsm%ter for genereringen av
kandidatmedikamentforbindelser hvor nevnte forbindelser genereres ved & koble
cysteininneholdende polypeptider til et molekyleert skaffold som for eksempel
tris(brommetyl)benzen, er omtalt i WO 2004/077062 og WO 2006/078161.
Fremgangsmater tilveiebrakt i WO 2004/077062 og WO 2006/078161 er basert
pd& & ta prover av individuelle forbindelser, for eksempel i en
screeningsprosedyre. Screening av individuelle forbindelser eller sma sett av
forbindelser er arbeidsomt og kan veere dyrt hvis et stort antall forbindelser
analyseres. Antallet forbindelser som kan analyseres med screeningsanalyser,
overskrider generelt ikke flere tusen. Videre er reaksjonsbetingelsene for & binde
et cysteininneholdende peptid til et halometylinneholdende skaffold som for
eksempel tris(brommetyl)benzen, ikke egnet til @ modifisere et genetisk kodet
cysteininneholdende peptid, omtalt i WO 2004/077062.

WO02004/077062 omtaler en fremgangsmate for & selektere en
kandidatmedikamentforbindelse. Naermere bestemt omtaler dette dokumentet
forskjellige skaffoldmolekyler med et ytterligere molekyl for & danne minst to
koblinger mellom skaffoldet og det ytterligere molekylet i en koblingsreaksjon.
Denne fremgangsmaten lider av mange begrensninger. For det fgrste er den
basert pa& anvendelsen av syntetiske peptider og in vitro kjemiske reaksjoner i
separate rgr. P& grunn av dette er den arbeidskrevende. Det finnes ingen
muligheter for & automatisere eller & anvende fremgangsmaten til screeningen
av mange peptidvarianter uten manuelt & produsere hver variant ved & utfgre
flere parallelle uavhengige reaksjoner. Det nevnes ikke genetisk kodet mangfold
i dette dokument og det er absolutt ingen omtale av bruk av genetisk kodede
fagbiblioteker. Faktisk betyr reaksjonsbetingelsene omtalt i dette dokumentet at

det ville vaere vanskelig eller umulig & utfgre reaksjonene omtalt pa fagpartikler.

W02006/078161 omtaler bindingsforbindelser, immunogene forbindelser og
mimetiske peptider. Dette dokumentet omtaler den artifisielle syntesen av
forskjellige samlinger av peptider tatt fra eksisterende proteiner. Disse peptidene

blir sd& kombinert med et konstant syntetisk peptid som har noen
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aminosyreforandringer, en gket mulighet for & finne den @nskede
bindingsaktiviteten tilveiebringes. Figur 7 i dette dokumentet viser en skjematisk
representasjon av syntesen av forskjellige peptidkonstruksjoner. Det er ingen
omtale av genetisk kodede peptidbiblioteker i dette dokumentet. Det er ingen
omtale av anvendelsen av fagfremvisningsteknikker i dette dokument. Dette
dokument omtaler en prosess som betraktes som & vare ikke-kompatibel med
fagfremvisning. For eksempel resulterer kjemien som er fremsatt i dette
dokumentet, sannsynligvis i at koblingsmolekylet reagerer med fagkappen. Det
er en risiko for at det kunne kryssbinde med fagpartiklene. Det er sannsynlig at
fagpartiklene ville vaere inaktive (f.eks. ville miste deres infektivitet) hvis de
utsettes for kjemien som beskrives. Dette dokumentet er fokusert p3
manipuleringen av forskjellige syntetiske peptider i uavhengige kjemiske

konjugeringsreaksjoner.

Millward et al (2007 Chemical Biology, volum 2, nr 9, side 625-634) omtaler
utformingen av sykliske peptider som binder proteinoverflater med
antistofflignende affinitet. Dette dokumentet omtaler ringslutning av forskjellige
peptider produsert fra et genetisk kodet bibliotek. Polypeptidene ringsluttes
gjennom reaksjon mellom en kjemisk kryssbinder og det N-terminale aminet og
et amin til et lysin i polypeptidet. I dette dokumentet er det genetisk kodende
biblioteket et mRNA-displaybibliotek. Dette dokument omtaler ikke tilfgyelsen av
noen koblingsforbindelse til de resulterende polypeptidene. Kjemien omtalt i
dette dokumentet er ringslutning gjennom reaksjon mellom en kjemisk
kryssbinder og det N-terminale aminet og et amin til et lysin tilveiebrakt i
polypeptidet. Ringslutningsreaksjonen utfgres i en 50 millimolar fosfatbuffer ved
pH 8 ved tilsettelsen av DSG (1 mg pr. ml i DMF). I beste fall omtaler dette
dokumentet brodannelsen mellom to deler av en polypeptidkjede via en

kryssbindende del for 3 tilveiebringe et syklisk peptid.

US2003/0235852 omtaler nukleinsyre-peptidfremvisningsbiblioteker som
inneholder peptider med unaturlige aminosyre rester og fremgangsmater for &
lage disse ved & anvende peptidmodifiserende midler. Med andre ord omtaler
dette dokumentet genetisk kodede polypeptidbiblioteker som inneholder enten
en unaturlig aminosyre eller en aminosyre hvor en unaturlig byggeblokk (f.eks.
penicillin) blir posttranslasjonelt tilfgyd i en kjemisk reaksjon. Dette dokumentet

er fokusert pa kjente fremgangsmater for @ assosiere et translatert peptid med
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nukleinsyren som koder for det. Ytterligere problemer som er ivaretatt av dette
dokumentet, er hvordan inkorporere unaturlige aminosyrer inn i peptidet. Det
oppnds i prinsippet ved anvendelsen av suppressor-tRNA for & inkorporere
unaturlige aminosyrer som respons pa amber-/okre-/opalkodon som er velkjente
i fagfeltet. I andre mindre viktige utfgrelsesformer blir unaturlige aminosyrer
dannet posttranlasjonelt ved behandling av det translaterte peptidet med et
"peptidmodifiserende middel”. Dette midlet hjelper vanligvis til med & forandre
en eksisterende aminosyrerest til en unaturlig aminosyrerest, eller pa annen
mate gjgr at det er funksjonelt reaktivt eller mottagelig for tilfgyelsen av en
ytterligere kjemisk del. Spesifikt s8 forklarer dette dokumentet den
posttranslasjonelle konjugeringen av en cysteinrest i polypeptidet av interesse til
betalaktamantibiotikisk ~ 6-bromacetyl-penicilaminsyre. Dette resulterer i
konjugeringen av denne penicillinanalogen pd polypeptidet av interesse via en
enkel binding til cysteinrestsidekjeden. Ingen flere koblinger av molekylet som
blir ligert pa polypeptidet, blir omtalt. Ingen konformasjonsbegrensning av
polypeptidet blir beskrevet. Ingen peptidsigyfer eller noen andre komplekse
terticere strukturer dannes med de fremgangsmatene omtalt i dette dokument,
det er kun en mate for 3 tilfoaye en enkel ytterligere molekylgruppe til et
polypeptid via en enkel binding. Konvensjonell konjugasjonskjemi anvendes for a

utfgre modifikasjonene til polypeptidene i dette dokument.

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN
Foreliggende oppfinnelse tillater pd en gunstig mate kombinasjonen av genetisk
kodet mangfold, naermere bestemt genetisk kodede polypeptidbiblioteker, med

kjemisk modifikasjon og konformasjonsbegrensninger.

Videre tilveiebringer teknikkene som er omtalt her, koblingen av en
koblingsforbindelse til et polypeptidmolekyl med minst tre kovalente bindinger.
Dette tilveiebringer fordelen med konformasjonsbegrensning til polypeptidet,
naermere bestemt konformasjonsbegrensning pd@ minst to segmenter av
polypeptidet med hensyn til hverandre. I motsetning til dette, vil anvendelsen av
en koblingsforbindelse som lager kun to kovalente bindinger, begrense kun et

enkelt segment av polypeptidet.

Fordeler med oppfinnelsesflyten fra disse tekniske egenskapene, for eksempel pa

grunn av deres trippelbundne konstruksjon, har de konjugerte molekylene to
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eller flere peptidslgyfer som kan interagere med et mal. Med flere
bindingsslgyfer kan hgyere bindingsaffiniteter fremskaffes enn med molekyler

som kun har en enkel peptidslgyfe.

I tillegg er interaksjonsoverflaten til et molekyl ifglge oppfinnelsen med to eller
flere bindingsslgyfer for interaksjon med et mal, stgrre enn det til et molekyl
med en enkel peptidsigyfe med et mal. Den stgrre bindingsoverflaten kan
tilveiebringe forbedret bindingsaffinitet og/eller kan ogsa tilveiebringe forbedret

spesifisitet.

I et aspekt av oppfinnelsen tilveiebringes dermed et kompleks som omfatter en
fagpartikkel, der nevnte fagpartikkel omfatter

(i) et polypeptid:

(i) en nukleinsyre som koder for polypetidet i (i) og som er fremvist pa
overflaten av fagen;

(iii) en koblingsforbindelse festet til nevnte polypeptid

hvori nevnte koblingsforbindelse er festet til polypeptidet med minst tre adskilte

kovalente bindinger.

Det er hensiktsmessig at de kovalente bindingene er adskilte kovalente bindinger
i betydningen av at hver er en separat binding mellom koblingsforbindelsen og
en del av polypeptidet. For eksempel ville en enkel bro mellom polypeptidet og
koblingsforbindelsen hvis enkle bro utgjgr tre kovalente bindinger (f. eks.
koblingsforbindelse - x - y - polypeptid hvor “-" representerer en kovalent
binding), ikke betraktes som & omfatte minst tre adskilte kovalente bindinger
fordi de tre bindingene ikke er tre separate broer eller koblinger fra
koblingsforbindelsen til malpeptidet. Det underliggende prinsippet er at
koblingsforbindelsen/molekylstammen og polypeptidet kobles med minst tre

separate kovalente brodannende bindinger.

Det er hensiktsmessig at hver av de minst tre kovalente bindingene blir dannet
med en separat aminosyrerest i polypeptidet. Med andre ord er det
hensiktsmessig at en separat aminosyrerest er en individuell eller distinkt
aminosyrerest - mer enn en binding kan dannes med en enkel art eller type
aminosyrerest, f.eks. kan to av bindingene hver dannes med cysteinrester, men

det er hensiktsmessig at de to cysteinrestene er separate cysteinrester.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2257624

Koblingsforbindelsen-polypeptiddelen av komplekset beskrevet ovenfor blir noen
ganger referert til som “konjugatet”. I noen utfgrelsesformer kan konjugatet
(dvs. en polypeptid-koblingsforbindelsesenhet som korresponderer til den som er
omfattet av komplekset ifglge oppfinnelsen) syntetiseres separat. I denne
utfgrelsesformen trenger konjugatet ikke vaere i kompleks med en nukleinsyre.

Dette er diskutert i mer detalj under.

Det er hensiktsmessig at “koder for” har sin naturlige betydning i fagfeltet, dvs.
koder for i betydningen av den universelle triplettkoden for & omdanne
nukleinsyresekvens til polypeptidsekvens. I fagfeltet kan "kode for” ha blitt
anvendt i betydningen av “tagging” eller “oppvikling”, f.eks. ndr en unik
nukleotidsekvens anvendes for & tagge en del og at kjennskap til
nukleotidsekvensen kan “avkode”, dvs. fortelle brukeren hvilken tagget del som
var til stede, men likevel uten 3 ha noe biologisk slektskap til denne strukturen. I
foreliggende oppfinnelse blir “kode for” og “avkode” imidlertid anvendt pd@ den
tradisjonelle maten for 8 referere til koding i betydningen translasjon fra

nukleinsyresekvens til aminosyresekvens.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter et organisk molekyl. Det

er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter et lite organisk molekyl.

Det er hensiktsmessig at de kovalente bindingene dannes mellom

koblingsforbindelsen og aminosyrerestene i polypeptidet.

Det er hensiktsmessig at nevnte polypeptid omfatter en cysteinrest og det er
hensiktsmessig at minst en av nevnte tre adskilte kovalente bindinger for festing
av nevnte koblingsforbindelse til polypeptidet, omfatter en binding til nevnte

cysteinrest.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen har molekylsymmetri som
korresponderer med antall kovalente bindinger som den er festet med til

polypeptidet.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen innehar tredobbel molekylstruktur

og at koblingsforbindelsen er festet til polypeptidet med tre kovalente bindinger.
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Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter en strukturell rigid

kjemisk gruppe.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter tris-(brommetyl)benzen
(TBMB).

Nukleinsyrer har deres vanlige betydning i fagfeltet og kan omfatte DNA, RNA
eller en hvilken som helst annen nukleinsyre. Nukleinsyre kan omfatte
oligonukleotid(er) eller faggenom(er) eller et hvilket som helst annet egnet

eksempel pa nukleinsyrer som er kjent av en fagperson.

Nevnte nukleinsyre omfattes av nevnte fagpartikkel.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse et genetisk kodet
polypeptidbibliotek som omfatter minst to forskjellige komplekser som beskrevet

over.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for a lage
et kompleks, der nevnte fremgangsmate omfatter
(i) & tilveiebringe en fagpartikkel som omfatter en nukleinsyre og et
polypeptid uttrykt av nukleinsyren og fremvist pa fagpartikkelen
(i) 8 tilveiebringe en koblingsforbindelse
(iii) a tilfeye nevnte koblingsforbindelse til nevnte polypeptid ved dannelse
av minst tre kovalente bindinger mellom nevnte koblingforbindelse og

polypeptidet.

Det er hensiktsmessig at de reaktive gruppene til polypeptidet som fremvises pa
fagpartikkelen, er redusert og det er egnet at fagpartiklene som fremviser
polypeptidet som omfatter reduserte reaktive grupper, renses ved filtrering fgr
trinn (iii). Det er hensiktsmessig at nar de reaktive gruppene omfatter cystein, er
de reduserte; i denne utfgrelsesformen er rensingen rensing fra

reduksjonsmiddel, for eksempel ved filtrering.

Det er hensiktsmessig at etter filtreringsrensetrinnet opprettholdes polypeptidet i
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den reduserte tilstanden for binding til koblingsforbindelsen ved inkubering i

avgasset buffer og i naerveaeret av chelateringsmiddel.

Det er hensiktsmessig at trinn (iii) omfatter inkubering av polypeptidet og
koblingsforbindelsen sammen ved 30 °C ved pH 8 i vandig buffer som omfatter

acetonitril.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter tris-(brommetyl)benzen
(TBMB).

Det er hensiktsmessig at tris-(brommetyl)benzen er til stede ved 10 um.

Det er hensiktsmessig at tri-(brommetyl)benzen er til stede ved 10um,
chelateringsmidlet er etylendiamintetraeddiksyre (EDTA), acetonitrilet er til stede

ved 20 % og inkuberingstrinn (iii) utfgres i 1 time.

Det er hensiktsmessig at nevnte fremgangsmate omfatter det ytterligere trinnet
(iv) som klgyver en eller flere bindinger til polypeptidkjeden. Dette har den
fordelen at det modifiserer polypeptidkjeden. For eksempel kan dette ha fordelen
med 8 produsere flere polypeptider festet til en enkel koblingsforbindelse, f.eks.
ndr kigyvningen finner sted pa polypeptidkjeden mellom bindinger mellom
polypeptidet og koblingsforbindelsen. Det er hensiktsmessig at nevnte
klgyvningstrinn omfatter at nevnte polypeptid kommer i kontakt med en

protease.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse et kompleks fremskaffet ved

en fremgangsmate som beskrevet over.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for &
identifisere et kompleks ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene
som er i stand til & binde en ligand, der fremgangsmaten omfatter

0] 3 tilveiebringe et kompleks som beskrevet over

(i) & la nevnte kompleks komme i kontakt med en ligand og

(iii) & selektere de kompleksene som binder nevnte ligand.
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Slik seleksjonsfremgangsmate kan utfgres i et hvilket som helst format. Det er
hensiktsmessig at liganden er immobilisert. Komplekset settes sa i kontakt med
den immobiliserte liganden. Ikke-bindende kompleks(er) blir s& vasket bort. P3
denne maten blir de kompleksene som binder den immobiliserte liganden,
anriket eller selektert. I en utfgrelsesform er det mulig at kompleksene kan
gjenvinnes ved frigjgring av liganden, dvs. frigjgring eller eluering av kompleks-
ligand delen. Imidlertid er det egnet at kompleksene gjenvinnes ved eluering
(separering) fra den immobiliserte liganden. I denne utfgrelsesformen er de

eluerte kompleksene ikke lenger bundet til liganden ved elueringstrinnet.

Kompleksene eller polypeptidet(/polypeptidene) i nevnte komplekser eller
polypeptid-koblingsforbindelseskonjugatene av nevnte komplekser, kan veere
anvendbare i andre sammenhenger. For eksempel kan de veere anvendbare som
en basis for utformingen av medikamenter slik som sma medikamenter eller de
kan veere anvendbare som CDR-er eller som bindingsdeler (f.eks. for tagging
eller deteksjon av deres bindingspartner(e)) eller andre anvendelser hvor den

ngye kunnskapen om interaksjonen kan utnyttes.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som
beskrevet over som ytterligere omfatter & bestemme sekvensen til nukleinsyren

til nevnte kompleks.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som
beskrevet over som ytterligere omfatter trinnet med & produsere en mengde av

det isolerte komplekset som er i stand til & binde til nevnte ligand.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som
beskrevet over som ytterligere omfatter trinnet med & produsere en mengde av
polypeptid-koblingsforbindelsesenheten som omfattes av et isolert kompleks
som er i stand til & binde til nevnte ligand. I denne utfgrelsesformen kan
polypeptid-koblingsforbindelsesenheten fordelaktig syntetiseres i fraveeret av
nukleinsyre.

I et annet aspekt vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som
beskrevet over som ytterligere omfatter trinnet med & produsere en mengde av

et polypeptid isolert eller identifisert ved hjelp av en fremgangsmate ifglge
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foreliggende oppfinnelse hvor nevnte polypeptid uttrykkes rekombinant eller blir
kjemisk syntetisert. I en annen utfgrelsesform vedrgrer foreliggende oppfinnelse
en fremgangsmate som beskrevet over som ytterligere omfatter trinnet med 3
produsere en mengde av et polypeptid isolert eller identifisert ved hjelp av en
fremgangsmate ifglge oppfinnelsen, der nevnte fremgangsmate omfatter & feste
en koblingsforbindelse til polypeptidet hvor koblingsforbindelsen kan veere
forskjellig fra koblingsforbindelsen tilfgrt under isoleringen eller identifiseringen
av polypeptidet, forutsatt at nevnte koblingsforbindelse er festet til nevnte
polypeptid med minst tre kovalente bindinger og hvor nevnte polypeptid

uttrykkes rekombinant eller blir kjemisk syntetisert.

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse gir nye egenskaper og ledsagende fordeler som kan
forklares i mer detalj i sammenheng med genereringen av genetisk kodede
molekyler med en kjernestruktur. Neermere bestemt tilveiebringer foreliggende
oppfinnelse begrensning med hensyn til konformasjonsbegrensing som ikke
oppnas ved kjente peptidringslutningsteknikker. Videre har ikke kryssbinderen i
kjente systemer slik som de til Roberts (ibid), karakteren til en sentral
kjerne/koblingsforbindelse ifglge foreliggende oppfinnelse. I de kjente systemene
ble kryssbinderen anvendt kun for 8 erstatte en disulfidbinding for 8@ danne et
redoks-insensitivt syklisk peptid. Det nevnes ikke noe om eller foreslds noe i
forhold til konseptet med en sentral kjerne med flere festinger slik som et trippel
kovalent bundet koblingsforbindelsespolypeptidkompleks som forklares her. Det
ma faktisk sies at i den foreliggende oppfinnelsen er polypeptidet koblet til
kjernestrukturen via minst tre kovalente bindinger og tilveiebringer en sentral
strukturell forskjell sammenlignet med kjente systemer. Koblingen av en
kjernestruktur (koblingsforbindelse) til et genetisk kodet polypeptid via tre eller

flere bindinger er en kompleks reaksjon som tidligere ikke er vist.

Koblingen av et polypeptid til en koblingsforbindelse via minst tre kovalente
bindinger kan ytterligere gi flere forskjellige produkter. Dette kan forarsake
vanskeligheter i seleksjonsprosessen og i avkodingsprosedyren. Ifglge
foreliggende oppfinnelse blir det imidlertid tilveiebrakt en Igsning ved & anvende

en koblingsforbindelse med tre reaktive grupper og fortrinnsvis tredoblet
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rotasjonssymmetri hvor kombinasjonen har den fordelen at den gir et enkelt
produkt. Selvsagt vil en leser med fagkunnskap forstd at under visse uklare
omstendigheter kan en koblingsforbindelse med en tredobbel rotasjonssymmettri
gi flere produkter, saerlig i eksemplet med et tetrahedralt molekyl med tre
identiske reaktive grupper; dette har ogsa en tredobbel rotasjonssymmetri, men
det ville gi to stereoisomerer. Ikke desto mindre, for & lette forstdelsen av at
slike teoretiske unntak for dannelsen av et enkelt produkt kan forstds som &
vere mulig, gir egnede koblingsforbindelser med en tredobbel
rotasjonssymmetri et enkelt produkt ifglge foreliggende oppfinnelse; i de sjeldne
omstendighetene som er nevnt ovenfor, blir det egnede polypeptidet valgt for &
unngd dannelsen av tetrahedrale molekyler og opprettholder derfor dannelsen av

kun et produkt.

Koblingsforbindelsen anvendt i fremgangsmétene 0g sammensetningene som er
beskrevet her, er forskjellige fra kjente toverdige kryssbindere (f.eks. som
anvendt av Millward et al. ibid.) i det sentrale kravet at en koblingsforbindelse
ifglge foreliggende oppfinnelse har minst tre reaktive grupper som kan danne
minst tre kovalente bindinger med malpolypeptidet. Denne egenskap gir flere
tekniske fordeler til oppfinnelsen. For det forste, ved & binde
koblingsforbindelsen til polypeptidet via minst tre kovalente bindinger blir minst
to polypeptidslgyfer dannet. Disse slgyfene dannes mellom den fgrste og den
andre bindingen og mellom den andre og den tredje bindingen til
koblingsforbindelsen til polypeptidet. Den kjente linkeren beskrevet av Millward
et al., kan kun forbinde to funksjonelle grupper til et peptid og kan ikke danne to

eller flere begrensede peptidslgyfer.
Fordeler med koblingsforbindelse-polypeptidbinding

Det er en rekke egenskaper som skiller molekyler ifglge oppfinnelsen som har 3
eller flere koblinger til en koblingsforbindelse, fra andre molekyler slik som de

med kun 2 koblinger. Noen av disse blir forklart herunder.

For det fgrste vil det forstds at molekyler med to koblinger til en
koblingsforbindelse er begrenset gjennom & koble de fleksible endene til et
lineaert peptid sammen. Dette er ogsa tilfelle for molekyler ifslge foreliggende

oppfinnelse med 3 eller flere kovalente bindinger til en koblingsforbindelse.
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Konformasjonen av molekyler ifglge foreliggende oppfinnelse med 3 eller flere
kovalente bindinger til en koblingsforbindelse er imidlertid begrenset av to
tilleggseffekter som et molekyl med kun to koblinger har:

O] polypeptidet som er bundet til koblingsforbindelsen via minst tre
kovalente bindinger, vil omfatte minst to begrensende
polypeptidslgyfer

(i) polypeptidsigyfene kan interagere med hverandre gjennom ikke-
kovalente interaksjoner og generere tilleggsbegrensning

(iii) hver av slgyfene opptar rom som ikke kan opptas av de(n) andre
slgyfen(e), noe som i tillegg begrenser deres konformasjonelle
fleksibilitet.

For @ illustrere disse punktene kan man forestille seg de mulige veiene som kan
tas av et polypeptid festet ved punktene A og C til en koblingsforbindelse.
Introduksjonen av et festningspunkt B, mellom punktene A og C og til samme
koblingsforbindelse, vil videre begrense de mulige veiene som polypeptidet kan
ta og dermed dets konformasjonsentropi. Ettersom binding av peptidet til en
ligand krever tap av konformasjonsentropi (og forutsatt at peptidet kan innta en
konformasjon som er komplementzaer til en ligand) blir bindingsaffiniteten mellom
peptidet ABC begrenset ved mellompunktet B og liganden forventes a8 vaere
hoyere enn peptidet AC. Dermed kan hgyere bindingsaffiniteter oppnas ved 3
anvende de begrensede molekylene ifglge foreliggende oppfinnelse enn det som

har veert mulig med kjent teknikk.

I tillegg til disse hovedpunktene blir ytterligere fordeler med de tre eller flere
kovalente koblingene mellom polypeptid og koblingsforbindelse, beskrevet

under.

Molekylene ifglge foreliggende oppfinnelse kan binde seg til et mal gjennom
interaksjonen av to eller flere konformasjonsbegrensede peptidsigyfer. Jo flere
bindingsslgyfer, jo hgyere affiniteter og spesifisiteter kan oppnds. En parallell
effekt skjer med antistoffer. De binder best nar flere CDR-er interagerer med
malet. Molekylene ifglge foreliggende oppfinnelse tilveiebringer dermed pa en
gunstig mate denne tekniske fordelen med flere slgyfer for interaksjon, denne

fordel er fraveerende hos molekyler med faerre enn tre bindinger.
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I tillegg til den faktiske bestemmelsen om en andre (eller pafslgende)
peptidsigyfe er det viktig 8 merke seg at en slik slgyfe ogsa gir fordelen av
konformasjonelt & begrense den andre slgyfen(e). Dette kan vaere gjennom &
oppta noe av det begrensede tredimensjonale rommet som s& ikke kan opptas
av den andre slgyfen(e). Alternativt kan dette veere gjennom ikke-kovalente

interaksjoner mellom de mange slgyfene.

Fra disse fordelene kan det ogsd legges merke til at flere strukturelle ligander
binder generelt med hgyere affiniteter (mindre entropi mistes ved binding) og
spesifisiteter.

Som diskutert her tilveiebringer foreliggende oppfinnelse ogsa produksjonen av
slgyfepeptidstrukturer hvor hver av de to (eller flere) slgyfene har forskjellige
egenskaper. Slike strukturer refereres til som “doble spesifikke” for & gjenspeile
det faktum at en enkel molekylenhet har dobbel spesifisitet tilskrevet to
forskjellige deler (slgyfer) i den samme generelle strukturen. Fordelen med slike
utfgrelsesformer er at hver slgyfe kan velges eller konstrueres til 8 binde seg til
et forskjellig mal (slik som et "antigen”). Dette representerer en ytterligere

distinkt egenskap til et trebindingssystem ifglge foreliggende oppfinnelse.

I tillegg til disse effektene tilveiebringer molekylene ifglge foreliggende
oppfinnelse ogsd muligheten for & lage en sandwich av et enkelt antigen (eller
annen del) mellom to segmenter av polypeptidkjede. Selvsagt kan det bestemte
arrangementet som brukes, vaere avhengig av geometrien til den bestemte
konstruksjonen som blir anvendt, men i motsetning til kjente teknikker gir

oppfinnelsen denne muligheten.

Selvsagt har diskusjonen ovenfor nevnt slgyfene som dannes ifglge foreliggende
oppfinnelse. I noen utfgrelsesformer blir s& disse slgyfene klgyvd. Det er viktig &
legge merke til at selv i slike utfgrelsesformer dannes slgyfene, det er ganske
enkelt at slgyfemolekylet blir behandlet som et intermediat som sd ytterligere
prosesseres ved klgyving av slgyfene for 8 produsere en bundet-flerlineser-
peptidstruktur. I disse utfgrelsesformer, fordi peptidet til & begynne med er
koblet til koblingsforbindelsen via tre eller flere kovalente bindinger, vil

molekylene etter peptidklgyvning bli dekorert med tre eller flere peptiddeler.
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Slike molekyler kan danne flere interaksjoner med mal og hgyere
bindingsaffiniteter/-spesifisiteter forventes, noe som er en ytterligere fordel med

trebindingssystemet ifglge foreliggende oppfinnelse.

Det er en fordel at molekyler ifglge foreliggende oppfinnelse som har to eller
flere polypeptidslgyfer, kan danne flere interaksjoner med en malligand og kan
derfor ha hgyere affiniteter og/eller spesifisiteter enn polypeptidmolekyler med
kun en enkel slgyfe. For eksempel kan det vaere gnskelig a8 foredle den andre
slgyfen for bedre affinitet, noe som helt klart ikke er mulig for molekyler med en

slgyfe.

Det er en fordel at i kompleksene ifglge foreliggende oppfinnelse holder
koblingsforbindelsen minst to polypeptidsigyfer i tett romlig naerhet. Disse to
eller flere slgyfer kan interagere samtidig med forskjellige epitoper pa den

Oy-
samme malliganden.

Videre kan fordelen med & ha to eller flere slgyfer utnyttes i produksjonen av
“dobbel spesifikke” molekyler hvor en slgyfe har eller er valgt for en bestemt
egenskap eller bindingsaffinitet og den andre slgyfen for en forskjellig egenskap
eller affinitet. Disse molekyler refereres til som “bispesifikke” eller “dobbel

spesifikke”. Det er flere mulige typer. For eksempel,

(a) bispesifikke laget ved & selektere pa slgyfe 1 og deretter pa slgyfe 2 (eller
flere)
(b) to koblede bisykliske makroringer

(c) en bisyklisk makroring pluss peptid eller medikament.

For (a) kan dette vanligvis gjgres ved & lage/selektere en alikvot av et bibliotek
mot et fgrste antigen og en annen alikvot mot et andre antigen. De valgte
slgyfene kan s& kombineres parvis for eksempel ved hjelp av standard teknikker
slik som & rekombinere nukleinsyresegmentene som koder for de to slgyfene, for
& tilveiebringe et nytt bibliotek av forskjellige kombinasjoner av fgrste og andre
slgyfe. De parvis kombinerte molekylene (f.eks. fag) kan s& screenes og/eller
selekteres for @ binde mot begge antigener sekvensielt. P& denne maten kan
bispesifikke som er i stand til & binde to separate antigener, lages. Naturligvis

kan denne fremgangsmaten utvides med ytterligere valgfrie trinn slik som at
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bindingsaffiniteter for hvert antigen kan forbedres ved mutasjon av hver slgyfe,

hvor mutasjonen kan vaere dirigert eller til og med tilfeldig.

I en variasjon av denne teknikken kunne en alikvot av bibliotek selekteres for
binding til et fgrste antigen. Slgyfen som er viktigst for binding, kunne
identifiseres, for eksempel med inspeksjon av "konsensussekvensen” blant de
som er selektert som bindere, og den andre slgyfen kunne randomiseres og

selekteres mot det andre antigenet.

De mest egnede bispesifikke av denne typen slik som beskrevet i (a) ville blitt

fremstilt pa fag.

Variantmolekyler bemerket i (b) og (c) ovenfor kan tilsvarende fremstilles som
fag (p@ en lignende mate som ovenfor). Alternativt kan mest sannsynlig de to
koblede enhetene selekteres separat og deretter fuseres pa trinnet for kjemisk

syntese, noe som kunne forenkle deres seleksjon/konstruksjon.

Det er en ytterligere signifikant gunstig egenskap av aspekter ifglge oppfinnelsen
at i tillegg til koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse som tjener til &
forbinde polypeptidsegmenter gjennom kovalente bindinger via aminosyrerester
ved basen i hver peptidslgyfe, er ogsd koblingsforbindelsen involvert i ytterligere
ikke-kovalente interaksjoner (slik som ionebindinger, hydrofobe interaksjoner,
hydrogenbindinger, Van der Waals-interaksjoner) med tilleggselementer av
polypeptidkjeden slik som andre aminosyrerester, i motsetning til dette er den
toverdige til Millward et al. linezer og veldig fleksibel (propyl) og dens eneste
rolle er & forbinde to ender av et polypeptid for & danne et redoks-insensitivt
syklisk peptid. Det ville ikke forventes at linkeren til Millward et al. vil lage
signifikante ikke-kovalente interaksjoner med polypeptidslgyfen ettersom den er
liten og veldig fleksibel og det finnes faktisk ikke bevis for at den gjgr det. Denne
fordel av foreliggende oppfinnelse blir ytterligere illustrert i eksempeldelen
sammen med bevis for de gunstige ikke-kovalente interaksjonene. Det er
dermed hensiktsmessig at polypeptidet blir forbundet med koblingsforbindelsen
via en eller flere ikke-kovalente interaksjoner i tillegg til den kovalente
bindingen(e) som diskuteres her. Dette har den ytterligere fordelen at det
tilveiebringes tilleggsniva av strukturell begrensning til komplekset/konjugatet

ifglge oppfinnelsen.
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Det er en fordel med foreliggende oppfinnelse at et molekyl med flere
peptidsigyfer generelt er mer strukturert enn et polypeptid med en enkel
peptidslgyfe. Veldig strukturerte molekyler har en tendens til & veere mer
spesifikke. I tillegg har godt strukturerte molekyler generelt bedre
bindingsaffiniteter. Videre kan et molekyl med flere peptidsigyfer danne flere

interaksjoner med en malligand enn et polypeptid med en enkel peptidsigyfe.

Det er en ytterligere fordel av aspekter ifglge foreliggende oppfinnelse at
koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse ogsa innehar
konformasjonsbegrensninger avledet fra dens egen kjemiske struktur. For
eksempel er noen kjemiske grupper kjent for & veere lite fleksible, for & hindre
rotasjon, for 3 tilveiebringe sterisk hindring eller begrensning, for 3 presentere
en rigid struktur eller pd annen mate tilveiebringe skaffold eller begrensning til
komplekset. Dermed er det hensiktsmessig at koblingsforbindelsen i
oppfinnelsen omfatter en skaffoldgruppe slik som en rigid skaffoldgruppe.
Funksjonen til denne skaffoldgruppen er & tilveiebringe molekylstruktur eller
begrensning til komplekset ifglge foreliggende oppfinnelse. I sammenheng med
en foretrukket koblingsforbindelse ifglge foreliggende oppfinnelse, tris-
(brommetyl)benzen (TBMB), kan denne egenskapen illustreres med referanse til
planarstrukturen til benzengruppen i TBMB. Denne benzengruppen er rigid p5
grunn av dens planarkarakter og er dermed i stand til & tjene som en
skaffoldgruppe til koblingsforbindelsen, naermere bestemt en rigid

skaffoldgruppe.

I en mest foretrukket utfgrelsesform av foreliggende oppfinnelse tilveiebringer
dermed koblingsforbindelsen konformasjsbegrensninger som fglge av de minst
tre kovalente bindingene til polypeptidet, tilveiebringer ytterligere struktur via de
ikke-kovalente bindingene mellom koblingsforbindelsen og polypeptidet, og
koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse gir ogsd ytterligere
konformasjonsbegrensninger ved innholdet i sin egen kjemiske struktur som
tjener som et rigid skaffold. For eksempel planarstrukturen til benzengruppen
nar koblingsforbindelsen omfatter det samme slik som nar koblingsforbindelsen

er tris-(brommetyl)benzen (TBMB).

KOBLINGSFORBINDELSE
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Koblingsforbindelsen blir noen ganger referert til som “molekylkjernen”. Det er
hensiktsmessig at koblingsforbindelsen innehar molekylsymmetri. Det er
hensiktsmessig at koblingsforbindelsen innehar tre reaktive grupper og innehar
tredobbel symmetri. Dette har fordelen av kun & fremstille et enkelt
reaksjonsprodukt. Hvis koblingsforbindelsen ikke er et symmetrisk molekyl, sd
kan flere reaksjonsprodukter fremstilles. Dette kan fgre til komplikasjoner eller
kreve at den gnskede isomeren er separert fra de andre reaksjonsproduktene.
Ved & anvende en koblingsforbindelse som har den egnede symmetri, blir slike

problemer pa en fordelaktig mate forbedret.

Det er en fordel med foreliggende oppfinnelse at polypeptidene som fremstilles,
har en stgrre kompleksitet enn kjente sykliske peptider. For eksempel kan
polypeptider fremstilt ifglge foreliggende oppfinnelse inneha mer enn to slgyfer
for interaksjon med andre kjemiske enheter. I tillegg har polypeptider fremstilt
ifslge foreliggende oppfinnelse et stgrre begrensningsnivd enn polypeptider som
er kjent i fagfeltet. Disse to effektene danner sammen en ytterligere fordel ved
at flere slgyfer (eller “sykluser”) til polypeptidet bevares i tett fysisk nezerhet til
hverandre via deres bindinger til den felles koblingsforbindelsen. Dette
tilveiebringer et ytterligere begrensningsnivd for konformasjonen til disse

polypeptidene.

Vanligvis forbindes sykliske peptider i kjent teknikk ved 8 anvende flere
cysteinrester slik som to cysteinrester, for 8 danne en bro mellom to deler av
peptidet og dermed danne et syklisk polypeptid. Imidlertid er slike molekyler
redoks-sensitive. Fremgangsmaten til Millward et al er direkte fokusert p3
fremstillingen av sykliske peptider som er redoks-insensitive. Med hensyn til
dette avviker Millward et al sin fremgangsmate fra kjent teknikk og lserer bort
fra anvendelsen av cysteiner som reaktive grupper for modifikasjonen av
polypeptider. I motsetning til dette er cysteiner, ifglge foreliggende oppfinnelse,

foretrukne reaktive grupper.

N&r det er tre eller flere reaktive grupper for minst tre adskilte kovalente
bindinger til koblingsforbindelsen, trenger ikke nevnte reaktive grupper veere
cysteiner. For eksempel kan de reaktive gruppene omfatte en cystein og to
ytterligere egnede reaktive grupper som for eksempel kan omfatte lysin,

selenocystein eller andre. Mest egnet er alle tre reaktive grupper cysteiner.
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Kjente teknikker har kun fgrt til fremstillingen av enkelslgyfepolypeptider. Ifglge
foreliggende oppfinnelse kan minst to slgyfer eller til og med flere, fremstilles

ved & binde polypeptidet ved forskjellige punkter til koblingsforbindelsen.

Fremgangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse involverer som et minimum tre
bindinger med polypeptidet. Dette har fordelen av stgrre molekylbegrensning.
Dette har ytterligere fordelen av presentasjonen av flere polypeptidslgyfer for

interaksjon med andre deler.

I kjente teknikker er i beste fall et kryssbindingsmiddel blitt introdusert eller
forbundet til polypeptidet slik som et genetisk kodet polypeptid. I motsetning til
dette tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en koblingsforbindelse for den

multiple koordineringen av forskjellige deler av det samme polypeptidet.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er et lite molekyl. Det er

hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er et lite organisk molekyl.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er eller kan veere basert pa
naturlige monomerer slik som nukleosider, sukkere eller steroider. Det er egnet
at koblingsforbindelsen omfatter en kort polymer av slike enheter slik som en

dimer eller en trimer.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er en forbindelse med kjent
toksisitet, det er hensiktsmessig at den har lav toksisitet. Eksempler pd egnede
forbindelser inkluderer kolesteroler, nukleotider, steroider eller eksisterende

medikamenter slik som tamazapan.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er et makromolekyl. Det er
hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er et makromolekyl sammensatt av

aminosyrer, nukleotider eller karbohydrater.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter reaktive grupper som er i
stand til 8 reagere med funksjonelle grupper til malpeptidet for & danne

kovalente bindinger.
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Koblingsforbindelsen kan omfatte kjemiske grupper som aminer, tioler,
alkoholer, ketoner, aldehyder, nitriler, karboksylsyrer, succinimider, maleimider,

alkylhalider og acylhalider.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen omfatter eller kan bestd av

tris(brommetyl)benzen eller et derivat av den.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen har en tredobbel
rotasjonssymmetri slik at reaksjonen mellom tre funksjonelle grupper i

malpeptidet og koblingsforbindelsen danner en enkeltproduktisomer.

I noen utfgrelsesformer kan koblingsforbindelsen ha en tetrahedral geometri slik
at reaksjonen mellom fire funksjonelle grupper i det kodete polypeptidet og

koblingsforbindelsen ikke danner mer enn toprodukt isomerer.
En egnet koblingsforbindelse er 1,3,5-tris(brommetyl)benzen (‘'TBMB').

En egnet koblingsforbindelse er 2,4,6-tris(brommetyl)mesitylen. Den er lignende
1,3,5-tris(brommetyl)benzen, men inneholder i tillegg tre metylgrupper festet til
benzenringen. Dette har den fordel at metylgruppene som er i tillegg, kan danne
ytterligere kontakter med polypeptidet og falgelig tillegge mer strukturell

begrensning.

Koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse er valgt fra enten et lite
molekyl eller en makromolekylstruktur. Den nevnte koblingsforbindelsen er
sammensatt av organiske, uorganiske eller organiske o0g uorganiske

komponenter.

I en foretrukket utfgrelsesform er koblingsforbindelsen et lite organisk molekyl
som for eksempel et linezert alkan. Mer egnet er koblingsforbindelsen et
forgrenet alkan, et syklisk alkan, et polysyklisk alkan, en aromat, et
heterosyklisk alkan eller en heterosyklisk aromat som gir fordelen av 8 vaere

mindre fleksibel (dvs. mer rigid).

I en annen utfgrelsesform er koblingsforbindelsen valgt fra en
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makromolekylstruktur som for eksempel et polypeptid, et polynukleotid eller et

polysakkarid.

Koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse inneholder kjemiske grupper
som tillater at funksjonelle grupper i polypeptidet i det kodede biblioteket ifglge
foreliggende oppfinnelse danner koblinger med koblingsforbindelsen. Nevnte
kjemiske grupper er valgt fra en rekke funksjonaliteter inkludert aminer, tioler,
alkoholer, ketoner, aldehyder, nitriler, karboksylsyrer, estere, alkaner, alkyner,

anhydrider, succinimider, maleimider, azider, alkylhalider og acylhalider.

I en utfgrelsesform er koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse

tris(brommetyl)benzen eller et derivat av den.

POLYPEPTID

De funksjonelle gruppene til de kodede polypeptidene blir hensiktsmessig
tilveiebrakt ved sidekjeder med naturlige eller ikke-naturlige aminosyrer. De
funksjonelle gruppene til de kodede polypeptidene blir hensiktsmessig valgt fra
tiolgrupper, aminogrupper, karboksylgrupper, guanidingrupper, fenolgrupper
eller hydroksylgrupper. De funksjonelle gruppene til de kodede polypeptidene
kan hensiktsmessig velges fra azid-, keto-karbonyl-, alkyn-, vinyl- eller
arylhalidgrupper. De funksjonelle gruppene til de kodede polypeptidene for &
koble til en koblingsforbindelse kan hensiktsmessig veaere den amino- eller

karboksyterminale enden av polypeptidet.

I noen utfgrelsesformer er hver av de funksjonelle gruppene til polypeptidet for &
koble til en koblingsforbindelse av den samme typen. For eksempel kan hver

funksjonelle gruppe veere en cysteinrest.

I noen utfgrelsesformer kan de funksjonelle gruppene for & koble til en
koblingsforbindelse omfatte to eller flere forskjellige typer eller de kan omfatte
tre eller flere forskjellige typer. For eksempel kan de funksjonelle gruppene

omfatte to cysteinrester og et N-terminalt amin.

I noen utfgrelsesformer kan alternative aminosyrer slik som naturlige aminosyrer
veere hensiktsmessige for kjemisk modifiserte polypeptider slik som fagfremviste

peptider ifglge foreliggende oppfinnelse.
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Cystein er den mest egnede aminosyren fordi den har den fordelen at dens
reaktivitet er mest forskjellig fra alle andre aminosyrer. Reaktive grupper som
kan anvendes pa koblingsforbindelsen for & reagere med tiolgrupper pa
cysteinene, er alkylhalider (eller ogsd kalt halogenalkaner eller haloalkaner).
Eksempler er brommetylbenzen (den reaktive gruppen eksemplifisert ved TBMB)
eller jodacetamid. Andre reaktive grupper som anvendes for 8 koble selektivt
forbindelser til cysteiner i proteiner, er maleimider. Eksempler p& maleimider
som kan anvendes som koblingsforbindelser ifglge foreliggende oppfinnelse,
inkluderer:  tris-(2-maleimidoetyl)amin, tris-(2-maleimidoetyl)benzen, tris-
(maleimido)benzen. Selenocystein er ogsa en naturlig aminosyre som har en
lignende reaktivitet til cystein og kan anvendes til de samme reaksjonene. Hvor
enn cystein nevnes er den dermed vanligvis akseptabel for & substituere
selenocystein med mindre sammenhengen foresldr noe annet. Mest

hensiktsmessig blir cystein anvendt.

Lysiner (og primaert aminer i den N-terminale enden av polypeptider) er ogsa
egnet som funksjonelle grupper for & modifisere peptider pa fag ved 8 koble til
en koblingsforbindelse. Imidlertid er de mer forekommende i fagproteiner enn
cysteiner og det er en hgyere risiko for at fagpartiklene blir kryssbundet eller at
de mister deres infektivitet. Ikke desto mindre fant vi at lysiner er spesielt
anvendbare i intramolekylzere reaksjoner (f.eks. nar en koblingsforbindelse
allerede er koblet til fagpeptidet) for & danne en andre eller etterfglgende kobling
med koblingsforbindelsen. I dette tilfellet reagerer koblingsforbindelsen
fortrinnsvis med lysiner i det fremviste peptidet (neermere bestemt lysiner som
er i tett neerhet). Funksjonelle grupper som reagerer selektivt med primaere
aminer, er succinimider, aldehyder eller alkylhalider. Med hensyn til alkylhalider
vil leseren vite at alkylhalider med forskjellige reaktiviteter eksisterer. I
brommetylgruppen som vi har anvendt i en rekke av de medfglgende
eksemplene, kan elektroner i benzenringen stabilisere den kationiske
transisjonstilstanden. Dette bestemte alkylhalidet er derfor 100-1000 ganger
mer reaktivt enn alkylhalider som ikke er forbundet med en benzengruppe.
Eksempler pa succinimider for anvendelse som koblingsforbindelse inkluderer
tris-(succinimidylaminotriacetat), 1,3,5-benzentrieddiksyre. Eksempler p3
aldehyder for anvendelse som koblingsforbindelse inkluderer triformylmetan.

Eksempler pd alkylhalider for anvendelse som koblingsforbindelse inkluderer
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1,3,5-rris(brommetyl)-2,4,6-trimetylbenzen, 1,3,5-rris(brommetyl)benzen,

1,3,5-rris(brommetyl)-2,4,6-trietylbenzen.

I noen utfgrelsesformer kan molekyllinkere eller modifikasjoner tilsettes til (eller
for & danne) funksjonelle grupper i de kodede polypeptidene for festingen til
koblingsforbindelsen hvor nevnte linkere eller modifikasjoner er i stand til a

reagere med koblingsforbindelsen.

Aminosyrene med funksjonelle grupper for & koble til en koblingsforbindelse kan
vaere lokalisert ved en hvilken som helst egnet posisjon innen det kodede
polypeptidet. For & influere de bestemte strukturene eller slgyfene som dannes,
kan posisjonene til aminosyrene som har de funksjonelle gruppene varieres av
en erfaren fagperson, dvs. ved manipulering av nukleinsyren som koder for

polypeptidet med den hensikt & mutere polypeptidet som blir fremstilt.

Hver av aminosyrene i det kodede polypeptidet kan veere et mal for mutagenese
(f.eks. begrenset forandringsmutagenese) ifglge behovene til fagpersonene eller
formdlet som oppfinnelsen skal anvendes til. Det er klart at minst tre
funksjonelle grupper for & binde til koblingsforbindelsen er ngdvendig pa
polypeptidet av interesse. Andre aminosyrer enn de som er ngdvendige for &
binde til koblingsforbindelsen, kan fritt varieres i henhold til operatgrbehov, og
kalles “variable aminosyrer”. Nevnte variable aminosyrer i det kodede
polypeptidet (f.eks. polypeptidbibliotekmedlemmer) kan randomiseres, delvis

randomiseres eller vaere konstant.

Malpolypeptidet omfatter en bindingsdel for koblingsforbindelse. Dette er
regionen som koblingsforbindelsen festes til. Det er hensiktsmessig at tolkningen
med hensyn til funksjonelle grupper anvendes for denne bindingsdelen. Det er
hensiktsmessig at bindingsdelen for koblingsforbindelsen til malpolypeptidet
omfatter 1 til 20 aminosyrerester. Det er hensiktsmessig at bindingsdelen for
koblingsforbindelsen til malpolypeptidet omfatter faerre enn 10 aminosyrer.
Dette har den fordelen at det palegges ytterligere konformasjonsbegrensning pa

polypeptidsegmentet ndr det er festet til koblingsforbindelsen.

Malpolypeptidet omfatter hensiktsmessig sekvensen AC(X)¢C(X)sCG hvor X star

for en tilfeldig naturlig aminosyre, A for alanin, c for cystein og G for glysin.
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Malpolypeptidet omfatter hensiktsmessig sekvensen (X)IY(X)mY(X)nY(X)o hvor Y
representerer en aminosyre med en funksjonell gruppe, X representerer en
tilfeldig aminosyre, m og n er tall mellom 1 og 20 som definerer lengden pa
mellomliggende polypeptidsegmenter og 1 og o er tall mellom 0 og 20 som

definerer lengden av de flankerende polypeptidsegmentene.

I noen utfgrelsesformer kan komplekset ifglge foreliggende oppfinnelse omfatte
et polypeptid med sekvensen AC(X)gC(X)¢CG. I en utfgrelsesform kan et
bibliotekmedlem eller kompleks ifglge foreliggende oppfinnelse omfatte en
mesitylenkoblingsforbindelse og et polypeptid med sekvensen AC(X)gC(X)sCG
hvor polypeptidet er festet til de eksosykliske metylgruppene i
koblingsforbindelsen via cysteinrester i polypeptidet som danner tre
tioeterbindinger dertil og hvor X stdr for en aminosyre (hensiktsmessig en

naturlig aminosyre), A for alanin, C for cystein og G for glysin.

Det er hensiktsmessig at polypeptidet omfatter en inhibitor av humant
plasmakallikrein og polypeptidet omfatter en eller flere av aminosyresekvensene
GCSDRFRNCPADEALCG, ACSDRFRNCPLWSGTCG, ACSTERRYCPIEIFPCG,
ACAPWRTACYEDLMWCG, ACGTGEGRCRVNWTPCG eller en relatert sekvens.

Med relatert sekvens menes en aminosyresekvens som har minst 50 % identitet,
hensiktsmessig minst 60 % identitet, hensiktsmessig minst 70 % identitet,
hensiktsmessig minst 80 % identitet, hensiktsmessig minst 90 % identitet,
hensiktsmessig minst 95 % identitet, hensiktsmessig minst 98 % identitet,
hensiktsmessig minst 99 % identitet. Identitet blir hensiktsmessig bedgmt over
en tilstgtende del pd minst 10 aminosyrer, hensiktsmessig minst 12 aminosyrer,
hensiktsmessig minst 14 aminosyrer, hensiktsmessig minst 16 aminosyrer,

hensiktsmessig minst 17 aminosyrer eller full-lengden av referansesekvensen.

Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet omfatter en inhibitor av human
katepsin G og at polypeptidet omfatter en eller flere av aminosyresekvensene
ACEYGDLWCGWDPPVCG, ACIFDLGFCHNDWWNCG, ACLRAQEDCVYDRGFCG eller

en relatert sekvens.

Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet omfatter en inhibitor av human
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urokinase-type plasminogenaktivator og at polypeptidet omfatter en eller flere
av aminosyresekvensene ACNSRFSGCQIDLLMCG, ACSRYEVDCRGRGSACG eller

en relatert sekvens.

Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet er omfattet av et bibliotek av
polypeptider som inneholder minst 10° medlemmer. Foreliggende oppfinnelse

vedrgrer ogsa slike biblioteker.

REAKTIVE GRUPPER I POLYPEPTID

Koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse kan bindes til polypeptidet
via funksjonelle reaktive grupper pd polypeptidet. Disse dannes vanligvis fra
sidekjeder med bestemte aminosyrer funnet i polypeptidpolymeren. Slike
reaktive grupper kan vaere en cystein sidekjede, en lysin sidekjede eller en N-

terminal amingruppe eller en hvilken som helst annen egnet reaktiv gruppe.

Det er hensiktsmessig at minst en funksjonell gruppe er en cysteingruppe.
Grupper slik som lysin eller de N-terminale aminene er vanligvis ikke reaktive
nok til & binde til koblingsforbindelsen pa egen hand innenfor en passende
tidsramme. Med en gang koblingsforbindelsen er festet eller bundet til minst et
cystein, betyr imidlertid ordiner reaksjonskinetikk at lysinet eller
aminbindingene raskt og stabilt kan dannes deretter. P& grunn av dette er det

hensiktsmessig at minst en av de funksjonelle gruppene er en cysteingruppe.

Hvis andre reaktive grupper pa polypeptidet enn cystein-/lysin-/amingrupper er
gnskelig. s& kan en annen koblingsforbindelse velges for 8 pare med de

bestemte funksjonelle reaktive gruppene som er valgt pa8 malpolypeptidet

Det er hensiktsmessig at cystein-, lysin eller amingrupper anvendes som de

funksjonelle eller reaktive gruppene pa polypeptidet av interesse.

Det er hensiktsmessig at minst tre kovalente bindinger dannes mellom

koblingsforbindelsen og polypeptidet av interesse.

I noen utfgrelsesformer kan fire bindinger eller til og med flere dannes mellom
koblingsforbindelsen og polypeptidet av interesse. Hvis mer enn fire bindinger

anvendes, blir imidlertid vanligvis produktblandingene som dannes, gkende
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kompleks, og kan hindre de pafglgende anvendelsene og anvendelsesomradene.
P& grunn av dette er tre bindinger eller fire bindinger mellom
koblingsforbindelsen og polypeptidet av interesse foretrukket. I en hvilken som
helst utfgrelsesform er molekylsymmetri av koblingsforbindelsen foretrukket.
Mest foretrukket er koblingsforbindelser som har tre funksjonelle eller reaktive
grupper. Mest foretrukket er koblingsforbindelser som har tredobbel

molekylsymmetri.

De funksjonelle gruppene til genetisk kodede polypeptider ifglge foreliggende
oppfinnelse er i stand til & danne kovalente bindinger med
koblingsforbindelsen/molekylkjernen. Funksjonelle grupper er spesifikke grupper
med atomer innen enten naturlige eller ikke-naturlige aminosyrer. Det er
foretrukket at funksjonelle grupper med en adskilt kjemisk reaktivitet anvendes
for & koble polypeptidet til koblingsforbindelsen for 8 danne komplekset ifglge
foreliggende oppfinnelse. Anvendelsen av nevnte adskilte funksjonelle grupper
tillater binding av koblingsforbindelsen/molekylkjernen utelukkende til fastsatte
funksjonelle grupper i polypeptidet, men ikke til andre kjemiske grupper i
hverken mangfoldighetselementene til polypeptidet, nukleotidsyren eller andre

komponenter i komplekset.

Egnede funksjonelle grupper av naturlige aminosyrer er tiolgruppene i cystein,
aminogruppene i lysin, karboksylgruppen i aspartat eller glutamat,
guanidingruppen i arginin, fenolgruppen i tyrosin eller hydroksylgruppen i serin.
Ikke-naturlige aminosyrer kan tilveiebringe en rekke funksjonelle grupper som
inkluderer azid, et keto-karbonyl, en alkyn, en vinyl eller en arylhalidgruppe.
Amino og karboksylgruppen i den terminale enden av polypeptidet kan ogsa
tjene som funksjonelle grupper for & danne kovalente bindinger til en

koblingsforbindelse/molekylkjerne.

De kodede polypeptidene ifglge foreliggende oppfinnelse inneholder
hensiktsmessig minst tre funksjonelle grupper. Nevnte polypeptider kan ogsa
inneholde fire eller flere funksjonelle grupper. Jo flere funksjonelle grupper som
anvendes jo flere mangfoldighetssegmenter kan bindes til
koblingsforbindelsen/molekylkjernen. Koblingen av et overdrevet antall
funksjonelle grupper til en koblingsforbindelse/molekylkjerne er imidlertid ikke

anbefalt fordi det kan fgre til et uhandterlig antall produktisomerer. Det er
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hensiktsmessig at tre, fire eller fem kovalente bindinger til en
koblingsforbindelse blir anvendt; mest hensiktsmessig er tre eller fire kovalente

bindinger; mest hensiktsmessig tre kovalente bindinger.

I en foretrukket utfgrelsesform blir kodede polypeptider med tre funksjonelle
grupper  dannet. Reaksjonen mellom nevnte polypeptid og en
koblingsforbindelse/molekylkjerne som har en tredobbel rotasjonssymmetri
genererer en enkeltprodukt isomer. Genereringen av en enkeltproduktisomer er
gunstig av flere grunner. Nukleinsyrene (noen ganger referert til som de
"genetiske kodene”) i forbindelsesbiblioteket koder for kun de primeare
sekvensene til polypeptidet, men ikke for den isomere tilstanden til molekylene
som dannes ved reaksjon mellom det kodede proteinet og molekylkjernen. Hvis
kun en produktisomer kan dannes, defineres tildelingen av nukleinsyren til
produktisomeren klart. Hvis flere produktisomerer dannes, kan ikke nukleinsyren
gi noe informasjon om naturen til produktisomeren som ble isolert i en screening
eller seleksjonsprosess. Dannelsen av en enkel produktisomer er ogsa
fordelaktig hvis et spesifikt medlem av et bibliotek ifglge foreliggende
oppfinnelse syntetiseres. 1 dette tilfellet gir den kjemiske reaksjonen mellom
polypeptidet og koblingsforbindelsen en enkel produktisomer istedenfor en

blanding av isomerer.

I en annen utfgrelsesform ifglge foreliggende oppfinnelse dannes kodede
polypeptider med fire funksjonelle grupper. Reaksjon mellom nevnte
polypeptider med en koblingsforbindelse/molekylkjerne som har en tetrahedral
symmetri, genererer to produktisomerer. Selv om de to forskjellige
produktisomerene kodes for av en og samme nukleinsyre (“genetisk kode”) kan
den isomere naturen til den isolerte isomeren bestemmes ved kjemisk &
syntetisere begge isomerer, @ separere de to isomerene og a teste begge

isomerene for binding til en malligand.

I en utfgrelsesform ifglge foreliggende oppfinnelser er minst en av de
funksjonelle gruppene i polypeptidene ortogonal til de gjenvaerende funksjonelle
gruppene. Anvendelsen av ortogonale funksjonelle grupper tillater & dirigere
nevnte ortogonale funksjonelle grupper til spesifikke steder pa molekylkjernen.
Koblingsstrategier som involverer ortogonale funksjonelle grupper kan anvendes

for & begrense antallet produktisomerer som dannes. Med andre ord, ved 8 velge



10

15

20

25

30

35

NO/EP2257624

29

distinkte funksjonelle grupper for en eller flere av de minst tre bindingene til de
som er valgt for det gjenvaerende av de minst tre bindingene, kan en bestemt
rekkefglge av binding eller dirigering av spesifikke funksjonelle grupper til
polypeptidet til spesifikke posisjoner pa koblingsforbindelsen oppnds pa en nyttig

mate.

I en annen utfgrelsesform reagerer de funksjonelle gruppene i det kodede
polypeptidet ifglge foreliggende oppfinnelse med molekyllinkerne, hvor nevnte
linkere er i stand til 8 reagere med en koblingsforbindelse/molekylskaffold slik at
linkeren vil intervenere mellom koblingsforbindelsen og polypeptidet i den

endelige bundne tilstanden.

Egnede  aminosyrer  hos medlemmene il de  genetisk kodede
kombinasjonskjemiske bibliotekene kan erstattes med en hvilken som helst
naturlig eller ikke-naturlig aminosyre. Ekskludert fra disse utbyttbare
aminosyrene er de som innehar funksjonelle grupper for & kryssbinde
polypeptidene til en molekylkjerne. En gruppe tilstgtende aminosyrer som kan
varieres, er definert som et polypeptidsegment. Stgrrelsen pa et enkelt
polypeptidsegment er hensiktsmessig i omradet fra 1 til 20 aminosyrer.
Polypeptiddelene har enten tilfeldige sekvenser, konstante sekvenser eller
sekvenser med tilfeldige eller konstante aminosyrer. Aminosyrene med
funksjonelle grupper er enten lokalisert i definerte eller tilfeldige posisjoner

innenfor det kodede polypeptidet ifglge foreliggende oppfinnelse.

I en utfgrelsesform er polypeptiddelene som er bundet med to aminosyrer som
innehar funksjonelle grupper for binding til en koblingsforbindelse/molekylkjerne,
korte aminosyresekvenser pd 10 eller faerre aminosyrer. Reaksjon mellom
nevnte kodede polypeptidsekvenser med en molekylkjerne danner
bibliotekmedlemmer med hay konformasjonsbegrensning.
Konformasjonsbegrensede ligander er generelt mer spesifikke og har hgyere
bindingsaffiniteter. Konformasjonsbegrensningen kan ogsa beskytte ligandene

fra proteolytisk degradering for eksempel i kroppsvaesker.

I en utfgrelsesform har et kodet polypeptid med tre funksjonelle grupper
sekvensen (X)) Y(X)mY(X),Y(X)o, hvor Y representerer en aminosyre med en

funksjonell gruppe, X representerer en tilfeldig aminosyre, m og n er tall mellom
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1 og 20 som definerer lengden av mellomliggende polypeptidsegmenter og | og o
er tall mellom 0 og 20 som definerer lengden pa de flankerende

polypeptidsegmentene.

I en foretrukket utfgrelsesform har et kodet polypeptidbibliotek ifglge
foreliggende oppfinnelsen sekvensen AC(X)gC(X)¢CG hvor A representerer alanin,
C representerer cystein, X representerer en tilfeldig naturlig aminosyre og G

representerer glysin.

Alternativer til tiolstyrte konjugeringer kan anvendes for & feste
koblingsforbindelsen til peptidet via kovalente interaksjoner. Alternativt kan
disse teknikkene anvendes i modifikasjon eller festing av ytterligere deler (slik
som sma molekyler av interesse som er adskilte fra koblingsforbindelsen) til
polypeptidet etter at de er blitt selektert eller isolert ifglge foreliggende
oppfinnelse - i denne utfgrelsesformen er det klart at festingen ikke trenger &
vaere kovalent og kan omfatte ikke-kovalent festing. Disse fremgangsmatene
kan anvendes istedenfor (eller i kombinasjon med) de tiolstyrte
fremgangsmatene ved a produsere fag som fremviser proteiner og peptider som
bzerer unaturlige aminosyrer med ngdvendige kjemiske funksjonelle grupper, i
kombinasjon sma molekyler som baerer den komplementsere funksjonelle
gruppen eller ved & inkorporere de unaturlige aminosyrene inn i et kjemisk eller
rekombinant syntetisert polypeptid ndr molekylet fremstilles etter seleksjons-

/isoleringsfasen.

De unaturlige aminosyrene som er inkorporert inn i peptidene og proteinene pé’]
fag, kan inkludere 1) en ketonfunksjonell gruppe (som funnet i para- eller
metaacetyl-fenylalanin) som spesifikt kan reagere med hydraziner,
hydroksylaminer og deres derivater (Addition of the keto functional group to the
genetisc code of Escherichia coli. Wang L, Zhang Z. Brock A, Schultz PG. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2003 Jan 7;100(1):56-61: Bioorg Med Chem Lett. 2006 Okt
15;16(20):5356-9. Genetic introduction of a diketone-containing amino acid into
proteins. Zeng H, Xie J. Schultz PG), 2) azider (som funnet i p-azid-fenylalanin)
som kan reagere med alkyner via kopperkatalysert “klikk-kjemi” eller
stammefremmet (3+2) for & danne de korresponderende triazolen (Addition of
p-azido-L-phenylalanine to the genetic code of Escherichia coli. Chin JW. Santoro
SW, Martin AB, King DS, Wang L, Schultz PG. J Am Chem Soc. 2002 Aug
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7;124(31):9026-7; Adding amino acids with novel reactivity to the genetic code
of Saccharomyces cerevisiae. Deiters A, Cropp TA, Mukherji M, Chin JW,
Anderson JC, Schultz PG. J Am Chem Soc. 2003 Oct 1;125(39):11782-3) eller
azider som kan reagere med arylfosfiner via en Staudinger-ligering (Selective
Staudinger modification of proteins containing p-azidophenylalanine. Tsao ML,
Tian F, Schultz PG. Chembiochem. 2005 Dec;6(12):2147-9) for & danne de
korresponderende amidene, 4) alkyner som kan reagere med azider for & danne
det korresponderende triazolet (In vivo incorporation of an alkyne into proteins
in Escherichia coli. Deiters A. Schultz PG. Bioorg Med Chem Lett. 2005 Mar
1;15(5):1521-4), 5) borsyrer (borater) som spesifikt kan reagere med
forbindelser som inneholder mer enn en egnet romlig hydroksylgruppe eller
gjennomgd palladiumstyrt kobling med halogenerte forbindelser (Angew Chem
Int Ed Engl. 2008;47(43):8220-3. A genetically encoded boronate-containing
amino acid., Brustad E, Bushey ML, Lee JW, Groff D, Liu W, Schultz PG), 6)
metallchelaterende aminosyrer inkludert de som beerer bipyridyler som spesifikt
kan koordinere et metallion (Angew Chem Int Ed Engl. 2007;46(48):9239-42. A
genetically encoded bidentate, metal-binding amino acid. Xie J, Liu W, Schultz
PG).

Unaturlige aminosyrer kan inkorporeres inn i proteiner og peptider fremvist pa
fag ved & omdanne E. coli med plasmider eller kombinasjoner av plasmider som
baerer: 1) den ortogonale aminoacyl-tRNA-syntetasen og tRNA som dirigerer
inkorporeringen av den unaturlige aminosyren som respons pa et kodon, 2) fag-
DNA-et eller fagemidplasmidet forandret til 8 inneholde det valgte kodonet ved
stedet for unaturlig aminosyreinkorporering (Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Nov
18;105(46):17688-93. Protein evolution with an expanded genetic code. Liu CC,
Mack AV, Tsao ML, Mills JH, Lee HS, Choe H, Farzan M, Schultz PG, Smider W; A
phage display system with unnatural amino acids. Tian F, Tsao ML, Schultz PG. ]
Am Chem Soc. 2004 Dec 15;126(49):15962-3). Den ortogonale aminoacyl-
tRNA-syntetasen og tRNA kan veaere avledet fra Methancoccus janaschii tyrosyl-
paret eller en syntetase (Addition of a photocrosslinking amino acid to the
genetic code of Escherichia coli. Chin JW, Martin AB, King DS, Wang L, Schultz
PG. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Aug 20;99(17):11020-4) og tRNA-par som
naturlig inkorporerer pyrrolysin (Multistep engineering of pyrrolysyl-tRNA
synhtetase to genetically encode N(epsilon)-(o-azidobenzyloxykarbonyl) lysine

for site-specific protein modification. Yanagisawa T, Ishii R, Fukunaga R,
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Kobayashi T, Sakamoto K, Yokoyama S. Chem Biol. 2008 Nov 24;15(11):1187-
97; Genetically encoding N(epsilon)-acetyllysine in recombinant proteins.
Neumann H, Peak-Chew SY, Chin JW. Nat Chem Biol. 2008 Apr:4(4):232-4.
Epub 2008 Feb 17). Kodonet for & inkorporere kan vaere amberkodonet (UAG),
et annet stopp-kodon (UGA eller UAA), alternativt kan det veere et
firebasekodon. Aminoacyl-tRNA-syntetasen og tRNA kan fremstilles fra
eksisterende vektorer, inkludert pBK-serien med vektorer pSUP (Efficient
incorporation of unnatural amino acids into proteins in Escherichia coli. Ryu Y,
Schultz PG.Nat Methods. 2006 Apr;3(4):263-5) vectors and pDULE vectors (Not
Methods. 2005 May;2(5):377-84. Photo-cross-linking interacting proteins with a
genetically encoded benzophenone. Farrell IS, Toroney R, Hazen JL, Mehl RA,
Chin JW). E. coli-stammen som ble anvendt, vil uttrykke F’-filusen (generelt via
et traoperon). N&r amberundertrykkelse anvendes, vil E. coli-stammen i seg selv
ikke inneholde et aktivt ambersuppressor tRNA-gen. Aminosyren tilsettes
dyrkningsmediet, fortrinnsvis med en sluttkonsentrasjon pa 1 mM eller hgyere.
Effektiviteten av aminosyreinkorporeringen kan forsterkes ved & anvende en
uttrykkskonstruksjon med et ortogonalt ribosombindingssete og & translatere
genet ribo-X (Evolved orthogonal ribosomes enhance the efficiency of synthetic
genetic code expansion. Wang K, Neumann H, Peak-Chew SY, Chin JW. Not
Biotechnol. 2007 Jul;25(7):770-7). Dette kan tillate effektiv inkorporering pa
flere steder av den unaturlige aminosyren som tilveiebringer flere festesteder for

liganden.

RENSING AV FAG

En hvilken som helst egnet mate for & rense fagen kan anvendes. Standard
teknikker kan benyttes ifglge foreliggende oppfinnelse. For eksempel kan fagen
renses ved filtrering eller ved rensing slik som PEG-presipitering; fagpartikler
kan fremstilles og renses med polyetylenglykol (PEG)-presipitering som tidligere

beskrevet.

I tilfelle det trengs mer veiledning refereres det til Jespers et al (Protein
Engineering Design and Selection 2004 17(10):709-713. Selection of optical
biosensors from chemisynthetic antibody libraries). Egnet fag kan renses som
anvist der. Teksten til denne publikasjonen er spesifikt inkorporert her ved

referanse for fremgangsmaten for fagrensing; naermere bestemt refereres det til
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material og fremgangsmatedelen som starter delvis nede i den hgyre kolonnen

pa side 709 i Jespers et al.

Videre kan fagen renses som publisert av Marks et al J. Mol. Biol vol 222 s. 581-
597, som er spesifikt inkorporert her ved referanse for den bestemte

beskrivelsen av hvordan fagfremstillingen/rensingen utfgres.

I tilfelle ytterligere veiledning er ngdvendig kan fag reduseres og renses som
folger. Om lag 5 x 10'? fagpartikler reagerer med 1 mM ditiotreitol (DTT) i 30
min ved romtemperatur, deretter blir de PEG-presipitert. Etter skylling med vann
blir pelleten resuspendert i 1 ml reaksjonsbuffer (10 mM fosfat buffer, 1 mM
EDTA, pH 7,8). Fagen reagerer sa valgfritt med 50 pl 1,6 mM N-[(2-
jodacetoksy)etyl]-N-metylamino-7-nitrobenz-2-okso-1,3-diazol (NBDIA)
(Molecular Probes) i 2 timer ved romtemperatur eller den reagerer mer
hensiktsmessig med koblingsforbindelsen som beskrevet her. Reaksjonen

termineres med PEG-presipitering av fagpartikler.

Ytterligere en mate fagen kan fremstilles/renses pa, omtales i Schreier og
Cortese (A fast and simple method for sequencing DNA cloned in the single-
stranded bacteriophage M13. Journal of molecular biology 129(1): 169-72,
1979). Denne publikasjonen vedrgrer kjedeterminerings-DNA-
sekvenseringsfremgangsmaten til Sanger et al. (1977) som krever enkelttrddet
DNA som templat. M13 fag-DNA eksisterer som enkelttrad og derfor kan hver
DNA-sekvens som er klonet inn i M13, lett fremskaffes i denne formen. Schreier
og Cortese viser at M13 enkelttrddet DNA rent nok til 8 anvendes som templat
for sekvensbestemmelse, kan fremstilles ved enkel sentrifugering av
fagpartikkelen og ekstraksjon med fenol. Schreier og Cortese-publikasjonen er
spesifikt inkorporert her ved referanse for rensefremgangsmaten til fagen. For &
unngd tvil blir ikke fenolekstraksjonen utfgrt for & lage komplekser ifglge
foreliggende oppfinnelse, fordi formalet med det er & rense nukleinsyrer. Dermed
er det hensiktsmessig at fenoltrinnet til Schreier og Cortese kan utelates.
Schreier og Cortese-fremgangsmaten fslges kun til punktet med & rense

fagpartiklene.

Dermed er det et utall teknikker som er velkjente i fagfeltet for @ rense fag. I

sammenhengen med foreliggende oppfinnelse blir slik rensing anvendt for &
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fierne reduksjonsmidlet som er anvendt for & redusere de funksjonelle gruppene
i polypeptidene av interesse for binding til koblingsforbindelsen, spesielt nar slik

binding er via cysteinrester.

Valgfritt kan spesielt fordelaktige teknikker for & rense fag tas i bruk som
diskutert i reaksjonskjemidelen nedenfor. Det bgr uttrykkelig legges merke til at
disse teknikker ikke betraktes som vesentlige for oppfinnelsen, men kan
representere spesielt nyttige fremgangsmater eller til og med den beste maten
for & lage fagpartikler pd ifglge foreliggende oppfinnelse. Forutsatt at det tas
hensyn til & unngd reoksidering av de reduserte funksjonelle/reaktive gruppene
pd fagen ved trinnet for fjerning av reduksjonsmidlet fgr festing av
koblingsforbindelsen, kan imidlertid i prinsippet en hvilken som helst teknikk
anvendes for & oppnd dette. Filtreringsteknikker beskrevet er spesielt effektive,
men er ogsa mer kompliserte enn standardteknikker slik at brukerne vil velge
teknikken som er best egnet for deres bestemte arbeid med oppfinnelsen. Det er

mest hensiktsmessig at filtreringsteknikker brukes.

REAKSJONSKIEMI

I tillegg til de konseptuelle innsiktene i sammenheng med den tredobbelt bundne
koblingsforbindelsen - polypeptidkonjugater og fagpartikler ifglge foreliggende
oppfinnelse, har oppfinnerne ogsd avledet et ngyaktig sett med kjemiske
betingelser som kan tas i bruk for 8 oppnd den kjemiske koblingen mens
integriteten til den genetisk kodede delen av produktet opprettholdes. Kjent
teknikk i fagfeltet for modifisering av polypeptider har involvert tgff kjemi og
uavhengige polypeptidmodifikasjonsreaksjoner. I motsetning til dette
tilveiebringer foreliggende oppfinnelse nye kjemiske betingelser for
modifikasjonen av polypeptider mens funksjonen og integriteten til det genetisk
kodede elementet av produktet bevares pa en fordelaktig mate. Spesifikt, nar
det genetisk kodede elementet er et polypeptid fremvist pa overflaten av en fag
som koder for det, er det fordelaktig at kjemien ikke kompromitterer den
biologiske integriteten til fagen.Det blir beskrevet her at det er et smalt vindu av
betingelser som disse kjemiske reaksjonene kan forsterkes med eller bli fasilitert
med. Neermere bestemt, noe som vil bli forklart i mer detalj under, er
Igsemidlene og temperaturene som anvendes viktige for en effektiv reaksjon.

Videre er ogsa konsentrasjonen av reagensene som anvendes, medvirkende til &
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fremme den korrekte bindingen mens de forbedrer eller eliminerer kryssbinding

eller gdeleggelse av polypeptiddelene som blir modifisert.

Naermere bestemt blir det omtalt at reduksjonen av cysteinene i malpolypeptidet
er ngdvendig for den mest effektive reaksjonen. Det er klart at reduksjonsmidlet
anvendt for kjemisk & redusere de cysteinene ma fjernes for a8 utfgre den
gnskede festingen. En kjent teknikk er & anvende ditiotreitol (DTT) for &
redusere cysteinene og for fjerningen av reduksjonsmidlet for & presipitere
partiklene slik som fagpartiklene i en presipiteringsreaksjon. Slike
presipiteringsreaksjoner involverer vanligvis 20 % polyetylenglykol (PEG)
sammen med 2,5 molar NaCl som fgrer til presipitering av fagpartiklene.
Oppfinnerne beskriver imidlertid at i noen eksperimenter fgrte ikke disse
spesifikke standardbetingelsene til en effektiv reaksjon av cysteinrestene i
polypeptidet med koblingsforbindelsen, mest sannsynlig pa grunn av
redoksidering av en del av cysteinresten som var blitt redusert. Dette kunne ikke
ha blitt forutsagt utifra en forstdelse av kjent teknikk. Det bgr legges merke til at
denne standardteknikken fremdeles kan finne anvendelse i foreliggende
oppfinnelse, naermere bestemt nar en fagarbeider er oppmerksom p& behovet
for & vaere arvdken ved bedgmmelse/unngdelse av redoksidering. Oppfinnerne
har imidlertid behandlet dette kryptiske problemet om hvordan fjerne
reduksjonsmidlet mens cysteinene opprettholdes i deres reduserte tilstand. Som
vil bli beskrevet i mer detalj herunder, finnes Igsningene i strategiomrader som
inkluderer anvendelsen av triskarboksyetyl-fosfin, avgasset buffer, anvendelsen
av chelatorer i reaksjonsblandingen og filtrering for & ekstrahere partiklene
under gunstige kjemiske betingelser.

Reaksjonsbetingelser f.eks. for festing av koblingsforbindelsen til malpeptidet
bagr velges med omhu. Valg av betingelser kan variere avhengig av anvendelser
som oppfinnelsen skal benyttes til. Seerlig forsiktighet er ngdvendig nar
malpolypeptidet omfattes av en fagpartikkel. Veiledning tilveiebringes gjennom
spesifikasjonen og eksempeldelen.

Reaksjonsbetingelser som temperatur, konsentrasjon av koblingsforbindelse,
Igsemiddel og/eller pH bgr velges slik at effektiv reaksjon av de funksjonelle
gruppene til malpolypeptidet med koblingsforbindelsen tillates, men at

nukleinsyren som koder for polypeptidet etterlates i en tilstand som tillater &
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avkode (f.eks. sekvensen) og/eller formere de isolerte molekylene (f.eks. ved
PCR eller ved fagpropagering eller en hvilken som helst annen egnet teknikk).
Videre bgr reaksjonsbetingelsene etterlate fagkappeproteinet i en tilstand som
tillater at fagen formeres.

Tiolgrupper i et fagkodet polypeptid kan reduseres med et reduksjonsmiddel fgr
festing til koblingsforbindelse. I en slik utfgrelsesform, naermere bestemt i
fagdisplay utfgrelsesformer eller narmere bestemt ndr reduksjonsmidlet er
TCEP, blir overskuddet av reduksjonsmiddel hensiktsmessig fjernet ved filtrering,
f.eks. filtrering av fagen. Dette er spesielt fordelaktig fordi foreliggende
oppfinnelse omtaler for fgrste gang at konvensjonelle teknikker for fjerning av
reduksjonsmidler slik som PEG/NaCl-presipitering noen ganger kan fgre til
suboptimal reaksjon med koblingsforbindelse, sannsynligvis p& grunn av
reoksidering av de reduserte funksjonelle sidegruppene til malpeptidet. Dermed
er det en fordel med utfgrelsesformer hvor malpolypeptidet fremstilles ved
reduksjon etterfulgt av rensing (fjerning av reduksjonsmiddel) via filtrering hvor
overlegen konservering av de reduserte (og falgelig reaktive) funksjonelle
gruppene i polypeptidet oppnas.

I foreliggende oppfinnelse blir reaksjonsbetingelser anvendt som pa den ene
siden tillater effektivt 8 koble det kodede polypeptidet til en koblingsforbindelse
og pad den andre siden etterlater den tilfoyde nukleinsyren (og
fagkappeproteiner) i en tilstand som tillater dens formering eller avkoding.
Nevnte reaksjonsbetingelser er for eksempel reaksjonstemperaturen,
konsentrasjon av koblingsforbindelse, lgsemiddelsammensetning eller pH.

I en utfgrelsesform av foreliggende oppfinnelse blir tiolgrupper i cysteinrester
anvendt som funksjonelle grupper for & koble polypeptider til en molekylkjerne.
For noen kjemiske reaksjoner er det ngdvendig at tiolgruppene i polypeptidet
reduseres. Tiolgrupper i fagfremviste polypeptider reduseres effektivt ved
tilsetting av et reduksjonsmiddel som for eksempel tris(karboksyetyl)fosfin
(TCEP). Fordi et overskudd av reduksjonsmiddel kan interferere med

festingsreaksjonen blir det effektivt fjernet ved filtrering av fagen.

Reoksidering av tiolgruppene etter fjerning av TCEP blir hensiktsmessig

forhindret ved avgassing av reaksjonsbufferen.
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Reoksidering av tiolgruppene blir ogsa hensiktsmessig forhindret ved
kompleksdannelse av metallioner ved chelatering, for eksempel chelatering med
etylendiamintetraeddiksyre (EDTA).

Mest hensiktsmessig blir reoksidering av tiolgruppene forhindret eller inhibert

ved bade chelatering og ved anvendelse av avgassingsbuffere.

I en utfgrelsesform av foreliggende oppfinnelse oppnas festing av polypeptidet til
koblingsforbindelsen ved & la de reaktive gruppene reagere i polypeptidet slik
som tiolgrupper pa et fagfremvist polypeptid med koblingsforbindelsen i en time.
Det er hensiktsmessig at de reagerer ved 30 °C.

Det er hensiktsmessig at de reagerer med koblingsforbindelse (slik som
tris(brommetyl)benzen) ved en konsentrasjon pa@ 10 pM.

Det er hensiktsmessig at reaksjonen er i en vandig buffer.

Det er hensiktsmessig at reaksjonen skjer ved pH 8.

Det er hensiktsmessig at reaksjonsbufferen inneholder acetonitril.

Det er hensiktsmessig at reaksjonsbufferen inneholder 20 % acetonitril.

Det er mest hensiktsmessig at reaksjonen kjennetegnes ved to eller flere av de
ovenfor nevnte betingelsene. Hensiktsmessig kjennetegnes reaksjonen av tre
eller flere av de ovenfor nevnte betingelsene. Det er hensiktsmessig at
reaksjonen kjennetegnes av fire eller flere av de ovenfor nevnte betingelsene.
Det er hensiktsmessig at reaksjonen kjennetegnes av fem eller flere av de
ovenfor nevnte betingelsene. Det er hensiktsmessig at reaksjonen kjennetegnes
av seks eller flere av de ovenfor nevnte betingelsene. Det er hensiktsmessig at

reaksjonen kjennetegnes av hver av de ovenfor nevnte betingelsene.

Disse reaksjonsbetingelsene optimaliseres til kvantitativt 8 reagere med
tiolgrupper i et polypeptid med de reaktive gruppene til tris(brommetyl)benzen.
Under de samme reaksjonsbetingelsene forblir omlag 20 % av fagpartiklene
infeksigse for @ bringe den genetiske koden inn i bakterieceller for formering og

avkoding.

I en utfgrelsesform kan koblingsforbindelsen slik som TBMB, festes til

malpolypeptidet, slik som et fagkodet polypeptid, ved reaksjon (inkubering)
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mellom tiolgruppene i polypeptidet med TBMB (dvs. tris(brommetyl)benzen) ved
en konsentrasjon pal0 pM i vandig buffer pH 8 som inneholder 20 % acetonitril i
en time ved 30 °C.

Oppfinnerne omtaler ogsd effekten konsentrasjon av koblingsforbindelsen i
reaksjonen har p§ faginfektivitet. Neermere bestemt minimaliserer oppfinnelsen
hensiktsmessig konsentrasjonen av koblingsforbindelsen anvendt i reaksjonen.
Med andre ord, jo lavere konsentrasjonen av koblingsforbindelsen som anvendes
pd tidspunktet for reaksjonen med polypeptidet pa fagen, er, jo bedre er det
forutsatt alltid at tilstrekkelig koblingsforbindelse blir koblet til fagpolypeptidet.
Fordelen med & minimalisere koblingsforbindelsen som er til stede pd denne
matenm er overlegen konserveringen av faginfektiviteten etter kobling av
koblingsforbindelsen. N&ar koblingsforbindelsen er TBMB, kan for eksempel
konsentrasjoner av koblingsforbindelsen som er hgyere enn 100 uM,
kompromittere infektivitet. Nar koblingsforbindelsen er TBMB, er det dermed
hensiktsmessig at konsentrasjonen av TBMB som er til stede pa tidspunktet for
binding til polypeptidet er lavere enn 100 uM. Det er mest hensiktsmessig at

konsentrasjonen er som omtalt i eksempeldelen.

MODIFIKASJON ETTER FESTING
I noen utfgrelsesformer kan polypeptid-koblingsforbindelseskomplekset

modifiseres pa et tidspunkt etter festing.

I noen utfgrelsesformer blir polypeptidelementene ifglge foreliggende oppfinnelse
proteolytisk klgyvd med en gang de er bundet til en
koblingsforbindelse/molekylkjerne. Kigyvingen danner ligander som har adskilte

peptidfragmenter bundet til en koblingsforbindelse/molekylkjerne.

For eksempel kan en eller flere aminbindinger i polypeptidet klgyves proteolytisk
etter binding av polypeptidet til molekylkjernen. Dette har den fordelen at det
danner korte polypeptider som hver er koblet til koblingsforbindelsen med minst
en kovalent binding, men som presenterer forskjellige molekylstrukturer som
bevares i et kompleks som omfatter nukleinsyren som koder for
opphavspolypeptidet. Polypeptidklgyvingen blir hensiktsmessig katalysert ved en
hvilken som helst egnet mate kjent i fagfeltet slik som kontrollert hydrolyse eller

flere egnede enzymatiske klyvninger ved en egnet protease. Proteasen kan veaere
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en hvilken som helst egnet protease, men er foretrukket en protease med en
spesifikk polypeptidgjenkjenningssekvens eller motiv. Dette fgrer pa en
fordelaktig mate til produksjon av flere definerte og/eller flere forutsigbare
polypeptidklgyvningsprodukter. I denne utfgrelsesform kan faktisk
proteasegjenkjenningssekvensene bli systematisk tilsatt eller fjernet fra
malpolypeptidet, for eksempel ved & manipulere nukleinsyren som koder for den.
Dette tilveiebringer pd en fordelaktig mate en stgrre grad av kontroll og tillater
at hgyere forskjellighet blir produsert i molekylene fremvist ifglge foreliggende
oppfinnelse. Mest  hensiktsmessig omfatter polypeptidet minst et
proteasegjenkjenningssete. Det er hensiktsmessig at nevnte klgyvningssete
omfattes innen aminosyresekvensen(e) mellom funksjonelle grupper pa
polypeptidet anvendt for kovalent binding til koblingsforbindelsen. Det er
hensiktsmessig av hvert nevnte gjenkjenningssete omfattes innen
aminosyresekvensen mellom funksjonelle grupper pa polypeptidet anvendt for

kovalent binding til koblingsforbindelsen.

Peptidslgyfene blir hensiktsmessig klgyvd med en protease som gjenkjenner og
prosesserer polypeptidet ved spesifikke aminosyreposisjoner slik som trypsin
(arginin eller lysin i Pl-posisjon) eller termolysin (alifatisk sidekjede i P1-
posisjon). Enzymet anvendes ved en konsentrasjon som tillater effektiv
prosessering av peptidsigyfene pa det fremviste molekylet, men som skaner
fagpartikkelen. De optimale betingelsene kan variere avhengig av lengden p5
polypeptidsigyfene og pa proteasen som anvendes. Trypsin blir for eksempel
anvendt ved 200 nM i TBS-Ca buffer (25 mM tris HCI/137 mM NaCl/1 mM CaCl,,
pH 7,4) i 10 min ved 10 °C. En rekke proteaser som er egnet til 8 modifisere
fremviste polypeptider, men som skaner fagen, er beskrevet i Kristensen, P. og
Winter, G. (Proteolytic selection for protein folding using filamentous
bacteriophages Fold Des. 1998:3(5):321-8). Den enzymatiske prosesseringen av
peptid pa fag kan veaere en “delvis proteolyse” fordi det ikke kan ekskluderes at
et begrenset antall fagkappeproteiner blir klgyvd. Ved optimalisering av
betingelsene blir dermed den beste balansen mellom maksimal klgyving av malet

og den maksimale sparingen av fagpartiklene hensiktsmessig valgt.

Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet omfatter minst et slikt proteolytisk

klgyvningssete. Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet omfatter minst to slike
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proteolytiske kigyvningsseter. Det er hensiktsmessig at malpolypeptidet omfatter

minst tre slike proteolytiske klgyvningsseter.

I hver slik proteolyseutfgrelsesform er det hensiktsmessig at det fgrste av slike
proteaseseter er distalt for den fgrste kovalente bindingen mellom
malpolypeptidet og koblingsforbindelsen. Dette har den fordel at
koblingsforbindelsen bevares pa komplekset, fordi hvis malpolypeptidet klgyves
for den fagrste av slike bindinger, sa vil polypeptid-
koblingsforbindelseskomplekset bli separert fra nukleinsyren som koder for
malpolypeptidet, noe som ikke er gnskelig for mesteparten av anvendelsen ifglge

foreliggende oppfinnelse.

Anvendelsen av korte slgyfer (kort begynner ved f.eks. 6 aminosyrer eller faerre)
kan kompromittere evnen noen proteaser har til 8 klgyve innen slgyfene. I dette
tilfellet kan det vaere gnskelig & selektere lengre slgyfer som sannsynligvis er
mer tilgjengelige for proteasene. Etter kigyving av slgyfene med endoprotease,
kan det videre veere gnskelig 8 forkorte slgyfene ytterligere med andre
endoproteaser eller faktisk med eksoproteaser, slik som karboksypeptidaser eller

aminopeptidaser.

Nar malpolypeptidene omfatter flere enn ett slikt proteasesete, er det
hensiktsmessig at hvert av setene er mellom to kovalente bindinger laget
mellom malpolypeptidet og koblingsforbindelsen. Flere kigyvningsseter kan

forekomme mellom bindingene hvis det er ngdvendig.

I klgyvingsutfgrelsesformer vil hensiktsmessig opphavspolypeptidet betraktes
som en helhet for bedgmmelsen om det er festet eller ei til koblingsforbindelsen
med minst tre kovalente bindinger. Mer hensiktsmessig vil malpolypeptidet bl
betraktet som & veere det intakte (uklgyvde) polypeptidet ndr det bedsmmes om
det er festet til koblingsforbindelsen eller ei med minst tre kovalente bindinger.

Slike uklgyvde polypeptider er vanligvis bisykliske.

SYNTESE
Det bgr legges merke til at med en gang polypeptidet av interesse er isolert eller
identifisert ifglge foreliggende oppfinnelse, kan sa dets pafglgende syntese

forenkles der hvor det er mulig. For eksempel kan sekvensen til polypeptidet av
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interesse bestemmes og den kan produseres syntetisk ved hjelp av standard
teknikker etterfulgt av reaksjon med en koblingsforbindelse in vitro. Nar dette er
utfgrt, kan standard kjemi anvendes fordi det ikke lenger er noe behov for a
konservere funksjonaliteten eller integriteten til den genetisk kodede
baererpartikkelen. Dette muliggjgr den raske storskalafremstillingen av lgselig
material for ytterligere nedstrgmseksperimenter eller validering. Med hensyn til
dette kan storskalafremstillingen av kandidatene eller leads identifiseres ved
hjelp av fremgangsmatene ifglge foreliggende oppfinnelse oppnds ved & anvende

konvensjonell kjemi slik som den som er omtalt i Meloen og Timberman.

Dermed vedrgrer foreliggende oppfinnelse ogsd produksjon av polypeptider eller
konjugater selektert som satt frem her, hvor produksjonen omfatter valgfrie
ytterligere trinn som forklart under. Mest hensiktsmessig utfgres disse trinnene
pd det endelige polypeptid-/konjugatproduktet fremstilt ved kjemisk syntese

istedenfor pa fagen.

Valgfritt kan aminosyrene i polypeptidet av interesse substitueres ndr et
konjugat eller kompleks fremstilles, f.eks. etter det innledende isolerings-

/identifikasjonstrinnet.

For & illustrere modifikasjonene/tilleggene som er blitt beskrevet, er det nyttig &
betrakte eksemplet med seleksjon av et polypeptid som reagere med en
reseptor. Det kan vaere gnskelig @ utvide peptidet i den N-terminale eller C-
terminale enden. Det kan for eksempel vaere nyttig & lage en makrosyklisk
partikkel som binder seg til et mal med en hale slik som en linezer hale som
binder seg til et annet mal for eksempel et cellepenetrerende peptid slik som de
som er avledet fra slik som VP22, HIV-Tat, et homeoboksprotein i Drosophila
(Antennapedia) eller kjemisk utformede proteiner slik som polyarginin eller
andre slik som peptider f.eks. beskrevet i (Chen og Harrison Biochemical Society
Transactions (2007) Volum 35, del 4, p821 "Cell-penetrating peptides in drug
development: enabling intracellular targets"). Dette vil ha fordelen av & assistere
eller muliggjsre at et makromolekyl som er blitt selektert mot et bestemt mal

slik som et intracelluleert mal, kan ga inn i en celle.

For & utvide peptidet kan det enkelt gjores ved enkelt & utvide kjemisk ved dets

N-terminale eller C-terminale ende ved 3 anvende standard fast fase- eller
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Igsningsfasekjemi. Standard proteinkjemi kan anvendes for & introdusere en
aktiverbar N-terminal eller C-terminal ende. Alternative tilsettinger kan
fremstilles ved fragmentkondensering eller nativ kjemisk ligering, f.eks. som
beskrevet i (Dawson PE, Muir TW, Clark-Lewis I, Kent, SBH. 1994. Synthesis of
Proteins by Native Chemical Ligation. Science 266:776-779) eller ved hjelp av
enzymer, for eksempel ved 8 anvende subtiligase som beskrevet i (Subtiligase: a
tool for semisynthesis of proteins Chang TK, Jackson DY, Bumier JP, Wells JA
Proc Natl Acad Sci USA. 1994 Des 20;91 (26):12544-8 eller i Bioorganic &
Medicinal Chemistry letters Tags for labeling protein N-termini with subtiligase
for proteomics Volum 18, utgave 22. 15. November 2008. Side 6000-6003 Tags
for labeling protein N-termini with subtiligase for proteomics Hikari A.L
Yoshihara, Sami Mahrus og James A. Wells).

Alternativt kan peptider utvides eller modifiseres ved ytterligere konjugering
gjennom disulfidbindinger. Dette har den tilleggsfordelen at det fgrste og andre
peptidet kan dissosieres fra hverandre en gang innen det reduserende miljget i
cellen. I dette tilfellet kan koblingsforbindelsen (f.eks. TBMB) tilsettes under den
kjemiske syntesen av det fgrste peptidet for 8 reagere med de tre
cysteingruppene; en ytterligere cystein kan sd festes til den N-terminale enden
til det fgrste peptidet slik at dette cysteinet kun reagerer med et fritt cystein i

det andre peptidet.

Lignende teknikker brukes likt for syntesen/koblingen av to bisykliske

makroringer.

Videre kan tilsettingen av andre medikamenter oppnds p& samme maten ved a
anvende egnet kjemi, ved 3 koble ved den N-terminale eller C-terminale enden
eller via sidekjeder.

Dermed vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som beskrevet
over som ytterligere omfatter trinnet med & utvide polypeptidet ved en eller flere
av de N-terminale eller C-terminale endene til polypeptidet.

Dermed omfatter foreliggende oppfinnelse ytterligere en fremgangsmate som

beskrevet over som ytterligere omfatter trinnet med & konjugere nevnte
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kompleks eller nevnte polypeptid-koblingsforbindelsekonjugat til et ytterligere

polypeptid.

Dermed vedrgrer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate som beskrevet
ovenfor hvor nevnte konjugering utfgres ved
() 3 tilfoye et ytterligere cystein til polypeptidet etter binding til
koblingsforbindelsen og
(i) & konjugere nevnte polypeptid til nevnte ytterligere polypeptid via

disulfidbinding til nevnte ytterligere cystein.

GENETISK KODET MANGFOLD

Polypeptidene av interesse blir hensiktsmessig genetisk kodet for. Dette gir
fordelene av gkt mangfold sammen med enkel behandling. Det er
hensiktsmessig at polypeptidene av interesse blir genetisk kodet for som et

fagdisplaybibliotek.

Dermed omfatter komplekset ifglge foreliggende oppfinnelse en fagpartikkel.
Nukleinsyren omfattes av faggenomet. I disse utfgrelsesformer er polypeptidet

omfattet av fagkappen.

I noen utfgrelsesformer kan foreliggende oppfinnelse anvendes for & fremstille et
genetisk kodet kombinasjonsbibliotek av polypeptider som er dannet ved &
translatere nukleinsyrer til korresponderende polypeptider og koble molekylene i

nevnte koblingsforbindelse til nevnte polypeptider.

De genetisk kodede kombinasjonsbibliotekene med polypeptider kan genereres

med fagdisplay.

Polypeptidene fremvises pa fag ifglge etablerte teknikker slik som beskrevet
nedenfor. Det er mest hensiktsmessig at slik fremvisning oppnas ved fusjon
mellom malpolypeptidet av interesse og et konstruert gen som tillater ekstern
fremvisning av polypeptidet av interesse; det er hensiktsmessig at nevnte gen
omfatter et konstruert gen 9 (p9 eller gen IX), gen 8 (gen VIII), gen 7 (p7 eller
gen VII), gen 6 (p6 eller gen VI) eller gen 3 (p3 eller gen III) av fagen. Disse
proteinene gir fordelen av at de inneholder faerre eller ingen cysteiner som kan

reagere med koblingsforbindelsene slik som TBMB og produsere biprodukter. For
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p6 er det fordelaktig & mutere cystein 84 til serin. Cysteinene i p7 og p9 er mest
sannsynlig begravd og trenger derfor ikke ngdvendigvis 8 muteres for a fjerns.
P8 gir fordelen av at den ikke inneholder en cysteinrest. Dermed er det mest
hensiktsmessig at nevnte konstruerte gen omfatter et konstruert gen 8 (gen

VIII), gen 6 (gen VI) eller gen 3 (gen III) pa fagen.

Mest hensiktsmessig oppnds slik fusjon av malpeptidet av interesse til et
konstruert gen 3-protein som mangler cysteinrester i domene 1 og 2. Denne
fusjonen kan oppnads ved hjelp av en hvilken som helst egnet teknikk kjent i
fagfeltet slik som ved manipulering av nukleinsyren som koder for faggen III-
proteinet for 8 forandre kodonene som koder for cystein til kodon(er) som koder
for annen aminosyre(r) og ved & sette inn en aminosyresekvens som koder for
malpolypeptidet i den gen III-kodende sekvens i leseramme slik at det blir

fremvist som et gen III-fusjonsprotein pa utsiden av fagpartikkelen.

Det er en fordel med foreliggende oppfinnelse at det resulterende genet
(genene) gjgr at fagen fremdeles er infeksigs, dvs. i stand til infeksjon og
propagering. Selv nar det konstruerte genet er et gen forskjellig fra gen 3 (slik
som gen 6 eller gen 8), kan det fremdeles vaere gnskelig 8 konstruere gen 3 for

3 fjerne en eller flere cysteinrester (slik som alle cysteinrestene).

Kodede polypeptidrepertoar som omfatter opp til 10'? individuelle medlemmer er
blitt generert ved fagdisplay. Antallet individuelle ligander som kan genereres
ifslge foreliggende oppfinnelse, overgdr klart antallet individuelle molekyler som

konvensjonelt analyseres i konvensjonelle screeninger.

N&r fag produseres i en bakteriecelle, uttrykkes polypeptidet som en fusjon av
kappeproteinet. Ved sammenstilling av en fagpartikkel fremvises polypeptidet pa
overflaten av fagen. Ved 8 la et fagrepertoar komme i kontakt med et
immobilisert antigen vil noen fag forbli bundet til antigenet mens andre fjernes
ved vasking. Fagen kan elueres og propageres. DNA som koder for polypeptidet i
selekterte fag kan sekvenseres. Fagdisplay kan anvendes for 8 kode for mer enn
10'° individuelle polypeptider. Et gunstig aspekt av fagdisplay er at den
genetiske koden, et enkelttrdd DNA, er pakket i en kappe. Kappen kan beskytte

DNA fra reaksjon med molekylkjernen.
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I en annen foretrukket utfgrelsesform fremvises polypeptidbiblioteket ifglge
foreliggende oppfinnelse pa fag som en gen 3-proteinfusjon. Hver fagpartikkel
har om lag 3 til 5 kopier av nevnte fagkappeprotein. Som et resultat av
fremvisningen av flere kopier av det modifiserte polypeptidet, kan ogsa ligander
med mikromolare affiniteter (svake bindere) isoleres i fagseleksjoner. Alternativt
blir fagmider anvendt for @ redusere antallet polypeptider pr. fag for & unngd

gradighetseffekter og selektere ligander med hgyere affiniteter.

I en annen foretrukket utfgrelsesform blir fag med modifiserte kappeproteiner
anvendt til & kode for polypeptidbibliotekene ifslge foreliggende oppfinnelse.
Nzrmere bestemt blir fag som mangler eller som har et redusert antall av en
spesifikk type aminosyre i kappeproteinene, anvendt. A anvende nevnte
kappeproteiner kan veere fordelaktig nar molekylkjernen er reaktiv mot nevnte
spesifikke type aminosyre. Dette er uttrykkelig tilfelle ndr de funksjonelle
gruppene pa det fremviste polypeptidet for 8 kryssbinde en molekylkjerne, er
naturlige aminosyrer og den samme typen naturlige aminosyrer er til stede p3
en overflateeksponert region i fagkappen. A anvende nevnte fag med modifiserte
kappeproteiner kan forhindre kryssbinding av fagpartikler gjennom reaksjon av
aminosyrer fra flere fag med den samme molekylkjernen. I tillegg kan
anvendelse av nevnte fag redusere krysskoblingen av begge, aminosyrekjeder i
de funksjonelle gruppene i polypeptidet og av fagkappeproteinet til den samme

molekylkjernen.

I enda en annen foretrukket utfgrelsesform blir fag med et gen 3-protein som
mangler cysteinrestene i disulfidbroene C7-C36, C46-C53, C188-C201 i domene
1 og 2, anvendt for & fremvise polypeptidbiblioteker ifglge foreliggende
oppfinnelse. En fag med mutasjoner i nevnte posisjoner (C7C, C36I, C46I, C53V,
C188V, C201A) og 14 tilleggsmutasjoner i gen 3-proteinet for 8 kompensere for
den reduserte termale stabiliteten (T13I, N15G, R29W, N39K, G55A, T56I, 160V,
T101I, Q129H, N138G, L198P, F199L, S207L, D209Y) ble generert av Schmidt F.
X. og medarbeidere (Kather, I. et al., J. Mol. Biol., 2005). Fag uten tiolgrupper i
nevnte mindre kappeprotein er egnet hvis en eller flere av de funksjonelle
aminosyrene for & kryssbinde polypeptidet til en molekylkjerne er cysteinrester.
Fjerning av cysteinrestene i fagkappeproteinet forhindrer deres interferens med

nevnte bindingsreaksjon mellom polypeptid og koblingsforbindelse.
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Dette eksemplet pa fag til anvendelse i foreliggende oppfinnelse blir na

beskrevet i mer detalj.

Den disulfid-frie fagen til FX Schmid (domene D1-D2) omfatter fd-fag avledet fra
vektor fCKCBS (Krebber, C., 1997, J. Mol. Biol.). Vektoren fCKCBS er basert pa
en fd-fagvektor avledet fra American Type Culture Collection (ATCC: 15669-B2).

Aminosyresekvensen til domenene 1 og 2 i p3 i villtype fd-fagen er offentlig
tilgjengelig, for eksempel i PubMed-databasen. For enklere referanse er et

o
eksempel pa sekvens:

AETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKILDRY ANYEGCLWNATGVVVCTGDETQCYGTWVPIGLA
IPENEGGGSEG GGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDGTYPPG TEQNPANPMPSLEES
QPLNTFMFGNNRFRNRQGALTVYTGTYTIQGTIDPYKTYYQYTPVSSKAMYDAYWNGKFRDCAF
HSGFNEDPFYCEYQGQSSDLPQPPVNAPSG

FX Schmid og medarbeider stabiliserte evolusjonaert p3 til denne fagen (Martin,
A. and Schmid, FX., 2003, J. Mol. Biol.) ved 8 mutere 4 aminosyrer. I et
etterfglgende arbeid muterte FX Schmid og medarbeidere 6 cysteiner for &
eliminere de 3 disulfidbroene og satte inn tilleggsmutasjoner for & kompensere
for tap av stabilitet (Kather. I. od Schmid FX., 2005, J. Mol. Biol.). I flere
evolusjoneere sykluser genererte de klonene 19, 20, 21 og 23 som alle hadde et

disulfidfritt p3 med varierende termale stabiliteter.

Som forklart i mer detalj i eksempeldelen kan mutanten 21 (“klon 21")
fremstilles som beskrevet eller enkelt skaffes tilveie fra FX Schmid og
medarbeidere. Ifglge publikasjonene til FX Schmid inneholder denne klonen de
falgende mutasjonene i domenene 1 og 2: C7S. T13I, N15G, R29W, C36I, N39K,
C461, C53V, G55A, T101I, Q129H, C188V, F199L, C201A. D209Y. I tillegg fant vi
de fglgende mutasjonene i domenene 1 og 2 da vi sekvenserte klonen og
sammenlignet sekvensen med villtype fd-fag: P11S og P198L. Uten gnske om a
vaere bundet til noen bestemt teori antas det at disse mutasjonene allerede var
til stede i fagen til vektoren fCKCBS.

Domenene D1 og D2 har fglgende aminosyresekvens:
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AETVESSLAKSHIEGSFTNVWKDDKTLDWYANYEGILWKATGVVVITGDETQVYATWVPIGLA
IPENEGGGSEG GGSEGGGSEGGGIKPPEYGDTPIPGYIYINPLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEES
HPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTVTIQGIDPVKTYYQYTPVSSKAMYDAYWNGKFRDVAF
HSGFNEDLLY AEYQGQSSYLPQPPVNAPSG

Et bibliotek kan genereres ved hjelp av fremgangsmater ifglge foreliggende

oppfinnelse.

Foreliggende oppfinnelse kan anvendes for & screene etter molekyler eller
enheter som binder seg til (eller som influerer binding til) et kompleks ifglge
foreliggende oppfinnelse. Et eksempel pd et kompleks ifglge foreliggende
oppfinnelse er et malpolypeptid som har festet til seg en koblingsforbindelse. Et
hvilket som helst konvensjonelt screeningsformat kan tilpasses av en fagperson.
Det bestemte formatet som anvendes vil vaere avhengig av malene til
operatgren. For eksempel, hvis en hgykapasitetsscreening er gnskelig, s vil hgy
tetthet, raskt omligp og en enkel operasjon vaere viktigst. Vanlige teknikker slik
som fagpanning, mRNA-display og lignende kan benyttes likt p@ foreliggende
oppfinnelse ettersom de benyttes i fagfeltet. Ngkkelfordelene med foreliggende
oppfinnelse er den tredoble kovalente bindingen av koblingsforbindelsen til
polypeptidet av interesse og det bestemte formatet de resulterende
kompleksene screenes i (eller anvendelsen av disse komplekser som
kandidatmodulatorer for andre interaksjoner eller i andre screeninger), er et

spgrsmal om valg for personen som arbeider med foreliggende oppfinnelse.

I en utfgrelsesform kan screening utfsres ved 3 la et bibliotek generert med
fremgangsmater ifglge foreliggende oppfinnelse komme i kontakt med en
malligand og & isolere et eller flere bibliotekmedlemmer som binder nevnte

ligand.

I en annen utfgrelsesform blir individuelle medlemmer av nevnte bibliotek satt i
kontakt med en malligand i en screening, og medlemmer av nevnte bibliotek

som binder til nevnte malligand, blir identifisert.

I en annen utfgrelsesform blir medlemmer av nevnte bibliotek samtidig satt i
kontakt med en malligand, og medlemmer av nevnte bibliotek til nevnte ligand

blir valgt.
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Malliganden(e) kan vaere et peptid, et protein, et polysakkarid, et lipid, et DNA
eller et RNA.

Malliganden kan vaere en reseptor, en reseptorligand, et enzym, et hormon eller

et cytokin.

Malliganden kan vaere et prokaryotisk protein, et eukaryotisk protein eller et
arkealt protein. Mer spesifikt kan malliganden vaere et pattedyrprotein eller et
insekt protein eller et bakterielt protein eller et sopp-protein eller et viralt

protein.

Malliganden kan veere et enzym slik som en protease. Mer spesifikt kan
malliganden vaere en elastase, plasma kallikrein, katepsin G eller urokinase-type

plasminogen aktivator.

Det bgr legges merke til at foreliggende oppfinnelse ogsd omfatter
bibliotekmedlemmer isolert fra en screening ifglge foreliggende oppfinnelse.
Egnede screeningsfremgangsmater ifglge foreliggende oppfinnelse omfatter
ytterligere trinnet: & produsere en mengde av liganden isolert som er i stand til 8
binde seg til komplekset ifglge foreliggende oppfinnelse. Nar screeningen er
utfgrt i motsatt format (dvs. ndr komplekset (kompleksene) ifglge foreliggende
oppfinnelse er identifisert i kraft av deres kapasitet til & binde en tilveiebrakt
ligand), er det hensiktsmessig at screeningsfremgangsmate ytterligere omfatter
trinnet: & produsere en mengde av komplekset ifslge foreliggende oppfinnelse

som er i stand til 8 binde til nevnte ligand.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer ogsa bibliotekmedlemmer som er eller som er
i stand til & bli isolert ved hjelp av en screening ifglge foreliggende oppfinnelse
hvor nevnte medlem deretter dannes/produseres uten ytterligere anvendelse av
nukleinsyren som koder for nevnte polypeptid nar den er del av komplekset
ifglge foreliggende oppfinnelse. For eksempel er det hensiktsmessig at
fremgangsmatene ifglge foreliggende oppfinnelse ytterligere omfatter
tilleggstrinnet med & produsere en mengde av et polypeptid isolert eller
identifisert ved hjelp av en fremgangsmate ifglge foreliggende oppfinnelse ved &

feste koblingsforbindelsen til polypeptidet hvor nevnte polypeptid uttrykkes
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rekombinant fremstilt i denne utfgrelsesformen. For eksempel, nar polypeptidet
fremstilles rekombinant i denne utfgrelsesformen, kan nukleinsyren som
opprinnelig kodet for det som del av et kompleks ifglge foreliggende oppfinnelse,
ikke lenger direkte veere til stede, men kan ha veert til stede i et intermediat
trinn, for eksempel PCR-oppformering eller kloning av den opprinnelige
nukleinsyren i komplekset, som fgrer til produksjon av en templatnukleinsyre

som polypeptidet kan syntetiseres fra i dette tilleggstrinnet.

YTTERLIGERE FORDELER

Det er en fordel med foreliggende oppfinnelse at kompleksene i seg selv er i
stand til & propagere. Dermed kan kompleksene eller bibliotekene ifglge
foreliggende oppfinnelse bli vekst-selektert (gjentagende hvis gnskelig)-anriket.
Dette er i motsetning til kjente teknikker som krever 8 bli utrullet etter en enkel

runde med seleksjon.

Foreliggende oppfinnelse tillater pa en fordelaktig mate & bygge og & screene

veldig store biblioteker.

Det er hensiktsmessig at koblingsforbindelsen er fleksibel eller rigid, mer
hensiktsmessig er koblingsforbindelsen rigid. Dette har fordelen av & gi stgrre

molekylbegrensning pa produktmolekylet.

I noen utfgrelsesformer begrenser ikke koblingsforbindelsen molekylet bare ved
& holde det ved tre eller flere bindinger, men ogsa ved & virke som et skaffold.
Aminosyrer i peptidet kan interagere med skaffoldet og danne en kompakt
struktur. Dette fenomenet kan ogsa finnes i antistoffer hvor aminosyrene i CDR-
ene interagerer med aminosyrene i skaffoldet. Dermed tilveiebringer
foreliggende oppfinnelse denne fordelaktige egenskapen for fgrste gang pa

konjugerte polypeptider slik som de som er omfattet av fagpartikler.

I noen utfgrelsesformer blir koblingsforbindelser med en symmetrisk geometri
anvendt. Dette har den fordelen at et enkelt produkt blir utbyttet snarere enn

produktblandinger (f.eks. isomerer).

Syntetiske reaksjoner er blitt etablert for 8 koble en koblingsforbindelse til et

peptid via minst tre kovalente koblinger. Kjente kjemiske reaksjonsbetingelser
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kan ikke lett brukes for genetisk kodede peptider. Vi omtaler et sett med
spesifikke betingelser som kan anvendes i konjugasjonen mens infektiviteten

bevares pd en fordelaktig mate.

Det er en fordel med oppfinnelsen at direkte avlesning oppnds, nsermere
bestemt for en peptid+kjemikal (dvs. peptid+ koblingsforbindelse) kombinasjon.

Det er en fordel med foreliggende oppfinnelse at et syntetisk kjemisk bibliotek
dannes som er mottagelig for propagering. Med andre ord har kjente teknikker
dannet kjemiske biblioteker pa mater hvor det ikke er mulig &
oppformere/avlese det lille molekylet av interesse pa& denne maten, dvs. selv nar
nukleinsyrene har veert til stede i de kjente kjemiske bibliotekene, har ikke
vekst/propagering vart mulig, men har heller kun tillatt hybridisering eller andre
slike teknikker.

Lignende fordeler kommer fra teknikkene beskrevet her, slik som de kjemiske
betingelsene anvendt for 3 forbinde koblingsforbindelsen med polypeptidet som
fordelaktig konserverer infektivitet av komplekset ndr komplekset omfatter en

fagpartikkel.

YTTERLIGERE ANVENDELSER

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsd en fremgangsmate for & generere et
genetisk kodet kombinatorisk kjemisk bibliotek som omfatter polypeptider
bundet til en molekylkjerne, fremgangsmaten omfatter: (a) & generere et
genetisk kodet bibliotek av polypeptider som omfatter funksjonelle grupper som
er i stand til & danne kovalente bindinger med en molekylkjerne; (b) @ kjemisk

koble nevnte bibliotek med nevnte kjerne med minst tre kovalente bindinger.

I et bredt spekter vedrgrer foreliggende oppfinnelse et polypeptid som omfatter
en koblingsforbindelse festet til nevnte polypeptid hvor koblingsforbindelsen er
festet til polypeptidet med minst tre adskilte kovalente bindinger. Naermere
bestemt vedrgrer foreliggende oppfinnelse slike polypeptider som kan skaffes
tilveie eller blir skaffet tilveie ved hjelp av fremgangsmater ifglge foreliggende

oppfinnelse.

Foreliggende oppfinnelse kan ogsa brukes til 8 utforme og/eller selektere
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peptidetterligninger eller sma molekyletterligninger for anvendelse som

medikamenter eller medikamentmal.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer fremgangsm%ter for & generere genetisk

kodede kombinasjonskjemiske biblioteker og for & isolere ligander fra dem.

Foreliggende oppfinnelse kan brukes for & identifisere maltreff fra DNA-
sekvensering og & identifisere konsensussekvenser i peptidene til de maltreffene
og deretter syntetisere peptidene. For eksempel kan et konsensuspeptid
utformes ved denne analysen hvor konsensuspeptidet kan ha en
aminosyresekvens som ikke ngdvendigvis er identisk med noen av treffene
gjenvunnet fra screeningsfasen og dette konsensuspeptidet kan sd syntetiseres i

henhold til foreliggende oppfinnelse.

Komplekset omfatter en fagpartikkel.

Dermed tilveiebringes en fremgangsmate for & generere genetisk kodede
kombinasjonskjemiske biblioteker hvor nevnte biblioteker omfatter polypeptider
bundet til en molekylkjerne via minst tre kovalente bindinger. Biblioteker
generert med nevnte fremgangsmate blir ogsa tilveiebrakt. Videre blir det
tilveiebrakt en fremgangsmate for & la nevnte biblioteker komme i kontakt med
en malligand og 38 isolere medlemmer som binder til nevnte ligand som er

bibliotekmedlemmer generert med nevnte fremgangsmate.

I skarp kontrast til de kjente fremgangsmatene i WO 2004/077062 og WO
2006/078161, tilveiebringer foreliggende oppfinnelse fremgangsmater for
genereringen og analysen av store biblioteker med komplekser. Ifglge WO
2004/077062 og WO 2004/077062 blir kjente fremgangsmater tilveiebrakt for &
produsere og screene hundrevis eller tusenvis forbindelser. Foreliggende
oppfinnelse tilveiebringer fremgangsmater for genetisk kodede
forbindelsesbiblioteker. Dette tillater 8 generere og analysere millioner, milliarder

eller flere, individuelle forbindelser.

I skarp kontrast til de kjente fremgangsmatene i WO 2004/077062 og WO
2006/078161 tilveiebringer foreliggende oppfinnelse fremgangsmater for &

o

bedgmme store forbindelsesbiblioteker i en enkel reaksjonsavdeling ved a
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anvende in vitro seleksjonsprinsipper. I motsetning til forbindelsene generert
ifslge WO 2004/077062 og WO 2006/078161, omfatter kompleksene i
foreliggende oppfinnelse en nukleinsyre som tillater identifikasjon av de isolerte
kompleksene; det er hensiktsmessig at nevnte nukleinsyrer koder for

polypeptidene i komplekset.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer betingelser som konsentrasjon av
koblingsforbindelse, reaksjonstid, reaksjonstemperatur og lignende som skdner
nukleinsyren i komplekset som for eksempel en fagpartikkel og naermere
bestemt skdner infektiviteten til fagpartikkelen. Med andre ord bevarer kjemien
presentert her funksjonen av nukleinsyren i komplekset og bevarer den
biologiske funksjonen til komplekset. I eksemplet for komplekset som omfatter
en fagartikkel, gker kjemien som er presentert her fordelaktig bevarte
funksjonaliteter i fagpartikkelen og gjor at det blir mulig eller mer mulig 8

anvende den i propagering av nukleinsyren etter kompleksdannelse.

Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsd genetisk kodede

kombinasjonsforbindelsesbiblioteker med fremgangsmatene som er omtalt.

Trisykliske polypeptider forbundet til en koblingsforbindelse er ogsa planlagt.
Disse kan dannes for eksempel ved & forbinde den N- og C-terminale enden i et
bisyklisk polypeptid forbundet med en koblingsforbindelse ifglge foreliggende
oppfinnelse. P& denne maten danner de forbundne N- og C-terminale endene en
tredje slgyfe og lager et trisyklisk polypeptid. Det er hensiktsmessig at denne
utfgrelsesform ikke utfgres pd fag, men det er hensiktsmessig at den utfgres pa
et polypeptid-koblingsforbindelseskonjugat ifglge foreliggende oppfinnelse. A
forbinde den N- og C-terminale enden er et spgrsmal om rutinemessig
peptidkjemi. I tilfelle det er ngdvendig med veiledning, kan den C-terminale
enden aktiveres og/eller s3 kan de N- og C-terminale endene utvides for
eksempel ved 3 tilsette et cystein til hver ende og deretter forbinde dem ved
hjelp av disulfidbinding. Alternativt kan forbindingen oppnds ved anvendelse av
en linkerregion som er inkorporert inn i den N-/C-terminale enden. Alternativt
kan den N- og C-terminale enden forbindes med en konvensjonell peptidbinding.
Alternativt kan en hvilken som helst annen egnet mate for & forbinde den N- og
C-terminale enden p3, benyttes, for eksempel kan N-C-ringdannelse gjgres ved

hjelp av standard teknikker, for eksempel som omtalt i Linde et al. Peptide
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Science 90, 671-682 (2008) "Structure-activity relationship and metabolic
stability studies of backbone cyclization and N-methylation of melanocortin
peptides", eller som i Hess et al. ]J. Med. Chem. 51, 1026-1034 (2008)
"Backbone cyclic peptidomimetic melanocortin-4 receptor agonist as a novel
orally administered drug lead for treating obesity". En fordel med slike trisykliske
molekyler er at degradering av de frie endene unngds, naermere bestemt ved
eksoproteasevirkning. En annen fordel med et trisyklisk polypeptid av denne art
er at den tredje slgyfen vanligvis ikke vil veere tilgjengelig for seleksjon (fordi
den  ikke produseres pd& fagen, men kun pa8  polypeptid-
koblingsforbindelseskonjugatet) og dermed etterlates dets anvendelse til andre
slike biologiske funksjoner fremdeles pa en fordelaktig mate bade slgyfe 2 og 2
for seleksjon/dannelse av spesifisitet. Dermed vedrgrer foreliggende oppfinnelse

0gsa slike trisykliske polypeptider og deres produksjon og anvendelser.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ytterligere fremgangsmater for 3 la
genetisk kodede forbindelsesbiblioteker komme i kontakt med en malligand og
for & identifisere ligander som binder til nevnte malligand. De genetisk kodede
forbindelsesbibliotekene undersgkes enten med screening eller

seleksjonsprosedyrer.

I en screeningsprosedyre blir individuelle medlemmer av biblioteket analysert.
Flere kopier av et individuelt medlem av biblioteket blir for eksempel inkubert
med en malligand. Malliganden immobiliseres fgr eller etter at kontakt med
medlemmene av biblioteket og ubundne medlemmer fjernes ved vasking.
Bundne ligander blir for eksempel detektert i en enzymkoblet immunosorbent
analyse (ELISA, eng.: "enzyme linked immunosorbent assay").
Aminosyresekvensene til medlemmene i biblioteket som binder til malliganden,

bestemmes ved sekvensering av den genetiske koden.

I en seleksjonsprosedyre blir flere medlemmer av det kodede
forbindelsesbiblioteket satt i kontakt med en malligand. Malliganden
immobiliseres fgr eller etter kontakt med medlemmene i biblioteket og ubundne
medlemmer fjernes med vasking. Den genetiske koden til bundne ligander
sekvenseres. Valgte ligander propageres alternativt for a8 utfgre ytterligere

seleksjonsrunder.
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I en utfgrelsesform av oppfinnelsen blir forbindelsesbiblioteket kodet for av

fagdisplay og seleksjoner utfgres ved fagpanning.

Malliganden ifglge foreliggende oppfinnelse kan vaere et protein, et DNA, et RNA
eller et polysakkarid. Proteinet kan vaere en reseptor, et enzym, et hormon, et
cytokin eller et viralt protein. En mulig proteinmalligand er en protease hvor
nevnte protease kan vere elastaseplasmakallikrein, katepsin G eller urokinase-

type plasminogenaktivator.

Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsd medlemmer av de kodede
kombinatoriske kjemiske bibliotekene isolert ved hjelp av fremgangsmater ifglge
foreliggende oppfinnelse. Nevnte medlemmer kan produseres med eller uten en
genetisk kode festet til seg. I en foretrukket utfgrelsesform blir nevnte
medlemmer som mangler nukleinsyren anvendt som medikament eller

medikamentlead.

Flere medlemmer av de kodede kombinasjonskjemiske bibliotekene som er i
stand til & binde seg til en malligand, ble isolert ved hjelp av en fremgangsmate
ifglge foreliggende oppfinnelse. Nevnte medlemmer er sammensatt av en
mesitylenkjerne og et polypeptid med sekvensen AC(X)sC(X)sCG, hvor
polypeptidet er bundet til de eksosykliske metylgruppene i kjernen via
cysteinrestene som danner tre tioesterbindinger og hvor X stdr for en naturlig
aminosyre, A for alanin, C for cystein og G for glysin. Peptiddelen til nevnte

medlemmer kan uttrykkes rekombinant eller syntetiseres kjemisk.

Inhibitorer av humant plasmakallikrein kan isoleres ved hjelp av
fremgangsmater ifglge foreliggende oppfinnelse fra kombinasjonskjemiske

biblioteker ifglge foreliggende oppfinnelse. Nevnte inhibitorer har enten

polypeptidsekvensen GCSDRFRNCPADEALCG, ACSDRFRNCPLWSGTCG,
ACSTERRYCPIEIFPCG, ACAPWRTACYEDLMWCG, ACGTGEGRCRVNWTPCG eller
relaterte sekvenser hvor tiolgruppene i cysteinene er koblet il

metisylenkjernene.

Inhibitorer av humant katepsin G kan isoleres ved hjelp av fremgangsmatene

ifglge foreliggende oppfinnelse fra kodede kombinasjonskjemiske biblioteker
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ifglge foreliggende oppfinnelse. Nevnte inhibitorer har enten
polypeptidsekvensene ACEYGDLWCGWDPPVCG, ACIFDLGFCHNDWWNCG,
ACLRAQEDCVYDRGFCG eller relaterte sekvenser hvor tiolgruppene til cysteinene

er koblet til mesitylenkjernene.

Inhibitorer av human urokinase-type plasminogenaktivator kan isoleres med
fremgangsmater ifglge foreliggende oppfinnelse fra kodede
kombinasjonskjemiske biblioteker ifglge foreliggende oppfinnelse. Nevnte
inhibitorer har enten polypeptidsekvensene ACNSRFSGCQIDLLMCG,
ACSRYEVDCRGRGSACG eller relaterte sekvenser hvor tiolgruppene i cysteinene

er koblet til mesitylenkjernene.

BIOLOGISKE MAL

Det er viktig 8 lage og undersgke s mange molekyler som mulig fordi sjansen til
3 identifisere en ligand med gnskede egenskaper gker ndr flere molekyler testes.
Generelt blir ogsd ligander med hgyere affiniteter fremskaffet ndr stgrre

molekylrepertoar analyseres.

Forskere evaluerer vanligvis molekyler ved & anvende screening eller
seleksjonsfremgangsmater. Screening er en prosess hvor forbindelsene blir
individuelt analysert for deres evne til 8 modifisere et mal. Screeningprosesser er
allsidige og tillater analyseringen av molekylrepertoarer som har et mangfold av
strukturer. Screening med individuelle analyser kan imidlertid vaere tidskrevende
og antall unike molekyler som kan testes for binding til et spesifikt mal
overskrider generelt ikke 10° kjemiske enheter. I motsetning til dette tillater
generelt seleksjonsfremgangsm%tene testingen av et mye stgrre antall
forskjellige molekyler. Dermed er seleksjonsfremgangsmatene best egnet til
anvendelse ifglge foreliggende oppfinnelse. 1 seleksjonsprosedyrer blir
molekylene analysert i et enkelt reaksjonsrgr og de med gunstigste egenskaper
(dvs. binding) blir fysisk separert fra inaktive molekyler. Seleksjonsstrategier er
tilgjengelige som tillater at det genereres og analyseres samtidig flere enn 103
individuelle forbindelser. Eksempler pa sterke affinitetsseleksjonsteknikker er
fagdisplay, ribosomdisplay, mRNA-display, gjeerdisplay, bakteriedisplay eller
RNA/DNA-aptamerfremgangsmater. Disse biologiske in vitro
seleksjonsfremgangsmatene har til felles at ligandrepertoarer kodes for av DNA

eller RNA. De tillater propageringen og identifikasjonen av selekterte ligander



10

15

20

25

30

35

NO/EP2257624

56

ved sekvensering. Fagdisplayteknologi er for eksempel blitt anvendt for
isoleringen av antistoffer med veldig hgy bindingsaffinitet til s& & si et hvilket

som helst mal.

INDUSTRIELLE BRUKSOMRADER

Foreliggende oppfinnelse kan brukes til 8 oppdage molekyler som er anvendbare
innenfor feltet biologi, bioteknologi og farmasgytisk vitenskap. Neermere bestemt
vedrgrer foreliggende oppfinnelse fremgangsmater for genereringen av

medikamenter og medikamentleads.

Foreliggende oppfinnelse omfatter fremgangsméter for genereringen av genetisk
kodede kombinasjonskjemiske biblioteker og fremgangsmater for isoleringen av
medlemmer av nevnte biblioteker. Videre omfatter foreliggende oppfinnelse
biblioteker generert med nevnte fremgangsmater og medlemmer av bibliotekene

isolert med nevnte fremgangsmater.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangsméte for genereringen av
genetisk kodede kombinatoriske kjemiske biblioteker hvor medlemmene av
nevnte biblioteker = omfatter en sentral molekylkjerne  og flere
mangfoldselementer som er tilfgyd til nevnte kjerne. Nevnte genetisk kodede
biblioteker genereres i to trinn: I det fgrste trinnet blir genetisk kodede
polypeptidbiblioteker som omfatter funksjonelle grupper som er i stand til &
danne kovalente bindinger med en molekylkjerne, generert. I det andre trinnet
blir de genetisk kodede polypeptidbibliotekene kjemisk kryssbundet til nevnte

molekylkjerne med minst tre kovalente bindinger.

Molekyler fra de genetisk kodede kombinasjonskjemiske bibliotekene ifglge
foreliggende oppfinnelse har en kjernestruktur som er utvidet med flere tillegg.
Ulikt genetisk kodede kombinasjonskjemiske biblioteker som er kjent i fagfeltet,
tilveiebringer bibliotekene ifglge foreliggende oppfinnelse molekyler med ikke-
linezere, forgrenede arkitekturer. Molekyler med slike forgrenede strukturer er
egnet for binding til malligander fordi de kan binde seg til malligander gjennom

interaksjon med flere tillegg som peker bort fra en sentral kjerne.

I motsetning til linezere polymere strukturer har kompleksene ifglge foreliggende

oppfinnelse mindre konformasjonsfleksibilitet. I lgsning tilpasser de seg kun et
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begrenset sett med konformasjoner. Som en konsekvens er ikke binding av
nevnte komplekser eller polypeptider til en stor ligand assosiert med et

dramatisk tap av entropi og kan resultere i hgye bindingsaffiniteter.

Polypeptidene i kompleksene/bibliotekene ifglge oppfinnelsen blir genetisk kodet
for. Dette tillater at veldig kraftfulle biologisk kodede fremgangsmater som for
eksempel fagdisplay, ribosomdisplay, gjeerdisplay, bakteriedisplay eller mRNA-
display kan benyttes til deres produksjon, noe som tillater genereringen av
ligandbiblioteker som inneholder millioner, milliarder eller flere individuelle

medlemmer.

Sekvensene i polypeptidtilleggene til medlemmer av de genetisk kodede
kombinasjonskjemiske bibliotekene kan varieres. Unntak er aminosyrer som
innehar funksjonelle grupper for kryssbinding av polypeptidet til en
molekylkjerne som blir forklart i mer detalj her. Polypeptidtilleggene kan omfatte
veldig stor kombinasjonsmangfold. A representere store
kombinasjonsrepertoarer er viktig fordi muligheten til & isolere bindere med hgy

affinitet til malligandene gker med bibliotekstgrrelse.

Ulikt linezere biopolymerer som polypeptider, DNA- eller RNA-aptamerer, danner
ikke kompleksene og medlemmene av de genetisk kodede
kombinasjonskjemiske bibliotekene ifglge foreliggende oppfinnelse komplekse
tertizere strukturer. Kompleksene og medlemmene av de genetisk kodede
kombinasjonskjemiske bibliotekene ifglge foreliggende oppfinnelse har veldig
redusert risiko for inaktivering gjennom irreversibel utfolding. Dannelsen av

aggregater som skyldes utfolding er dermed pa en fordelaktig mate usannsynlig.

De genetisk kodede bibliotekene ifglge foreliggende oppfinnelse omfatter pa en
hensiktsmessig mate minst 10° individuelle medlemmer. Det er foretrukket at
nevnte biblioteker omfatter millioner eller milliarder eller flere individuelle
medlemmer. Stgrrelsen pd nevnte biblioteker bestemmes ved hjelp av
fremgangsmatene som anvendes for & koble nukleinsyren som koder for et
polypeptid, med det polypeptidet. I en foretrukket utfgrelsesform ifglge
foreliggende oppfinnelse blir biologiske fremgangsmater anvendt for & generere

genetisk kodede polypeptidrepertoar. Antallet individuelle medlemmer av
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polypeptider som er koblet til den kodede polynuklotidkoden kan overskride 10*3

avhengig av fremgangsmatene som anvendes.

Foreliggende oppfinnelse blir nd beskrevet ved hjelp av eksempler hvor

referanse gjgres til de fglgende figurene:

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

Figur 1 viser genereringen av fagkodede kombinatoriske sma kjemiske
biblioteker. Et fagkodet peptid med tre cysteiner er bundet til den tre-
funksjonelle forbindelsen tris-(brommetyl)benzen i en nukleofil
substitusjonsreaksjon.

Figur 2 viser bedgmmelsen av reaksjonsbetingelsene for & koble fagfremviste
peptider  til  tris-(brommetyl)benzen  (TBMB). (A) Molekylmasse il
GCGSGCGSGCG-D1-D2 fusjonsprotein fgr og etter reaksjon med 10 uM TBMB i
20 mM NH4HCO3, 5 mM EOTA, pH 8, 20 % ACN ved 30 °C i 1 time bestemt ved
massespektrometri. Masseforskjellen til det reagerte og ikke-reagerte
peptidfusjonsproteinet korresponderer til massen av den lille molekylkjernen
mesitylen. (C) Titre (transduserende enheter) av fag redusert og behandlet med
forskjellige konsentrasjoner av TBMB i 20 mM NH4HCO;, 5 mM EDTA, pH 8, 20 %
ACN ved 30 °C i 1 time. Titer av fag fra fdg3pOss21 (sort) og fra bibliotek 1
(hvit) er vist.

Figur 3 viser fagbibliotekutforming og sekvenser av valgte kloner. (A)
Aminosyresekvens av peptidfusjonsproteiner uttrykt ved kloner i bibliotek 1.
Ledersekvensen er fjernet ved sekresjon av proteinet ved hjelp av en E. coli-
protease som etterlater et peptid med en N-terminal alanin, to tilfeldige 6-
aminosyresekvenser flankert av tre cysteiner og en Gly-Gly-Ser-Gly-linker som
forbinder peptidet til gen-3-proteinet. (B og C) Aminosyresekvenser av kloner
selektert med humant plasmakallikrein (B) og katepsin G (C). Inhiberende
aktivitet til de TBMB-modifiserte peptid-D1-D2 fusjonsproteinene er indikert.
Sekvenslikheter er uthevet med farger.

Figur 4 viser affinitetsmetning av inhibitorer av humant plasmakallikrein. (A)
Utforming av bibliotek 2, 3 og 4. I hvert bibliotek har en av peptidsigyfene
sekvensen til et konsensusmotiv identifisert i de fgrste seleksjonene og de andre

inneholder seks tilfeldige aminosyrer.(B) Aminosyresekvenser til kloner selektert
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med humant plasmakallikrein. Alle klonene er avledet fra bibliotek 2. De
inhiberende aktivitetene til TBMB-modifiserte peptid-D1-D2 fusjonsproteiner er
indikert. Fargene uthever likheter i den andre bindingsslgyfen.

Figur 5 viser inhibering av humant plasmakallikrein ved TBMB-modifiserte
syntetiske peptider. Den inhiberende aktiviteten uttrykkes som den fraksjonelle
aktiviteten (graden av inhibering/graden av ikke-inhibering) ved forskjellige
inhibitorkonsentrasjoner.

Figur 6 viser representativ NMR-Igsningsstruktur av TBMB-modifisert peptid
PK15 vist som en "pglse"-struktur. Peptidslgyfene er vist i bldtt (slgyfe 1) og
grgnt (slgyfe 2). Alfakarbonatomene til aminosyrene i peptidslgyfene og ved de
terminale endene er vist som kuler.

Figur 7 viser kjemisk reaksjon til tre-funksjonell forbindelse TBMB med peptider
som inneholder et eller to cysteiner. (A) Antatt reaksjonsmekanisme av TBMB
med et peptid-fusjonsprotein som inneholder to cysteinrester. (B) Massespekter
av et peptid-fusjonsprotein som inneholder to cysteiner fgr og etter reaksjon
med TBMB. (C) Antatt reaksjonsmekanisme av TBMB med et peptid-
fusjonsprotein som inneholder en cysteinrest. (D) Massespekter av et peptid-
fusjonsprotein som inneholder et cystein fgr og etter reaksjon med TBMB.

Figur 8 viser inhibering av kontaktaktivering i humant plasma ved aprotinin og
TBMB-modifisert peptid PK15. Effekt av aprotinin (A) og TBMB-modifisert peptid
PK15 (B) pa trombingenerering utlgst av actin. Begge inhibitorer fordrsaker
dose-avhengig forlengelse av lag-tid sammenlignet med kontrollprgven. (C)
Summen av aktivitetene til faktor XIIa og plasmakallikrein ble malt med det
kolorimetriske substratet H-D-Pro-Phe-Arg-pNA i humant plasma fra tre
forskjellige donorer behandlet med forskjellige konsentrasjoner av inhibitor.
Kontaktaktivering ble initiert ved tilsetting av kaolin. Gjennomsnittlige verdier og
standardavvik er indikert.

Figur 9 viser (a) Genereringen av fagkodede kombinatoriske sma kjemiske
biblioteker. Et fagkodet peptid med tre cysteiner er bundet til den tre-
funksjonelle forbindelsen tris-(brommetyl)benzen i en nukleofil
substitusjonsreaksjon. De resulterende kjemiske enhetene kan valgfritt
ytterligere modifiseres gjennom enzymatiske reaksjoner. (b) Kjemisk struktur av
en makrosyklisk plasmakallikreininhibitor isolert ved fagdisplay (PK15).

Figur 10 viser bedsmmelse av reaksjonsbetingelsene for & koble fagfremviste
peptider til  tris-(brommetyl)benzen (TBMB). (a) Molekylmasse av
GCGSGCGSGCG-D1-D2 fusjonsprotein fgr og etter reaksjon med 10 pM TBMB i
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20 mM NH4HCOs, 5 mM EDTA, pH 8, 20 % ACN ved 30 °C i 1 time bestemt ved
massespektrometri. Masseforskjellen til reagert og ikke-reagert peptid-
fusjonsprotein korresponderer til massen av den lille molekylkjernen mesitylen.
(b) Titre (transduserende enheter) av fag som ble redusert og behandlet med
forskjellige konsentrasjoner av TBMB i 20 mM NH4HCOs. 5 mM EDTA, pH 8. 20 %
ACN ved 30 °C i 1 time. Titer av fag fra fdg3pOss21 (sort) og fra bibliotek 1
(hvit) er vist.

Figur 11 viser fagbibliotekutforming og sekvenser av selekterte kloner. (a)
Aminosyresekvenser av peptid-fusjonsproteiner uttrykt av kloner fra bibliotek 1.
Ledersekvensen er fjernet ved utskillelse av proteinet ved en E. coli-protease
som etterlater et peptid med en N-terminal alanin, to tilfeldige 6-
aminosyresekvenser flankert av tre cysteiner og en Gly-Gly-Ser-Gly-linker som
forbinder peptidet med humant plasmakallikrein (b) og katepsin G (c).
Inhiberende aktiviteter av de TBMB-modifiserte peptid-D1-D2 fusjonsproteinene
er indikert. Sekvenslikheter er uthevet med farger.

Figur 12 viser affinitetsmetning av humant plasmakallikreininhibitorer. (a)
Utforming av bibliotek 2, 3 og 4. I hvert bibliotek har en av peptidslgyfene
sekvensen til et konsensusmotiv identifisert i de fgrste seleksjonene og den
andre inneholder seks tilfeldige aminosyrer. (b) Aminosyresekvensene av kloner
selektert med humant plasmakallikrein. Alle kloner er avledet fra bibliotek 2.
Inhiberingsaktivitetene til TBMB-modifisert peptid-D1-D2 fusjonsprotein er
indikert. Fargene uthever sekvenslikheter i den andre bindingsslgyfen.

Figur 13 viser inhibering av humant plasmakallikrein ved TBMB-modifiserte
syntetiske peptider. Inhiberingsaktiviteten uttrykkes som den fraksjonelle
aktiviteten (grad inhibering / grad ikke-inhibering) ved varierende
inhibitorkonsentrasjoner. Klonene PK2, PK4, PK6 og PK13 ble isolert i
fagseleksjoner ved & anvende bibliotek 1. PK15 er avledet fra bibliotek 2 og er
en affinitetsmettet inhibitor.

Figur 14 viser NMR-lgsningsstruktur av TBMB-modifisert peptid PK15.
Peptidslgyfene er vist i gult (slgyfe 1) og oransje (slgyfe 2). Mesitylenkjernen, de
tre cysteinrestene og det terminale alaninet (N-terminal ende) og glysin (C-
terminalt) er vist i gratt. Ryggradsatomene til peptidet er representert som
pglser og sidekjedene til aminosyrene er vist som pinner.

Figur 15 viser kjemisk reaksjon av den tre-funksjonelle forbindelsen TBMB med
peptider som inneholder en eller to cysteinrester. (a) Antatt

reaksjonsmekanisme av TBMB med et peptid-fusjonsprotein som inneholder to
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cysteinrester. (b) Massespekter av et peptid-fusjonsprotein med to cysteiner fgr
og etter reaksjon med TMBM. (c) Antatt reaksjonsmekanisme for TBMB med et
peptid-fusjonsprotein som inneholder en cysteinrest og en lysinrest. (d)
Massespekter av et peptid-fusjonsprotein med en cysteinrest og en lysinrest fgr
og etter reaksjon med TBMB.

Figur 16 viser undertrykkelse av faktor XII aktivering i humant plasma gjennom
inhibering av plasmakallikrein med aprotinin eller TBMB-modifisert peptid PK15.
Den indre koagulasjonsreaksjonsveien i humant plasma fra tre forskjellige
donorer ble startet ved tilsettingen av kaolin. Den negativt ladede overflaten av
kaolin aktiverer smd mengder faktor XII. Prekallikrein omdannes til kallikrein ved
aktivert aktor XII (XIIa) og kallikrein utviser en positiv respons og aktiverer mer
faktor XII. Aktiviteten til faktor XII ble malt med det kolorimetriske substratet H-
D-Pro-Phe-Arg-pNA. Gjennomsnittlige verdier og standardavvik av faktor XIla
aktivitet er indikert.

De fglgende eksemplene er ment 8 veere illustrative av natur og ikke ment 8

begrense omfanget av de vedlagte patentkravene.

EKSEMPLER
Oversikt
I disse eksemplene demonstrer Vi produksjon av fagkodede

kombinasjonskjemiske biblioteker.

Oppdagelsen av syntetiske molekyler med hgy affinitet og spesifisitet for
biologiske mal er et sentralt problem innen legemiddelforskning. Mens det nylig
ble mulig & isolere store molekylstrukturer som antistoffer eller aptamerer for
praktisk talt ethvert mal ved & anvende in vitro seleksjonsteknikker, er
genereringen av sma organiske bindere med hgye affiniteter fremdeles en stor
utfordring. I foreliggende oppfinnelse omtaler vi en strategi for isoleringen av
sm& molekylstrukturer som er bygget opp av en organisk molekylkjerne
(koblingsforbindelse) som er dekorert med peptiddeler (f. eks. polypeptid(er)).
For enkelthetsskyld ble i disse eksemplene fagdisplayteknologi anvendt for &
kode for peptidfraksjonen til de sm& molekylene, noe som tillot genereringen og
seleksjonen av veldig store kombinasjonskjemiske repertoar.

Reaksjonsbetingelser ble valgt for selektivt & binde et 17 aminosyrepeptid via tre
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tioeterbindinger til et benzenmolekyl, men for 8 skdne kappeproteinene til
fagpartiklene. Veldig spesifikke bindere med sub-mikromolare affiniteter ble
fremskaffet mot de to humane serinproteasene plasmakallikrein og katepsin G.
En affinitetsmettet inhibitor av humant plasmakallikrein med en tilsynelatende K;

pd 1,5 nM undertrykte effektivt kontaktaktivering i humant plasma.

Bakgrunn for eksemplene

Molekyler med hgy affinitet og spesifisitet for biologiske mal er ngdvendig for 8
utvikle effektive og selektive terapier mot en rekke sykdommer. Prosessen med
& finne et nytt lite organisk molekyl medikament mot et valgt mal involverer
vanligvis screening med hgy kapasitet hvor store biblioteker med kjemikalier
testes for deres evne til 8 modifisere malet. Prosessen er imidlertid tidkrevende
og dyr og antallet unike molekyler som kan testes mot et spesifikt mal
overskrider vanligvis ikke en million kjemiske enheter. Screeningene
tilveiebringer ofte leads som sa krever ytterligere forbedring enten ved hjelp av
empiriske fremgangsmater eller ved kjemisk utforming. Mer kraftfulle
fremgangsm%ter for genereringen av bindingsmolekylene er biologisk in vitro
seleksjonsteknikker som fagdisplay, ribosomdisplay, mMRNA-display eller
RNA/DNA-aptamerteknikker. De tillater den raske genereringen av store
kombinasjonsrepertoar (10°-10'%) med polypeptider, RNA eller DNA og den
pafslgende isoleringen av bindere med hgye affiniteter. Restriksjonene til slike
fremgangsmater for store biopolymerstrukturer som antistoffer eller aptamerer
utelukker imidlertid deres anvendelse til 8 oppdage sm& molekyler.

For & bruke in vitro seleksjon pa kombinasjonskjemiske biblioteker er forskjellige
fremgangsmater blitt foreslatt for & assosiere organiske molekyler med en tagg
som spesifiserer dets struktur. De fleste tilnaermingsmatene foreslo anvendelsen
av DNA-tagger for & identifisere de sma organiske molekylene etter
affinitetsseleksjon. En prosess med parallell kombinasjonssyntese for & kode for
individuelle medlemmer av et stort bibliotek med kjemikalier med unike
nukleotidsekvenser pa kuler, er blitt foresldtt (Brenner, S. og Lerner, R. A.,
PNAS, 1992). Etter at den kjemiske enheten er bundet til malet blir den
genetiske koden avkodet ved 8 sekvensere nukleotidtaggen. En liten samling
med organiske molekyler er blitt konjugert til DNA-oligonukleotider og det er
blitt utfgrt affinitetsseleksjoner med forskjellige antigener (Doyon, J. B. et al.,
JACS, 2003). Neri D. og medarbeidere hadde generert store repertoarer med

molekylpar ved selv-sammenstilling av mindre DNA-kodede kjemiske sub-
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biblioteker gjennom hybridisering av to DNA-trader (Melkko, S. et al., Nature
Biotechnol., 2004). Metodologien ble vellykket anvendt til affinitetsmetning av
sma molekylligander. Halpin D. R. og Harris P. B. utviklet en strategi for in vitro
evolusjonen til kombinasjonskjemiske biblioteker som involverer oppformeringen
av selekterte forbindelser for 8 utfgre flere seleksjonsrunder (Halpin, D. R. og
Harbury, P. B., PLOS Biology. 2004). Woiwode T. F. et al. festet biblioteker med
syntetiske forbindelser til kappeproteiner p& bakteriofagpartikler slik at
identiteten til den kjemiske strukturen er kodet for i genomet til fagen
(Woiwode, T. F., Chem. & Biol., 2003). Alle disse strategiene som bruker DNA-
kodede kjemiske forbindelser har vist seg & vaere effektive i
modelleksperimenter og noen har til og med gitt nye sma molekylbindere. Det er
imidlertid blitt klart at kodingen av store forbindelsesbiblioteker og
oppformeringen av selekterte forbindelser er mye mer krevende enn de

ekvivalente prosedyrene i biologiske seleksjonssystemer.

I foreliggende oppfinnelse forklarer vi en strategi for 8 kode for hybrid peptid -
sma& molekylstrukturer som er bygget av flere polypeptidfragmenter bundet til et
sentralt lite organisk molekyl. Peptiddelen kodes for av fagpartikler som tillater
genereringen og seleksjonen av veldig store og komplekse forskjelligheter. Vi s&
for oss de folgende reaksjonsprosedyrene for & koble peptidfragmenter til et lite
molekyl (skjematisk fremstilt i figur 1). En kjemisk struktur utstyrt med reaktive
grupper inkuberes med et fagfremvist peptid. Spesifikke aminosyrer i peptidet
(f.eks. cysteiner) reagerer med de funksjonelle gruppene i det lille molekylet og
danner kovalente bindinger hvor en fgrste binding akselererer etterfglgende
bindinger. De resulterende molekylene blir s8 utsatt for affinitetsseleksjoner.
Alternativt blir spesifikke bindinger i multisyklusstrukturen enzymatisk klgyvd for
& fremskaffe sma kjemiske strukturer dekorert med adskilte peptidenheter.
Festingen av fagfremviste polypeptidrepertoar til sm@ molekylstrukturer ikke er
ubetydelig ettersom reaksjonen trenger 8 veere spesifikk og selektiv og gi et
enkelt produkt. Det er ogsd hensiktsmessig at reaktantene ikke bgr forringe
fagpartikkelen. A koble et lite molekyl via flere seter til et peptid legger videre til
et tilleggsnivd av kompleksitet ettersom produktblandinger lett kan genereres
eller fagpartikler kan kryssbindes. Faktisk er det ikke kjent noen eksempler pa i
fagfeltet at et lite molekyl ble koblet til et polypeptid fremvist pa fag via mer enn

en binding.
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Materialer og fremgangsmater

Kjemisk kobling av peptid-D12 fusjonsproteiner til et kjemisk skaffold

Domenene D1-D2 i g3p (som omfatter aminosyrerestene 2 til 217 i det modne
fd-g3p) med og uten det N-terminalt fuserte peptidet "ACGSGCGSGCGE ble
uttrykt i E. Coli. Den pUC119-baserte uttrykksvektoren med en ledersekvens og
D1-D2-genet med en C-terminal heksa-histidin-tagg (her kalt pUC119H6D12)
ble vennlig gitt av Phil Holliger fra Laboratorium for moelkylarbiologi (Laboratory
of molecular biology -LMB) i Cambridge. Et plasmid for uttrykk av D1-D2 med
det N-terminale peptidet ble klonet ved PCR oppformering av D1-D2-genet med
primerne pepdl2ba (som koder for peptidsekvensen) og d12fo og ligering inn i
den Sfil/Notl-klgyvde pUC119H6D12. Genet for uttrykk av disulfidfritt D1-D2
med totalt 20 aminosyremutanter ble vennlig gitt av Insa Kather og Franz Xaver
Schmid fra Universitetet i Bayreuth. Genet ble PCR oppformert fra vektoren
fdg3p0ss21 med enten primerparet d120ssba/d120ssfo, pepd120ssba/d120ssfo,
P2cd120ssba/d120ssfo eller P1cd120ssba/d120ssfo og Sfil/Notl ligert inn i
pUC119H6D12 for uttrykk av disulfidfri D1-D2 med og uten de N-terminalt
fuserte peptidene "ACGSGCGSGCG®, "AGSGCGSGCG® eller "AGSGKGSGCG*. Alle
6 proteinene ble uttrykt i TGl E. coli-celler ved 30 °C i 8 timer og den
periplasmatiske fraksjonen ble renset trinnvis med Ni-affinitetskromatografi og
gelfiltrering p@ en Superdex 75-kolonne i 20 mM NH4HCO; pH 7,4. Oksyderte
sulfhydrylgrupper ble redusert ved inkubasjon av proteinet (1-10 yM) med 1 mM
TCEP i 20 mM NH4HCO; pH 8 ved 42 °C i 1 t. Reduksjonsmidlet ble fjernet pa et
vivaspinnfilter som har en MWCO p& 10000 (Vivascience. Stonehouse, UK) ved &
anvende 20 mM NH4HCO;, 5 mM EDTA, pH 8 buffer. Tiolgruppene til proteinene
reagerte ved & inkubere med 10 pM TBMB i reaksjonsbuffer (20 mM NH4HCO5, 5
mM EDTA, pH 8, 20 % ACN) ved 30 °C i 1 t. For fjerning av ikke-reagert TBMB
og konsentrering ble proteinet filtrert med et mikrokon YM-30 (Millipore,
Bedford, MA). Molekylmassene til proteinene (5-20 pM) ble bestemt ved
denaturering i 4 volum 50 % MeOH, 1 % maursyre og analyse pa et time of
flight-massespektrometer med elektrosprayionisering (Micromass, Milford, MA,
USA). Molekylmasser ble fremskaffet ved 3 opprulle  flerladet
proteinmassespekter ved & anvende MassLynx versjon 4.1. Utfgrelsen av den
kjemiske modifikasjonsreaksjonen i neerveeret av fag ble testet ved tilsetting av
PEG-renset fag til en sluttkonsentrasjon pa 10%° t.u. til proteinet for TCEP
reduksjon. Fagen ble fjernet ved gelfiltrering med en PD-10 kolonne (Amersham

Pharmacia, Uppsala, Sverige) etter TBMB-reaksjon.
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Dannelse av et fagpeptidbibliotek

Genene som koder for et semi-tilfeldig peptid med sekvensen Ala-Cys-(Xaa)e-
Cys-(Xaa)e-Cys, linkeren Gly-Gly-Ser-Gly og de to disulfidfrie domenene D1 og
D2 ble klonet i den riktige orienteringen inn i fagvektoren fdOD12 for 3
fremskaffe fagbibliotek 1. Vektoren fd0OD12, som mangler genene for D1- og D2-
domenene til gen 3 og som har et ekstra Sfil restriksjonssete, ble tidligere
dannet ved oppformering av hel-plasmid PCR av fdg3p0Oss21 (Kather, I. et al., J.
Mol. Biol., 2005) ved & anvende primeren ecoG3pNba og pelbsfiecofo. Genene
som koder for peptidrepertoaret og de to gen 3-domenene ble trinnvis dannet i
to etterfglgende PCR-reaksjoner. Fgrst ble genene til D1 og D2 PCR oppformert
med de to primerne prepcr og sfi2fo ved & anvende vektoren fdg3pOss21 som et
templat. Dernest ble DNA som koder for de tilfeldige peptidene tilsatt i en PCR-
reaksjon ved & anvende primeren sficx6ba og sfi2fo. Ligeringen av 33 og 9 g
Sfil klgyvd fdOD12 plasmid og PCR produkt ga 4,4x10° kolonier pa 12 20x20 cm
kloramfenikol (30 pg/ml) 2YT plater. Kolonier ble skrapet av platene med 2YT
medium supplementert med 15 % glyserol og lagret ved -80 °C. Glyserolstocker
ble fortynnet til ODgp=0,1 i 1 liter 2YT/kloramfenikol (30 ug/ml) kulturer og fag
ble uttrykt ved 30 °C over natt (12 til 16 timer).

Kjemisk kobling av et fagfremvist peptid til et lite moleky!

Vanligvis ble 10'-10* t.u. av PEG-renset fag redusert i 20 ml 20 mM NH4HCOs.
pH 8 med 1 mM TCEP ved 42 °C i 1 t. Fagen ble sentrifugert ved 4000 rpm i et
vivaspin-20 filter (MWCO pa 10'000) for & redusere volumet til 1 ml og vasket to
ganger med 10 ml iskald reaksjonsbuffer (20 mM NH4HCOs;. 5 mM EDTA, pH 8).
Volumet pa den reduserte fagen ble justert til 32 ml med reaksjonsbuffer og 8
ml p& 50 uM TBMB i ACN ble tilsatt for 8 gi en sluttkonsentrasjon pd 10 uM.
Reaksjonen ble inkubert ved 30 °C i 1 t fgr ikke-reagert TBMB ble fjernet ved
presipitering av fagen med 1/5 volum av 20 % PEG, 2,5 M NaCl pd is og
sentrifugering ved 4000 rpm i 30 minutter.

Fagseleksjoner med humant plasmakallikrein og katepsin G

Humant plasmakallikrein (aktivert med faktor XIIa) ble kjgpt fra Innovative
Research (Southfiled, MI, USA) og biotinylert ved en konsnetrasjon pa 1,2 uM
med et 5 gangers molart overskudd av Sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce, Rockford,
IL, USA) i PBS, pH 7,4 / 5 % DMSO ved RT i 1 t. Det biotinylerte proteinet ble
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renset pa en PD-10 kolonne ved @ anvende en buffer av 50 mM NaAc, pH 5,5,
200 mM NaCl. Ferdig biotinylert humant katepsin G ble kjgpt fra Lee Biosolutions
(St. Louis, MI, USA). Biotinylerte antigener (5 til 20 ug) ble inkubert med 50 pl
magnetiske steptavidinkuler (Dynal, M-280 fra Invitrogen, Paisley, UK) i 20
minutter ved 4 °C. De antigenbelagte kulene ble vasket to ganger med
vaskebuffer (10 mM Tris-Cl, pH 7,4. 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM CaCl,)
og blokkert i 0,5 ml vaskebuffer som inneholdt 1 % BSA og 0,1 % tween 20 i 30
minutter. Den kjemisk modifiserte fagen (vanligvis 10*°-10'* t.u. opplgst i 2 ml
vaskebuffer) ble blokkert med 1 ml vaskebuffer som inneholdt 3 % BSA og 0,3
% tween 20. 3 ml blokkert fag ble pipettert til 0,5 ml blokkerte magnetiske kuler
og inkubert pd et roterende hjul ved RT. Kulene ble vasket 8 ganger med
vaskebuffer som inneholdt 0,1 % tween 20 og to ganger med vaskebuffer fgr
inkubering med 100 pl 50 uM glysin, pH 2,2 i 5 minutter. Eluert fag ble overfgrt
til 50 pyl 1 M Tris-HCI, pH 8 for ngytralisering, inkuberte med 50 ml TG1-celler
ved ODgg=,4 i 90 minutter ved 37 °C og cellene ble platet ut pd store
2YT/kloramfenikolplater. To tilleggsrunder med panning ble utfgrt ved & anvende
de samme prosedyrene. I den andre runden med seleksjon ble neutravidin-
belagte magnetiske kuler anvendt for & forhindre anrikingen av
streptavidinspesifikke peptider. Neutravidinkulene ble fremstilt ved 8 la 0,8 mg
neutravidin (Pierce, Rockford, IL, USA) reagere med 0,5 ml tosyl-aktiverte
magnetiske kuler (Dynal, M-280 from Invitrogen, Paisley. UK) ifglge

produsentens instruksjoner.

Screeningsfremgangsm@&te for § identifisere proteaseinhibitorer

Plasmid DNA av kloner selektert etter den andre og tredje runden med
biopanning ble PCR-oppformert i et enkelt rgr med primeren 21segba og flagfo
og klonet inn i vektoren pUC119H6D12 ved Sfil- og Notl-setene for det
periplasmatiske uttrykket av peptidene fusert til de disufid-frie D1- og D2-
domenene med en C-terminal FLAG-tagg og en heksa-histidin-tagg. De ligerte
plasmidene ble elektroporert inn i TG1-celler og platet ut pa 2YT/ampicillin (100
pg/ml)-plater. Kloner som uttrykte det rekombinante proteinet ble identifisert
som fglger: 1 ml kulturer av 2YT/ampicillin (100 pg/ml) i 96-dype brgnns plater
ble inokkulert med celler fra individuelle kolonier og inkubert ved 37 °C.
Proteinuttrykk ble indusert med 1 mM IPTG nar kulturene var turbide og platene
ble ristet ved 300 rpm ved 30 °C o/n. Cellene ble pelletert ved sentrifugering ved

3500 rpm i 30 minutter, lysert med vaskebuffer som inneholdt 1 mg/ml lysozym
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og sentrifugert ved 3500 rpm for & pelletere celledebris. Supernatantene ble
overfgrt til 96-brgnns polysorpplater (Nunc, Roskilde, Danmark) for ikke-
spesifikk adsorpsjon. Brgnnene ble skylt to ganger med vaskebuffer som
inneholdt 0,1 % tween 20 og blokkert med vaskebuffer som inneholdt 1 % BSA
og 0,1 % tween 20 i 1 t. Anti-FLAG M2-peroksidasekonjugat (Sigma-Aldrich. St.
Louis, MO, USA) ble fortynnet 1:5000 og blokkert i vaskebuffer som inneholdt 1
% BSA og 0,1 % tween 20 og tilsatt til platene i 1 t. Brgnnen ble vasket (5
ganger med vaskebuffer som inneholdt 0,1 % tween 20 og en gang uten
detergent) og den bundne peroksidasen ble detektert med TMB-substrat Igsning
(eBiosciences. San Diego, USA). Plasmid DNA fra proteinuttrykkende kloner ble
sekvensert (Geneservice, Cambridge, UK). Selekterte kloner ble uttrykt i en 800
ml skala og renset med Ni-affinitetskromatografi og gelfiltrering som beskrevet
over. Peptidene ble kjemisk modifisert ved 8 anvende fremgangsmaten som
beskrevet ovenfor og konsentrasjonene av produktene ble bestemt ved & méle
den optiske absorpsjonen 280 nm. ICs, ble malt ved & inkubere forskjellige
konsentrasjoner av de modifiserte peptid-fusjonsproteinene (2-gangers
fortynninger) med humant plasmakallikrein (0,1 nM) eller katepsin G (20 nM) og
bestemme restaktiviteten i 10 mM Tris-Cl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
1mM CaCl,, 0,1% BSA, 0,01% triton-X100. Human plasmakallikreinaktivitet ble
malt med det fluorogene substratet Z-Phe-Arg-AMC (Bachem. Bubendorf, Sveits)
ved en konsentrasjon pa 100 uM p& en Spectromax Gemini fluorescensplateleser
(eksitasjon ved 355 nm, emisjon registrert ved 460 nm: Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Human katepsin G-aktivitet ble malt med det
kolorimetriske substratet N-Suc-Ala-Ala-Phe-Pro-pNA (Bachem, Bubendorf,
Sveits) ved en konsentrasjon p& 1 mM med en Spectromax
absorpsjonplateleserplate (registrering ved 410 nm; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Fagseleksjoner for affinitetsmetning av humane plasmakallikreininhibitorer

Tre peptidfagbiblioteker ble dannet vesentlig som bibliotek 1 (se over), men ved
& anvende den degenererte primeren sficx6abc (bibliotek 2), sficx6abb (bibliotek
3) og sficxbaba (bibliotek 4) istedenfor sficx6ba. Elektroporering av
ligeringsreaksjonene inn i TG1 celler ga 9,5x10® (bibliotek 2), 1,1x10° (bibliotek
3) og 1,2x10° (bibliotek 4) transformanter. Fag i hvert bibliotek ble produsert i 1
| kulturer, renset, slatt sammen og reagert med TBMB. Tre runder med panning

ble utfgrt vesentlig som i seleksjonene beskrevet ovenfor, men ved & anvende
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det biotinylerte plasmakallikrein ved en lavere konsentrasjon (1 nM i den 1 og 2

runden, 200 pM i den 3 runden).

Kjemisk syntese av bisykliske peptider

Peptider med et fritt amin i den N-terminale enden og et amid i den C-terminale
enden ble kjemisk syntetisert pd en 25 mg skala ved hjelp av fast fase-kjemi
(JPT Peptide Technologies, Berlin, Tyskland). De urene peptidene i 1 ml 60 %
NH4HCOs3, pH 8 og 30 % ACN (1 mM) reagerte med TBMB (1,2 mM) i 1 t ved RT.
Reaksjonsproduktet ble renset med revers-fase hgykapasitet vaeskekromatografi
(HPLC) ved & anvende en C18-kolonne og gradient eluering med en mobil fase
sammensatt av ACN og 0,1 % vandig trifluoreddiksyre (TFA)-lgsning ved en
stremningshastighet pa 2 ml/min. De rensede peptidene ble frysetgrket i DMSO
eller en buffer av 50 mM Tris-HCI pH 7,8, 150 mM NaCl i aktivitetsm%linger.

Aktivitet og spesifisitetsmé&ling av inhibitorer av humant plasmakallikrein
Inhiberende aktiviteter (ICsy) ble bestemt ved 8 méle restaktiviteter til enzymet
ved inkubering (30 min, RT) med forskjellige konsentrasjoner av inhibitor
(vanligvis i omradet fra 10 upM til 0,5 pM). Aktivitetene til humant
plasmakallikrein (0,1 nM) og faktor XIa (0,8 nM; Innovative Research,
Southfiled, MI, USA) ble malt med Z-Phe-Arg-AMC (100 pM) og aktiviteten til
humant trombin (2 nM; Innovative Research, Southfiled, MI, USA) med Boc-Phe-
Ser-Arg-AMC (100 pM) i 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1
mM CacCl,, 0,1 % BSA, 0,01 % triton X-100 og 5 % DMSO. Rekombinant muse
plasmakallikrein fra R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) med et signalpeptid
ble proteolytisk aktivert med 0,5 mg/ml termolysin ved 37 °C i 1 t. Aktiviteten til
muse plasmakallikrein (3 nM) ble malt med Z-Phe-Arg-AMC (100 pyM) i 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 10 mM CaCl, og 250 mM NaCl, 0,1 % BSA, 0,01 % triton X-100
og 5% DMSO. Inhibitor hydrolysert i en bindingsslgyfe ble generert ved
inkubering av TBMB-modifisert peptid PK15 med humant plasmakallikrein ved et
molart forhold pd@ 5:1 i 24 timer ved 37 °C og deretter varmeinaktivering av
enzymet ved 60 °C (30 min). Tilsynelatende K; verdier ble beregnet ifglge Cheng
og Prusoff-ligningen (Cheng, Y. og Prusoff, W. H., Biochem. Pharmacol., 1973).

M3ling av kontaktaktivering i humant plasma
Normalt humant plasma fra enkle donorer ble kjgpt fra 3H Biomedical (Uppsala.
Sverige). Plasmaet ble sentrifugert ved 1500xg ved 20 °C i 15 minutter for 8 gi
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blodplatefattig plasma (PPP, eng.: "platelet-poor plasma"). Alikvoter av PPP ble
lagret i polypropylenrgr ved -80 °C. Prgver pa 60 ul PPP som inneholdt 5, 50,
500 eller 5000 nM aprotinin (Roche, Mannheim, Tyskland) eller TBMB-modifisert
peptid PK15 ble fremstilt. Trombinaktiveringstid ble malt ved 37 °C ved 8 tilsette
20 pl av 1:10 fortynnet aktin FS (Dade Behring, Marburg, Tyskland) og 20 ul av
20 mM hepes buffer pH 7,4, 100 mM CaCl,, 50 mg/ml BSA og 1 mM Z-Gly-Gly-
Arg-AMC til plasmaprgven og maling av fluorescensintensitet med en
fluorescensplateleser (eksitasjon ved 355 nm, emisjon registrering ved 460 nm;
PHERAStar, Labtech, Offenburg, Tyskland). Aktivering av faktor XIIa og humant
plasmakallikrein ble malt som folger. 2 pg kaolin ble tilsatt til plasmaprovene,
blandet godt og inkubert i 20 minutter ved 37 °C. Prgvene ble fortynnet 250
ganger i 50 mM Tris-HClI pH 7,8, 150 mM NaCl. Plasma Kkallikrein-lignende
aktivitet ble malt med det kromogene substratet H-D-Pro-Phe-Arg-pNA (100 pM;
Bachem, Bubendorf, Sveits) ved & anvende en absorpsjonsplateleser (absorpsjon

ved 450 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Strukturbestemmelse av TBMB-modifisert peptid PK15

1 mg TBMB modifisert peptid PK15 ble opplgst i 550 pl 10 mM deuterert Tris HCI
pH 6,6, 150 mM NaCl, 10mM MgCl,, 1 mM CaCl, for & fremskaffe en
inhibitorkonsentrasjon pa 1 mM. Spekter av inhibitoren ble registrert ved 800
MHz (Bruker Avance med TCl kryoprobe). Spektrale tildelinger var basert pa
TOCSY- og NOESY-spekter. Avstandsbegrensninger var fra NOESY-spekteret. 50
strukturkonformere ble beregnet. Programmet PyMOL ble anvendt i

strukturanalyse og visualisering av molekylmodellene.

EKSEMPEL 1: FREMSTILLING AV ET KOMPLEKS

I dette eksempel viser vi hvordan fagfremviste peptider kan festes til sma
molekyler. Polypeptidet i dette eksemplet er et fagfremvist peptid. Nukleinsyren
er omfattet av fagpartikkelen. Koblingsforbindelsen i dette eksempel er et lite
molekyl (TBMB i dette eksempel).

Vi anvendte den lille organiske forbindelsen tris-(brommetyl)benzen (TBMB) som
et skaffold til & forankre peptider som inneholdt tre cysteinrester (Kemp, D. S.
og McNamara, P. E.. J. Org. Chem. 1985; Figur 1B). Halogene alkaner konjugert
til et aromatisk skaffold reagerte spesifikt med tiolgrupper i cysteiner i vandig

Igsemiddel ved romtemperatur (Stefanova, H. I., Biochemistry, 1993). Meloen
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og medarbeidere hadde tidligere anvendt brommetylsubstituerte syntetiske
skaffold for immobiliseringen av peptider med flere cysteiner (Timmerman. P. et
al., ChemBioChem, 2005). De milde betingelsene som trengtes for
substitusjonsreaksjonen er egnet til & skane funksjonaliteten til fagen (Olofsson,
L., et al., J. of Molecular Recognition, 1998). Vi valgte cysteiner som
forankringspunkter fordi deres sidekjeder har den mest adskilte reaktiviteten
innen de 20 naturlige aminosyrene. Cysteinrester er ogsa sjeldne i proteiner pa
fagkappen (8 cysteiner i pllI, en cystein i pVI, pVII og pIX; Petrenko, V. A. and
Smith. G. P., Phage Display in Biotechnology and Drug Discovery, 2005). Den
tredoble rotasjonssymmetrien til TBMB-molekylet sikrer dannelsen av en unik
strukturell og romlig isomer ved reaksjon med tre cysteiner i et peptid.

Reaksjonsbetingelsene for modifikasjonen av et peptid pd fag ble sa utarbeidet.
Ettersom det syntes & vaere vanskelig 8 detektere det kjemisk modifiserte
peptidet pa fag med tilgjengelige teknikker, uttrykte vi peptidet
NGCGSGCGSGCGE som en N-terminal fusjon med de to Igselige domenene D1 og
D2 i det underordnede fagkappeproteinet pIII og analyserte molekylvekten av
proteinet fgr og etter reaksjon med TBMB ved hjelp av massespektrometri.
Forsgk pa selektivt & koble de tre cysteinene i peptidet til skaffoldet, men skdne
de tre disulfidbroene til D1- og D2-domenene i pIIl (C7-C36, C46-C53, C188-
C201) mislyktes. Dette pavirket oss til & ta fordel av et disulfidfritt gen-3-protein
som nylig ble utviklet av Schmidt F. X. og medarbeidere (Kather, I. et al., J. Mol.
Biol., 2005). Peptidet fusert til det N-terminale domenet av det cysteinfrie gIlI-
proteinet ble redusert med tris(karboksyetyl)fosfin (TCEP). Ettersom
reduksjonsmidlet ble funnet 8 reagere med brommetylgruppene i TBMB-
skaffoldet ble det fjernet fgr tilsettingen av TBMB til proteinet. Reoksidering av
tiolgruppene etter fjerning av TCEP kan forhindres ved avgassing av
reaksjonsbufferen og kompleksering av metallioner med 5 mM EDTA. Reaksjon
mellom tiolgruppene og TBMB ved forskjellige konsentrasjoner og
massespektrometrisk analyse av produktet avslgrte at en konsentrasjon pa 10
MM TBMB er tilstrekkelig for kvantitativ modifisering av peptidet ved 30 °C i en
time. Hovedsakelig ble et produkt dannet med den forventede molekylmasse (A
masse forventet = 114 Da; Figur 2A). Nar det disulfidfrie D1-D2 uten et
fusjonspeptid ble inkubert med TBMB, ble ikke dens masse forandret og
indikerer at ikke-spesifikke reaksjoner med andre aminosyrer ikke skjer.
Tilsetting av fagpartikler til reaksjonene (10*° t.u. pr. milliliter) avslgrte at den

hgye tettheten av fagkappeproteiner i rgret ikke hindrer reaksjonen mellom
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peptidet og TBMB. Vi fant uventet at reaksjonen mellom TBMB og peptider som
inneholder kun to cysteinrester ("AGSGCGSGCG-D1-D2) gir et produkt med en
molekylmasse som er i overensstemmelse med reaksjonen mellom den
gjenveerende brommetylgruppen og det primaere aminet i den N-terminale
enden (Figur 7A og 7B). P& samme mate gir reaksjonen mellom TBMB og et
peptid som har et cystein og en lysin (NAGSGKGSGCG®-D1-D2) en molekylmasse
som forventes ndr de primaere aminene i lysin og den N-terminale enden
reagerer med de gjenvaerende to brommetylgruppene (Figur7C og 7D).

Dernest fant vi at jo hgyere TBMB-konsentrasjonen var, jo faerre fag forble
infeksigse (Figur 2B). Ved reaksjonsbetingelser som tillater den kvantitative
modifikasjonen av peptidet (10 uM TBMB, 30 °C, reaksjon i 1 time) falt antallet

infeksigse fag med en faktor p& 5.

Eksempel 2: Screening
Dette eksempel viser affinitetsseleksjon av inhibitorer for humant

plasmakallikrein og katepsin G.

Muligheten for & selektere fagkodede peptid-sm@molekyl hybridstrukturer ble
testet ved & anvende de to humane antigenene plasmakallikrein og katepsin G.
Et bibliotek med fag som fremviser peptider pa det underordnete kappeproteinet
pIII med en kompleksitet pad 4,4x10° varianter. ble dannet. Peptidene ble
utformet til & ha to sekvenser pd seks tilfeldige aminosyrer flankert av tre
cysteiner (Cys-(Xaa)e-Cys-(Xaa)e-Cys; Figur 3A). En alanin ble tilsatt til den N-
terminale enden av peptidet for 8 sikre en korrekt prosessering av
signalsekvensen. En Gly-Gly-Ser-Gly-linker ble plassert mellom det tredje
cysteinet og gen-3-proteinet. Ettersom fag med det disulfidfrie gen-3-proteinet
hadde om lag 100 ganger redusert infektivitet sammenlignet med villtypefag ble
store mengder fagpartikler fremstilt. En 1-liters kultur over natten ved 30 °C ga
vanligvis 10!°-10'? infeksigse partikler. Om lag 10'? rensede infeksigse
fagpartikler ble kjemisk modifisert med TBMB-skaffoldet og inkubert med begge
de to biotinylerte proteasene. Fag som bandt ble fanget med magnetiske
streptavidinkuler og utsatt for to ytterligere seleksjonsrunder. @kende antall fag
fanget i den andre eller tredje seleksjonsrunden indikerte at spesifikke bindere
ble anriket. Sekvensering av peptidene avslgrte forskjellige konsensussekvenser
enten i en eller til og med i begge slgyfene (Figur 3B og 3C). DNA til de

selekterte peptidene ble oppformert med populasjons-PCR og satt inn i et nytt
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plasmid for periplasmatisk uttrykk av peptidet som D1-D2-fusjonsprotein.
Peptid-fusjonsproteiner som enten viste sekvenslikheter med andre kloner eller
som ble funnet i flere kopier ble uttrykt, renset, kjemisk modifisert og testet for
deres inhibitoriske aktivitet. De beste plasmakallikrein og katepsin G inhibitorene
hadde en ICso p& henholdsvis 400 nM (PK2 og PK4) og 100 nM (CG2 og CG4) nar

de ble testet som en D1-D2-fusjon.

Eksempel 3: Screening
I dette eksempel blir affinitetsmetning av humane plasmakallikreininhibitorer

beskrevet.

Sammenligningen av aminosyresekvensene til klonene selektert mot humant
plasma kallikrein avslgrte at forskjellige grupper av kloner hadde hgy
sekvenslikhet hovedsakelig i en av de potensielle bindingsslgyfene. Vi antok at
de bisykliske molekylene hovedsakelig interagerte med den konserverte
bindingsslgyfen mens slgyfen med forskjellige aminosyresammensetninger ikke
var utviklet for optimal interaksjon med proteasen. Derfor ble nye fagbibliotek
dannet med peptider som hadde begge deler, en slgyfe med en sekvens av en
av de tre konsensusregionene funnet i seleksjonen med plasmakallikrein og en
slgyfe med seks tilfeldige aminosyrer (Figur 4A). Fagpanning med hgyere
seleksjonstrykk ved & anvende lavere antigenkonsentrasjoner (1 nM til 200 pM)
ga kloner som hadde en konsensussekvens i den andre interagerende slgyfen
(Figur 4B). Inhiberingsanalyse avslgrte at ICsq til den beste inhibitoren (PK15)
ble forbedret med omlag en faktor pd 20 (20 nM) nar den ble testet som en D1-

D2 fusjon.
Eksempel 4: Karakterisering av kompleksene
Aktivitet og spesifisitet av kjemisk syntetiserte inhibitorer blir undersgkt.

Syntetiske peptider av de fire beste humane plasmakallikreininhibitorene isolert i
den fgrste seleksjonen (PK2, PK4, PK6, PK13) og av den beste inhibitoren fra
affinitetesmetningsseleksjonen (PK15) ble fremstilt ved fast fasesyntese.
Peptidene ble utformet til & ha en alanin med en fri aminogruppe i den N-
terminale enden og et amidert glysin i den C-terminale enden for 8 representere

ngyaktig ladningen og det kjemiske miljget til de fagfremviste peptidene. De
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syntetiske TBMB-reagerte peptidene ble funnet @ ha om lag 10 ganger lavere
ICso-er enn de korresponderende TBMB-reagerte D1-D2-fusjonspeptidene (Tabell
A; Figur 5). Den lavere affiniteten til peptidene som D1-D2 kan stamme fra
intermolekylbinding av peptidet til gen-3-proteindomener og fglgelig en lavere
tilsynelatende inhibitorkonsentrasjon. Den tilsynelatende K; til TBMB-modifisert
peptid PK15 ble beregnet med likningen Cheng og Prusoff og ble funnet 8 vaere
1,5 nM (Cheng, Y. and Prusoff, W. H., Biochem. Pharmacol., 1973). ICsy-ene il
de linezere, ikke-begrensende peptidene var minst 250 ganger hgyere enn de til
de TBMB-modifiserte peptidene (Tabell A):

Tabell A
Klon |Aminosyresekvens Masse ICsq
(Da) (nM)
Lineaert | Bisyklisk Lineaert |Bisyklisk
peptid |peptid peptid |peptid
PK2 |H-ACSDRFRNCPLWSGTCG-NH, |1871,2 [1985,3 >10000 (28,6
PK4 |H-ACSTERRYCPIEIFPCO-NH, 1942,9 |2055,9 7181 33
PK6 |H-ACAPWRTACYEDLMWCG-NN, |1974,8 |12088,7 5707 21,2
PK13 |H-ACGTGEGRCRVNWTPCG-NH, |1764,8 |1879,1 > 39,1
10'000
PK15 |H-ACSDRFRNCPADEALCG-NH, |1825 1939,4 > 1,7
10000

Massespektrometrisk analyse av inhibitor inkubert med humant plasmakallikrein
viste et massefall pa 18 Da, noe som tyder pd at en peptidbinding i en av
slgyfene i inhibitoren var hydrolysert. Den inhiberende aktiviteten (ICsp) til
kallikreinbehandlet inhibitor var imidlertid like god som den til det intakte
bisykliske TBMBmodifiserte peptidet PK15.

Spesifisitetene til de fem inhibitorene ble testet ved & male den inhiberende
aktiviteten mot muse plasmakallikrein (79 % sekvensidentitet) eller de
homologe humane serinproteasene faktor XIa (som har den hgyeste

sekvensidentiteten med humant plasmakallikrein innen de humane
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serinproteasene; 63 %) og trombin (36 % sekvensidentitet). Verken muse
plasmakallikreinet eller noen av de homologe humane serinproteasene ble
inhibert ved den hgyeste konsentrasjonen som ble testet (10 pM).

Eksempel 5: Anvendelse av enhetene identifisert i fremgangsmgter ifglge
oppfinnelsen

I dette eksempel blir inhibering av kontaktaktivering i humant plasma av en

human plasmakallikreininhibitor, demonstrert.

Humant plasmakallikrein spiller en ngkkelrolle i de fgrste hendelsene i
kontaktaktivering. Evnen TBMB-modifisert peptid PK15 har til 8 inhibere
kontaktaktivering ble testet ved & male forlengelsen av trombin aktiveringstid i
humant plasma i narvaeret av forskjellige inhibitorkonsentrasjoner. Trombin er
det siste enzymet i aktiveringskaskaden i blodkoagulasjonsreaksjonsveien som
aktiveres. Ved 50 nM inhibitorkonsentrasjon forsinket TBMB-modifisert peptid
PK15 trombindannelse, mens aprotinin, en 6 kDa proteininhibitor av humant
plasmakallikrein ikke hadde noen effekt (Figur 8A og 7B). Ved en
inhibitorkonsentrasjon s& hgy som 5 uM var lagtiden for trombinaktivering mer
forlenget ved aprotinin enn ved en liten molekylinhibitor. Aprotinin er en
bredspekterinhibitor og kan inhibere andre proteaser i den indre reaksjonsveien
nadr den anvendes ved en hgy konsentrasjon. I en forskjellig analyse testet vi om
TBMB-modifisert peptid PK15 kan undertrykke aktiveringen av faktor XIla og
plasmakallikrein i humant plasma hos tre forskjellige donorer. Aktiveringen av de
to proteasene kunne vesentlig undertrykkes ved 5 uyM TBMB-modifisert peptid
PK15. Vi estimerer at omlag en 30 ganger hgyere konsentrasjon av aprotinin er

ngdvendig for 8 fremskaffe den samme inhiberende effekt. (Figur 8C).

Eksempel 6: Strukturbestemmelse av TBMB-modifisert peptid PK15

Konformasjonen til TBMB-modifisert peptid PK15 ble bestemt med 2D 'H NMR-
spektroskopi i vandig Igsning ved pH 6,6. Kjemisk skifttildeling ble oppnadd ved
hjelp av standard fremgangsmater. Analyse av NOESY-spekteret tilveiebrakte
bevis for en definert ryggradskonformasjon. Verdt & legge merke til er de
kjemiske skiftene til de tre protonene i den sentrale benzenringen som kunne
opplgses som et resultat av deres forskjellige romlige miljg. Gjennomsnittlige
Igsningsstrukturer  ble  beregnet ved & anvende NOESY-avledete

avstandsbegrensninger (Figur 6).
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Oppsummering av eksemplene 1 til 6

Vi har vist at oppfinnelsen med referanse til fagdisplayteknologien for & kode for
peptidfraksjonen til ikke-naturlige sma& molekylstrukturer (dvs. komplekser ifglge
foreliggende oppfinnelse). Den genetiske kodingen tillater den lette
genereringen, seleksjonen og oppformeringen av veldig store
kombinasjonsrepertoarer. En stor vanskelighet med denne tilnaermingsmaten var
& binde de fagkodede peptidrepertoarene til den lille molekylkjernen. Vi utviklet
en praktisk strategi og etablerte optimale reaksjonsbetingelser i en rekke
eksperimenter. Reagenskonsentrasjoner, Igsemiddelsammensetning og
reaksjonstemperatur matte velges med omhu for & feste spesifikke linezere
peptider pa fag til sma8 molekyler mens fagpartiklene ble skanet. En spesifikk fag
med disulfidfrie gen-3-proteiner anvendes for & hjelpe til med & forhindre
genereringen av produktblandinger gjennom reaksjonen av sma molekyler med

cysteinrester pd fagkappen.

Vi har valgt humant plasmakallikrein og katepsin G som mal for & teste
effektiviteten til in vitro seleksjonsteknikker ifglge foreliggende oppfinnelse.
Molekyler med affiniteter i det lavere nanomolare omradet ble isolert mot begge
malene  og bekreftet at den foresldtte seleksjonsstrategien og
molekylutformingen kan gi bindere med hgy affinitet. N3r vi analyserte
spesifisiteten til de humane plasmakallikreininhibitorene, fant vi at hverken muse
plasmakallikrein eller homologe humane plasmaproteaser som faktor XIa eller
trombin ble inhibert. Dette funnet var tilfredsstillende fordi genereringen av
spesifikke sm& molekylvekts inhibitorer for humant plasmakallikrein (Young, W.
B. et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2006) og andre humane
serinproteaser (oversikt i Abbenante, G. og Fairlie. D. P., Medicinal Chemistry,
2005 and Turk, B., Nature Rev. Drug Discovery, 2006). Tilgangen av sma
molekylstrukturer til kjemisk syntese tillater erstatningen av spesifikke
aminosyrer med ikke-naturlige byggeblokker og fglgelig den ytterligere

forbedringen av inhibitorenes affinitet.

Strukturbestemmelse til en av plasmakallikreininhibitorene ved NMR i Igsning
tydet pd at molekylet har en definert ryggradskonformasjon. Som antatt danner
den hydrofobe benzenringen kjernen i molekylet. Imidlertid var ingen av
aminosyresidekjedene tettpakket med benzenringen for denne bestemte enkle

polypeptid-koblingsforbindelsekombinasjonen. Alternativt kan skaffold med
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kjemiske strukturer som tilbyr flere muligheter for & interagere med
peptidryggraden eller aminosyresidekjedene fordelaktig anvendes for &
fremskaffe en tettere pakking av peptidfraksjonen om det er gnskelig.
Hydrogenatomene anvendt i 1,3,5-tris-(brommetyl)-benzen-skaffoldet ved
ringposisjonene 2, 4 og 6 kunne for eksempel erstattes med tre identiske

kjemiske substituenter.

I seleksjonene vist her anvendte vi en molekylutforming hvor et peptid er bundet
via tre bindinger til et lite molekylskaffold for & fremskaffe en bisyklisk
peptidstruktur. Selvsagt kan dannelsen av alternative molekylarkitekturer hvor
peptidslgyfene klgyves av proteaser fgr seleksjon for 8 fremskaffe sma molekyler
med adskilte peptiddeler ogsa anvendes i seleksjons-
/screeningsutfgrelsesformer. Faktisk ble strukturer med to adskilte peptiddeler
generert i dette arbeidet ndr den TBMB-modifiserte inhibitoren PK15 ble kigyvd
av humant plasmakallikrein ved inkubering med enzymet. Det enkelt fordgyde
molekylet ble funnet & ha en inhiberende aktivitet som var like god som den til
den ikke-hydrolyserte formen. Klgyving av peptidsigyfene gir ogs@ muligheten
for & feste tilleggskjemiske strukturer til den nakne amino- eller

karboksyterminale enden gjennom ytterligere kjemiske reaksjoner.

Vi har bedgmt det terapeutiske potensialet til den utviklede humane
plasmakallikreininhibitoren ved 3 teste dens evne til kontaktaktivering i humant
plasma. I hjertekirurgi som involverer hjertelungebypass (CPB, eng.:
"cardiopulmonary bypass") aktiverer kontakt mellom blod og den artifisielle
overflaten til CPB-maskinen og slanger flere plasmaproteasereaksjonsveier.
Alvorlige komplikasjoner kan resultere i, inkludert systemiske inflammatoriske
respons syndrom (SIRS, eng.: "systemic inflammatory response syndrome"), en
inflammatorisk tilstand i hele kroppen som kan sette hjerte- og lungefunksjonen
hos pasienten i fare (Miller, B. E. et al., J. of Cardiothoracic and Vascular
Anesthesia, 1997). Plasmakallikrein spiller en ngkkelrolle i de fgrste hendelsene i
kontaktaktivering og i oppformeringen av andre proteasereaksjonsveier slik som
det fibrinolytiske og koagulasjonssystemet. En vanlig strategi for 8 undertrykke
kontaktaktivering under hjertekirurgi er & blokkere aktiviteten  til
plasmakallikrein med aprotinin, en 6 kDa bredspekter proteaseinhibitor fra
bovint lungevev. Inhibitoren binder plasmakallikrein med en K; p& 30 nM og

avbryter dermed den indre koagulasjonsreaksjonsveien gjennom undertrykkelse
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av faktor XII-aktivering. Videre reduserer inhibering av plasmakallikrein
omdannelsen av plasminogen til plasmin og reduserer fglgelig fibrinolysen og
assosiert blgdning. Aprotinin er ogsa en direkte inhibitor av plasmin (K; = 3 nM).
Man tror at direkte inhibering av plasmin er hovedmekanismen bak de
antifibrinolytiske effektene som fgrer til reduksjon av blodtap og reduserte behov
for transfusjon. Medikamentet har ogsd alvorlige effekter som anafylakse og
nyretoksisitet (oversikt i Mahdy A. M. og Webster N. R., Br. J. Anaesth., 2004).
En alternativ plasmakallikreininhibitor basert pd det humane kunitzdomene
skaffoldet (6 kDa) er nylig utviklet (Markland, W, et al., Biochemistry, 1996).
Medikamentet har en signifikant hgyere affinitet (k; = 30 pM) og spesifisitet for
plasmakallikrein og forventes & veere mindre immunogent pd grunn av dets
humane leseramme. Det blir pa det ndvaerende tidspunkt testet i fase 2 kliniske
utprgvinger (Dyax Corp., www.dyax.com). Selv om var nylig utviklede
leadinhibitor har om lag 50 ganger lavere affinitet for humant plasmakallikrein
enn den produkt kunitzdomene baserte inhibitoren viste det seg at den
undertrykte effektivt kontaktaktivering ex vivo. Dens mindre stgrrelse (2 kDa)
tillater ikke bare den lette kjemiske syntesen, men minimaliserer ogsd risikoen
for immunogene reaksjoner og gjgr at forbindelsen er en attraktiv leadinhibitor
for utvikling/anvendelse i CPB-operasjoner.

Eksempel 7: Ikke-kovalente interaksjoner

Koblingsforbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en ytterligere
fordel med & influere/stabilisere eller gi konformasjonsbegrensninger pa
malpolypeptidet i kraft av ikke-kovalente bindinger som dannes mellom
koblingsforbindelsen og malpolypeptidet. Disse blir pd en fordelaktig mate
tilveiebrakt i tillegg til de kovalente bindingene mellom koblingsforbindelsen og
malpolypeptidet.

Det bgr legges merke til at slike bindinger og begrensninger ikke tilveiebringes
av kjente teknikker i fagfeltet slik som kryssbinding. For det fgrste er
kryssbindingsmidler vanligvis for sma og/eller for fleksible til & bidra med
konformasjonsbegrensning. For det andre er i det spesifikke eksemplet pa kjent
kryssbinding som er diskutert over (f.eks. Roberts US2003/0236852A1), den
toverdige linkeren liten (propyl) og veldig fleksibel ved bevisst utforming, og det

er ikke noe bevis for at denne produserte noen ikke-kovalente interaksjoner eller
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ga noen konformasjonsbegrensning utover forbindingen av to rester innefor

polypeptidet. I alle fall er den kjente kryssbinderen kun toverdig.

I dette eksemplet viser vi at fordelaktig ikke-kovalent binding mellom

koblingsforbindelsen og malpolypeptidet ifslge foreliggende oppfinnelse er mulig.

Strukturen til en human plasmakallikreininhibitor generert ved hjelp av
fremgangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse (se eksemplene ovenfor) ble
lgst med NMR. I den foresldtte strukturen er flere karbonatomer i tett naerhet (<
4 3ngstrgm) til karbonatomene i koblingsforbindelsen. Dette tyder pa at ikke-
kovalente interaksjoner er til stede, i dette eksemplet hydrofobe interaksjoner,

mellom kjernen og polypeptidet ifglge foreliggende oppfinnelse.

Disse interaksjoner er:

Ser3 CB - Rng C26 3,62 A
Ser3 CB - Rng C2 4,0 R

Ser3 CB - |Rng CMe2 3,63 A
Cys2 CB - Rng CMe2 2,56 A
Cys9 CB - Rng C29 3,134
Cys9 CB - Rng C9 3,32 A
Pro10 CG - Rng CMe9 3,84

Pro10 CD - Rng CMe9 3,134
Cys16 CB - Rng C16 3,43 A
Cys16 CB - Rng C26 3,79 A

I tillegg ble hydrogen-hydrogen-interaksjoner mellom hydrogenatomer i
polypeptidet og hydrogenatomene i koblingsforbindelsen detektert med 1H-NMR
NOESY-spektroskopi.

Flere klasser av ikke-kovalent interaksjon mellom koblingsforbindelsen og

malpolypeptidet ifslge foreliggende oppfinnelse blir dermed vist. Disse
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tilveiebringer fordelaktig ytterligere konformasjonsbegrensning til polypeptidene

ifglge foreliggende oppfinnelse.

Eksempel 8: Fagkodede kombinasjonsbiblioteker

Oversikt

Fagdisplayteknologi har tidligere vist seg & vaere effektiv for & fremstille
terapeutiske antistoffer fra kombinasjonsbiblioteker, men vanskelig & bruke for 8
fremstille sma molekyler som medikament. Her beskriver vi en fagstrategi for
seleksjonen av etterligninger av makrosykliske forbindelser fremstilt av de ikke-
ribosomale peptidsyntasene. Peptidrepertoarene ble utformet med tre reaktive
cysteinrester, hver med avstand fra hverandre med flere tilfeldige aminosyrer og
fusert til fag gen-3-proteinet. Konjugering med en koblingsforbindelse (i dette
eksempel tris-(brommetyl)benzen) via de reaktive cysteinrestene genererte
repertoarer med peptidkonjugater som ga to peptidsigyfer forankret til en
mesitylenkjerne. Gjentakende affinitetsseleksjoner ga flere enzyminhibitorer;
etter ytterligere mutagenese og seleksjon isolerte vi en leadinhibitor (PK15) (K;
= 1.5 nM) spesifikk for humant plasmakallikrein som effektivt avbrgt den indre
koagulasjonsreaksjonsveien i humant plasma som ble testet ex vivo. Dermed
viste dette at denne tilnszermingsmaten tilveiebringer en kraftfull mate for &

generere og & screene slike makrosykliske etterlikninger.

Bakgrunn

Oppdagelsen av nye ligander for reseptor, enzym og nukleinsyremal
representerer det fgrste trinnet i utviklingen av terapeutiske medikamenter. For
medikamenter basert p& sma organiske ligander har hgy-kapasitet screening
(HTS, eng. "high throughput screening") vist seg 8 vaere en populaer strategi;
store biblioteker av forbindelser blir syntetisert (eller kjgpt) og hver forbindelse
analysert for binding til malene. Med anvendelsen av roboter er det mulig &
screene 10°-10° forbindelser pr. dag, men treffene krever vanligvis kjemi for &
forbedre deres bindingsaffinitet og malspesifisitet?. For medikamenter basert pa
nukleinsyrer, peptider eller proteiner tilbyr biologiske seleksjonsfremgangsmater
en alternativ strategi. Disse fremgangsmatene (slik som fagdisplay,
ribosomdisplay, mRNA-display eller RNA/DNA-aptamerteknologier) er avhengige
av (a) & danne et mangfoldig bibliotek hvor fenotypen (binding til mal) til hvert
medlem i biblioteket er koblet til dets genotype (det kodende DNA eller RNA) og
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(b) en alternativ syklus hvor bibliotekmedlemmene selekteres for binding til
malet og deretter oppformeres (ved replikasjon i en vertscelle eller ved kopiering
av den kodende nukleinsyren in vitro). Ved hver runde med seleksjon blir
binderne dermed anriket i forhold til ikke-bindere. Veldig store bibliotek (10°-
10'* medlemmer) kan effektivt screenes med noen f& runder seleksjon og
leadtreff kan foredles med mutasjon og ytterligere seleksjon®. Denne
tilneermingsmaten er veldig kraftfull og er blitt anvendt for & danne terapeutiske

“5 Flere forsgk er gjort for & utvikle

antistoffer slik som Humira™
seleksjonsfremgangsmater for isoleringen av sma organiske ligander. Vanligvis
blir DNA anvendt som en tagg som lett kan syntetiseres, sekvenseres,
oppformeres og/eller hybridiseres. For eksempel kan sm& molekyler hver
konjugeres til en unik DNA® (eller bakteriofag’)-tag og konjugatene blandes
sammen for & danne et tagget bibliotek av sma molekyler. Etter seleksjon av
biblioteket mot malet kan de sma molekyltreffene identifiseres ved sekvensene
til deres (oppformede) tagger. Alternativt kan DNA-taggene introduseres under
syntesen av kombinasjonskjemiske biblioteker. For eksempel blir sma molekyler
og en korresponderende tagg syntetisert parallelt p& de samme kulene® eller s3
blir hybridisering av taggen anvendt for & styre den kjemiske synteseruten®. Fra
slike biblioteker kan synteseruten (og dermed strukturen) til de selekterte
treffene utledes fra sekvensen til taggen. Uansett deres oppfinnsomhet lider
disse fremgangsmatene av en felles ulempe: det lille molekylet er koblet til DNA-
taggen kun under den fgrste seleksjonsrunden og gjgr at gjentagende sykluser
er umulige (og begrenser anvendelsen til sma biblioteker). Dermed presenterer
kjent teknikk flere vanskeligheter.

I dette eksempel viser vi at foreliggende oppfinnelse kan anvendes for kjemisk

1011 for 3 danne

modifiserte peptider pa fag under seleksjonsprosessen
etterligninger av peptid makrosykliske forbindelser. Nyere fremgangsmater er
blitt beskrevet for & binde peptider gjennom reaktive sidekjeder (f.eks.
cysteiner) til de funksjonelle gruppene i et organisk skaffold'? og dermed
generere polysykliske konjugater som omfatter en organisk kjerne dekorert med
peptidslgyfer. Ettersom strukturene minner om de peptid makrosykliske
medikamentene utforsket vi muligheten for & danne og & selektere biblioteker
med slike konjugater pd filamentgs fag (Fig. 9). Mens peptid makroringer

13,14

vanligvis fremstilles in vivo av ikke-ribosomale peptidsyntaser , anvender var

strategi ribosomal syntese in vivo og deretter kjemisk konjugering ex vivo.
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Resultater

Konjugering av organiske skaffold til peptider fremvist pa fag

Vi anvendte den lille organiske forbindelsen tris-(brommetyl)benzen (TBMB) som
et skaffold (koblingsforbindelse) til & forankre peptider som inneholdt tre
cysteiner'>!> (Fig. 9a). Reaksjonen skjer i vandige Igsemidler ved
romtemperatur og den tredoble rotasjonssymmetrien til TBMB-molekylet sikrer

dannelsen av en unik strukturell og romlig isomer.

Vi utarbeidet fgrst reaksjonsbetingelsene for konjugering av peptidet
NGCGSGCGSGCGE fusert til de Igselige D1-D2 domenene til fagen plII,
molekylvekten av produktene ble analysert med massespektrometri. Vi var
imidlertid ikke i stand til selektivt & konjugere de tre cysteinrestene i peptidet
med TBMB mens disulfidbroene til D1 og D2 (C7-C36, C46-C53, C188-C201) ble
skanet. Dette pavirket oss til & ta fordel av et disulfidfritt gen-3-protein som
nylig ble utviklet av Schmidt F. X. og medarbeidere’®. Peptid-D1-D2 (disulfidfritt)
fusjonsproteinet ble redusert med tris-(karboksyetyl)fosfin (TCEP), TCEP ble
fijernet og TBMB ble tilsatt. En konsentrasjon pd 10 uM TBMB var tilstrekkelig for
kvantitativ reaksjon med peptid-fusjonsproteinet ved 30 °C i en time og ga
hovedsakelig et produkt med den forventede molekylmassen (A masse forventet
= 114 Da; Fig. 10a). Ingen produkter ble detektert med (disulfidfritt) D1-D2-
proteinet. Uventet fant vi at reaksjon mellom TBMB og peptid-D1-D2
(disulfidfritt)-fusjoner som inneholdt kun to cysteinrester ("AGSGCGSGCG®-D1-
D2) ga et produkt med en molekylmasse i overensstemmelse med reaksjon med
begge cysteinene og a-aminogruppen ved den N-terminale enden (Fig. 15a og
15b). P8 samme maten ga reaksjonen mellom TBMB og peptid-D1-D2
(disulfidfritt)-fusjoner med kun et cystein og en lysin ("AGSGKGSGCG®-D1-D2)
en molekylmasse i overensstemmelse med reaksjonen mellom cysteinet, a-
aminogruppen i den N-terminale enden og e-aminogruppen til lysinet (Fig. 15c
og 15d). Ved & ha identifisert egnede betingelser lot vi YBMB reagere med
(disulfidfri p3) fag som bar peptidet "GCGSGCGSGCG®. Dette fgrte til et lite tap
(5 ganger) av faginfektivitet (Fig. 10b).

Dannelse av polysykliske peptidbibliotek og affinitetsseleksjon
Vi utformet et bibliotek av peptider som omfatter to sekvenser med seks

tilfeldige aminosyrer flankert av tre cysteiner (Cys-(Xaa)s-Cys-(Xaa)es-Cys; Fig.
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11a) for fremvisning pa (disulfidfri p3) fagen. En alanin ble tilsatt til den N-
terminale enden av peptidet for a sikre en korrekt prosessering av
signalsekvensen. Gly-Gly-Ser-Gly-linker ble plassert mellom det tredje cysteinet
og gen-3-proteinet. Ettersom (disulfidfri p3-) fagen hadde en 100 gangers
redusert infektivitet sammenlignet med Vvilltypefagen, ble store mengder
fagpartikler produsert fra biblioteket (estimert 4,4x10° varianter). En 1-liters
kultur som inkuberte over natten ved 30 °C ga vanligvis 10''-10'? infeksigse
partikler.

Vi testet biblioteket med polysykliske peptider for binding og inhibering av den
humane plasmakallikrein og katepsin G. Omlag 10 rensede infeksigse
fagpartikler ble kjemisk modifisert med TBMB og deretter inkubert med
biotinylerte malproteiner. Etter fangning pa8 magnetiske streptavidinkuler ble den
anrikede fagen behandlet med vytterligere to runder seleksjon, hver runde
omfatter oppformering (ved bakteriell infeksjon), kjemisk konjugering og
fangning med de biotinylerte malene. Fagtiteret gkte etter den andre og tredje
runden, noe som tyder pd anrikning av spesifikke bindere. DNA som kodet for
peptidene ble PCR-oppformert fra den selekterte populasjonen av fag i den
tredje runden og ble klonet igjen for periplasmatisk uttrykk som peptid-D1-D2
(disulfidfri D1-D2) fusjonsproteiner og sekvensert. Dette avslgrte
konsensussekvenser i en eller flere av peptidslgyfene (Fig. 11b og 11c) og flere
ble uttrykt, renset, konjugert med TBMB og testet for deres inhiberende aktivitet
mot protease. De beste plasmakallikrein- og katepsin G-inhibitorene hadde en
ICso pa henholdsvis 400 nM (PK2 ogPK4) og 100 nM (CG2 og CG4) ndr de ble
testet som en D1-D2-fusjon. Fordi vi screenet de fagselekterte klonene for
inhibering (heller enn binding) kan vi ikke si om ogsd molekylene ble selektert
som binder til proteasene, men ikke inhiberer dem. Funnet om at mesteparten
av klonene som ble testet etter fagseleksjonen viste inhiberende aktiviteter tyder

imidlertid pd at hovedsakelig inhibitorer ble selektert.

Affinitetsmetning av humane plasmakallikreininhibitorer

De fleste sekvensene til kallikreinbindere avslgrte konsensussekvenser i en eller
flere av peptidsigyfene. Tre nye biblioteker ble dannet med en av de tre
konsesensusregionene i en slgyfe og seks tilfeldige aminosyrer i den andre
slgyfen (Fig. 12a). Bibliotekene ble blandet og fagpannet under stringente
betingelser (1 nM til 200 pM biotinylert kallikrein). Den tilfeldige sekvensen
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samlet seg til en ny konsensus og ga kloner med konsensussekvenser i begge
slgyfene (Fig. 12b). Inhiberingsanalyser avslgrte at ICsq til den beste inhibitoren
(PK15) var 20 nM nar den ble testet som en D1-D2-fusjon.

Aktivitet og spesifisitet til kjemisk syntetiserte inhibitorer

Syntetiske peptider som korresponderer til fire kallikreininhibitorer fra den
primeere seleksjonen (PK2, PK4, PK6 og PK13) og den beste inhibitoren fra
affinitetsmetningsseleksjonen (PK15) ble produsert ved fast fase kjemisk
syntese. Peptidene hadde en alanin ved den N-terminale enden og et amidert
glysin ved den C-terminale enden for & representere ladning og det kjemiske
miljget til de fagfremviste peptidene. TBMB-konjugerte syntetiske peptider var
minst 250 ganger mer potente inhibitorer av kallikreinaktivitet enn de ikke-

konjugerte peptidene (Tabell 1).

Tabell 1 - Kjemisk syntetiserte inhibitorer. Aminosyresekvensene til fem
plasmakallikreininhibitorer (17-mer) er vist. Sekvensene til de syntetiske
peptidene er avledet fra klonene PK2, PK4, PK6, PK13 (isolert i fagseleksjonene
ved 3 anvende bibliotek 1) og fra klon PK15 (en affinitetsmettet klon isolert fra
bibliotek 2). Indikert er molekylmassene og de inhiberende aktivitetene fgr og

etter modifikasjonen av peptidene med TBMB:

Opphavs- | Aminosyresekvenser Masse (Da) ICso (NM)
kloner Lineaert | Bisyklisk |Lineaert | Bisyklisk
peptid |peptid peptid |peptid

PK2 H-ACSDRFRNCPLWSGTCG-NH, 1871,2 |1985,3 |> 28,6
10000

PK4 H-ACSTERRYCPIEIFPCG-NH, 1942,9 |2055,9 7181 33

PK6 H-ACAPWRTACYEDLMWCG-NH, |1974,8 (2088,7 |5707 21,2

PK13 H-ACGTGEGRCRVNWTPCG-NH, |1764,8 (1879,1 |> 39,1
10000

PK15 H-ACSDRFRNCPADEALCG-NH, 1825 1939,4 |> 1,7
10000
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De var mer potente inhibitorer enn peptid-D1-D2-konjugatene med en faktor pa
mer en ti (Tabell 1; Fig. 13); antagelig skyldes denne bindingen at de konjugerte
peptiddelene til D1-D2-delen ble beregnet til & vaere 1,5 nM ved & anvende
ligningen til Cheng and Prusoff’’. Inkubering av konjugatet PK15 med kallikrein
fgrer til hydrolyse av en peptidbinding etter forlenget inkubasjon (90 %
klgyvning etter 24 timer ved 37 °C), som vist ved en massegevinst pd 18 Da,
men de inhiberende aktivitetene av klgyvde og uklgyvde prgver viste seg & vaere
like (ICso pa henholdsvis 2,2 nM og 1,6 nM).

De fem inhibitorene ble o0gsd testet mot muse plasmakallikrein (79 %
sekvensidentitet) eller den homologe humane serinproteasen faktor XIa (63 %
sekvensidentitet) og trombin (36 % sekvensidentitet). Ingen inhiberte disse

enzymene ved den hgyeste konsentrasjonen som ble testet (10 uM).

Avbrudd | den indre  koagulasjonsreaksjonsveien av en  human
plasmakallikreininhibitor

Humant plasmakallikrein spiller en ngkkelrolle i de fgrste hendelsene i den indre
koagulasjonsreaksjonsveien ved & omdanne faktor XII til faktor XIIa som sa
virker pd den eneste proteasen i reaksjonsveien. Vi testet om konjugat PK15
kunne inhibere aktiveringen av faktor XIla i humane plasmaprgver.
Reaksjonsveien ble startet med kaolin og aktiviteten av faktor XIIa ble malt med
et kolorimetrisk substrat. Aktiviteten til XIIa ble halvert i naervaeret av 160 nM
konjugat PK15 (Fig. 16). Som sammenligning var 5 uM aprotinin, en 6 kDa bovin
serin protease inhibitor ogsa anvendt klinisk som en plasmakallikreininhibitor (K;

= 30 nM), ngdvendig for & fa den samme effekten.

Strukturbestemmelse av TBMB-modifisert PK15

2D 'H NMR-spekter av konjugatet PK15 ble registrert og en sekvensspesifikk
oppstilling av de kjemiske skiftene av TOCSY- og NOESY-spekter var mulig. En
konformasjon av inhibitoren beregnet pa de NOESY-avledete
avstandsbegrensningene er vist i Figur 14. De to peptidslgyfene er arrangert
rundt mesitylenkjernen som de er kovalent festet til, men de interagererikke

med hverandre. Slgyfene er ikke tettpakket mot kjernen, men flere
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karbonatomer i polypeptidet (Cys 9 CB, Cys16 CA, Gly 17 CA) er innenfor 4 A

atomer av molekylkjernen og tyder pa at det er noen hydrofobe interaksjoner.

Diskusjon av eksempel 8

Vi har vist hvordan reaksjonen mellom tris-(brommetyl)benzen (TBMB)!? og
biblioteker med cysteinrike peptider fremvist pd filamentgse bakteriofag
genererer konjugater (komplekser ifglge foreliggende oppfinnelse) som er
ansvarlig for gjentakende seleksjon. Det var en utfordring & konjugere det
fremviste peptidet mens fagen ble sk3net og vi matte variere
reagenskonsentrasjonene, Igsemiddelsammensetningen og
reaksjonstemperaturen og ogsa anvende fag som mangler disulfider i gen-3-
proteinet. Fra et bibliotek pd >10° medlemmer og gjentakende seleksjoner
lyktes vi i & isolere potente humane plasmakallikreininhibitorer (<2000 Da). Var
leadinhibitor (PK15) med K; = 1,5 nM avbrgt effektivt den indre
koagulasjonsreaksjonsveien i humant plasma testet ex vivo og var veldig
spesifikk: den inhiberte ikke-muse plasmakallikrein eller de homologe humane

plasmaproteasene faktor XIa og trombin.

Vart repertoar ble bygget fra 17-resters peptider med tre cysteiner som hver har
en avstand mellom seg pa seks tilfeldige aminosyrer. Etter konjugering med
TBMB forventes peptidene 8 danne to seks-resters slgyfer festet til en
mesitylenkjerne, noe som faktisk ble bekreftet av strukturen av PK15
kallikreininhibitoren festet til mesitylenkjerne (Fig. 14). Slike polysykliske
peptider bgr ha fordeler over disulfidbundne og linezere peptider. Fordelene med
polysykliske peptider i forhold til disulfidbundne peptider er at med en gang de
kovalente karbon-svovel bindingene er dannet er de ngytrale for utbytting'®.
Fordelen med polysykliske peptider i forhold til linezxere peptider er at de er
kryssbundne og mer begrenset. Dette har to hovedkonsenkvenser: (a)
begrensede peptider forventes a8 binde seg tettere til malene (pa8 grunn av det
mindre tapet av konformasjonsentropi). Var litteraturoversikt over
peptidinhibitorer isolert med fagdisplay viser at de fleste inneholder disulfider og

har inhiberingskonstanter i det mikromolare omradet (Tabell 3).

Tabell 3: Fagselekterte peptidinhibitorer. Indikert er sekvensene til peptidene,
enzymmalene og bindingsaffinitetene. Cysteinene som danner disulfidbroer er

understreket.
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\VET Peptidsekvens Affinitet Referans
e
Prostataspesifikt antigen (PSA) |CVAYCIEHHCWTC Ko =2,9 uM |1
Humant kallikrein 2 SRFKVWWAAF ICso = 3,47
MM
Urokinase-type CSWRGLENHRMC Ki=6,7uM |3
plasminogenaktivator (uPA)
Urokinase-type CPAYSRYLDC Ki=0,4uM 4
plasminogenaktivator (uPA)
Chymotrypsin CCFSWRCRC Ki=1uM >
TF-fVII EEWEVLCWTWETCER ICso = 1,5/°
nM
Angiotensin-omdannende GDYSHCSPLRYYPWWKC K; = 2,8 nM |’
enzym 2 (ACE2) TYPDP
ErbB-2 KCCYSL Ki=30uM |8
Urease YDFYWW ICs, = 30/°
UM
Pankreatisk lipase CQPHPGQTC ICs, = 161
UM
Beta-laktamase CVHSPNREC ICso = 9 uM |11
DNase II CLRLLQWFLWAC Ki=0,2 uM |2

Kun to peptidinhibitorer var like potente som PK15; begge inneholdt en

1920 Dette tyder pa at den

disulfidbinding og minst to tryptofanrester
begrensende konformasjonen og muligheten for hydrofobe interaksjoner er
ngkkelen til disse hgye affinitetene; (b) begrensede (og kryssbundne) peptider
bgr ogsa veere mer resistente for klgyvning og/eller inaktivering enn linezere
peptider. I vart arbeid ble faktisk PK15-inhibitoren kigyvd i en av slgyfene etter

forlenget inkubering med humant plasmakallikrein, men forble intakt og aktivt.

De polysykliske konjugatene er mottagelige for bade genetisk og kjemisk
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konstruksjon. Molekylvekten til PK15 (1939.4 Da) er hgyere enn flere peptid
makrosykliske medikamenter (Tabell 2), men det ville vaere mulig & anvende
kortere slgyfer. For eksempel ved & forandre avstanden mellom cysteinene,
slgyfelengden kan lett varieres eller det kan til og med settes inn ekstra
segmenter i de peptidterminale endene.

Tabell 2- stgrrelsessammenligning av makrosykliske medikamenter

Navn Syklusstgrrelse |Molekylmasse (Da) |Anvendelsesomrade
Actinomycin 16, 16 1255,42 antikreft

Amfotericin B |38 924,08 antisopp

Azitromycin 15 748,88 antibiotika
Caspofungin 21 1093,31 antisopp

Cyklosporin 32 1202,61 immunundertrykkelse
Daptomycin 31 1619,71 antibiotika
Erytromycin 14 733,93 antibiotika
Iksabepilon 16 506,70 antikreft

Okreotid 20 1019,24 hormon

Oksytoksin 20 1007,19 hormon

Polymyksin B |23 1301,56 antibiotika
Rapamyzin 29 914,17 immunundertrykkelse
Rifabutin 27 847,01 antibiotika
Vancomycin 16, 16, 12 1449,30 antibiotika

Ytterligere variasjoner kunne inkludere mutagenes av slgyfene (som ved
affinitetsmetningen av PK15); proteolytisk klgyvning i en eller flere slgyfer for &
generere peptidsegmenter “forgrenet” ved cysteinene; kjemisk konjugering til
den nakne peptidterminale enden etter slgyfeklgyvning®'; eller anvendelsen av
forskjellige organiske kjerner. For eksempel kunne en stgrre organisk kjerne
eller en med flere funksjonelle grupper, interagere mer omfattende med slgyfene
eller med malet og kunne ogsa anvendes for @ introdusere helt nye funksjoner

slik som fluorescens. Hvis disse operasjonene ble utfgrt pa det fagfremviste
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konjugatet ville variasjonene veere selekterbare ved en gjentagende prosess.
Ettersom peptidkonjugatene ogsd er mottagelige for kjemisk syntese kunne
ytterligere variasjoner (slik som substitusjon med ikke-naturlige aminosyrer)

introduseres syntetisk.

Inhibitorer av humant plasmakallikrein blir utviklet klinisk for behandling av
arvelig angiodema og hjertebypasskirurgi, men det har vist seg vanskelig & lage
sma molekyler som er spesifikke for kallikreinet (oversikt i 22, 23). Det faktum
at vi sd lett fremskaffet en inhibitor med hgy affinitet og spesifisitet ved
gjentagende seleksjon av polysykliske peptidkonjugater pd fag argumenterer

godt for denne strategien.

Materialer og fremgangsmater

Kjemisk modifikasjon av peptidrepertoarer med TBMB pa fag
Fagpeptidbiblioteker som er basert pd plasmidet fdg3p0ss2116, ble klonet og
fremstilt som beskrevet under. Vanligvis ble 1011-1012 t.u. PEG-renset fag
redusert i 20 ml 20 mM NH4HCO3, pH 8 med 1 mM TCEP ved 42 °C i 1 t. Fagen
ble sentrifugert ved 4000 rpm i et vivaspin-20 filter (MWCO p& 10000) for &
redusere volumet av reduksjonsbufferen til 1 ml og vasket to ganger med 10 ml
iskald reaksjonsbuffer (20 mM NH4HCO3, 5 mM EDTA, pH 8). Volumet av den
reduserte fagen ble justert til 32 ml med reaksjonsbuffer og 8 ml 50 oM TBMB i
ACN ble tilsatt for & fremskaffe en sluttkonsentrasjon av TBMB pa 10 oM.
Reaksjonen ble inkubert ved 30 °C i 1 t fgr ikke-reagert TBMB ble fjernet ved
presipitering av fagen med 1/5 volum 20 % PEG, 2,5 M NaCl pd is og
sentrifugering ved 4000 rpm i 30 minutter.

Fagseleksjoner med humant plasmakallikrein og katepsin G

Biotinylert humant plasmakallikrein og katepsin G (5 til 20 pg: protokollen som
ble anvendt til biotinylering finnes under her) ble blokkert ved inkubering i 0,5
ml vaskebuffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
CaCl,) som inneholdt 1 % BSA og 0,1 % tween 20 i 30 minutter. Dem kjemisk
modifiserte fagen (vanligvis 10'°-10*! t.u. opplgst i 2 ml vaskebuffer) ble
blokkert ved 3 tilsette 1 ml vaskebuffer som inneholdt 3 % BSA og 0,3 % tween
20 og inkubering i 30 minutter. 3 ml blokkert fag ble pipettert til 0,5 ml blokkert
antigen og inkubert i 30 minutter pa et roterende hjul ved RT. 50 ul magnetiske
streptavidinkuler (Dynal, M-280 fra Invitrogen, Paisley, UK) ble blokkert ved
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inkubering i 0,5 ml vaskebuffer som inneholdt 1 % BSA og 0,1 % tween 20 i 30
minutter. De blokkerte kulene ble tilsatt til fag/antigenblandingen og inkuberte i
5 minutter ved RT pa et roterende hjul. Kulene ble vasket 8 ganger med
vaskebuffer som inneholdt 0,1 % tween 20 og to ganger med vaskebuffer fgr
inkubering med 100 pl 50 uM glysin, pH 2,2 i 5 minutter. Eluert fag ble overfgrt
til 50 pl 1 M Tris-HCI, pH 8 for ngytralisering, inkubert med 50 ml TG1 celler ved
ODgop=0,4 i 90 minutter ved 37 °C og cellene ble platet ut pd store
2YT/kloramfenikol-plater. To tilleggsrunder med panning ble utfgrt ved 3
anvende den samme fremgangsmaten. I den andre seleksjonsrunden ble
neutravidinbelagte magnetiske kuler anvendt for & forhindre anrikningen av
streptavidinspesifikke peptider. Neutravidinkulene ble fremstilt ved 8 la 0,8 mg
neutravidin (Pierce, Rockford, IL, USA) reagere med 0,5 ml tosyl-aktiverte
magnetiske kuler (Dynal, M-280 from Invitrogen, Paisley, UK) i henhold til

produsentens instruksjoner.

Screening av selekterte kloner for inhiberende aktivitet

Genene som koder for peptider selektert i den andre og tredje runden av
biopanning ble klonet inn i en pUC119-basert vektor for uttrykk av peptid-D1-
D2-fusjonsproteinene (disulfidfritt D1-D2-protein; klonings- og
uttrykksprosedyrer er beskrevet nedenunder). Oksiderte sulfhydrylgrupper av
peptidene ble redusert ved & inkubere proteiner (1-10 pM) med 1 mM TCEP i 20
mM NH4HCOs3;, pH 8 ved 42 °C i 1 t. Reduksjonsmidlet ble fjernet ved
strgrrelseseksklusjonskromatografi med en PD-10 kolonne (Amersham
Pharmacia, Uppsala, Sverige) ved @ anvende 20 mM NH4HCO5;, 5 mM EDTA, pH 8
buffer. Tiolgruppene i proteinene reagerte ved inkubering med 10 uyM TBMB i
reaksjonsbuffer (20 mM NH4HCO3, 5 mM EDTA, pH 8, 20 % ACN) ved 30 °Ci 1 t.
For fjerning av ikke-reagert TBMB og konsentrasjon ble proteinet filtrert med et
mikrocon YM-30 (Millipore, Bedford, MA). Konsentrasjonene av produktene ble
bestemt ved & male den optiske absorpsjonen ved 280 nm. ICso ble malt ved &
inkubere forskjellige konsentrasjoner av de modifiserte peptid-fusjonsproteinene
(2 gangers fortynning) med humant plasmakallikrein (0,1 nM) eller katepsin G
(20 nM) og & bestemme restaktiviteten i 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl,
10 mM MgCl,, 1mM CaCl,, 0,1% BSA, 0,01 % triton-X100. Human
plasmakallikreinaktivitet ble malt med det fluorogene substratet Z-Phe-Arg-AMC
(Bachem, Bubendorf, Sveits) ved en konsentrasjon p& 100 pM p& en Spectramax

Gemini fluorescensplateleser (eksitasjon ved 355 nm, emisjon registrert ved 460



10

15

20

25

30

35

NO/EP2257624

90

nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Human katepsin G-aktivitet ble
malt med det kolorimetriske substratet N-Suc-Ala-Ala-Phe-Pro-pNA (Bachem,
Bubendorf, Sveits) ved en konsentrasjon p& 1 mM med en Spectramax
absorpsjons plateleser (registrering ved 410 nm; Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA).

Kjemisk syntes av bisykliske peptider

Peptider med et fritt amin i den N-terminale enden og et amid i den C-terminale
enden ble kjemisk syntetisert pd en 25 mg skala ved hjelp av fast fase kjemi
(JPT Peptide Technologies, Berlin, Tyskland). De urene peptidene i 1 ml 70 %
NH4HCOs3, pH 8 og 30 % ACN (1 mM) reagerte med TBMB (1,2 mM) i 1 t ved RT.
Reaksjonsprodukter ble renset med revers-fase hgykapasitetskromatografi
(HPLC) ved & anvende en C18 kolonne og gradient eluering med en mobil fase
sammensatt av ACN og 0,1 % vandig trefluoreddiksyre (TFA) Igsning med en
stremningshastighet p& 2 ml/min. De rensende peptidene ble frysetgrket og
opplgst i DMSO eller en buffer av 50 mM Tris-HCI pH 7,8, 150 mM NaCl for

aktivitetsmalinger.

Kloning og uttrykk av peptid-D12 fusjonsproteiner

Domenene D1-D2 til g3p (som omfatter aminosyrerestene 2 til 217 i det modne
fd-g3p) med og uten det N-terminalt fuserte peptidet "ACGSGCGSGCGE ble
uttrykt i E.coli. Den pUC119-baserte uttrykksvektoren med en ledersekvens og
D1-D2-genet med en C-terminal heksa-histidin-tagg (her kalt pUC119H6D12)
ble vennlig tilveiebrakt av Phil Holliger fra “Laboratory of Molecular Biology
(LMB)” i Cambridge. Et plasmid for uttrykk av D1-D2 med det N-terminale
peptidet ble klonet med PCR oppformering av D1-D2-genet med primerne
pepdl2ba (som koder for peptidsekvensen) og d12fo og ligering inn i den
Sfil/INotI-kuttede pUC119H6D12-vektoren. Genet for uttrykket av disulfi-fri-D1-
D2 med totalt 20 aminosyrer ble PCR oppformert fra vektoren fdg3p0ss21 med
enten primerparet d120ssba/d120ssfo, pepd120ssba/d120ssfo,
P2cd120ssba/d120ssfo eller Plcd120ssba/d120ssfo og Sfil/NotI ligert inn i
pUC119H6D12 for uttrykk av disulfid-fri-D1-D2 med og uten de N-terminalt
fuserte peptidene "ACGSGCGSGCG®, "AGSGCGSGCG® eller "AGSGKGSGCGE. Alle
6 proteinene ble uttrykt i TGl E.coli celler ved 30 °C i 8 timer og den
periplasmatiske fraksjonen ble renset trinnvis ved Ni-affinitetskromatografi og
gelfiltrering p& en Superdex 75 kolonne i 20 mM NH4HCO; pH 7,4.
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Massespektrometri analyse av peptid-D12-fusjonsproteiner

De molekyleere massene til proteinene (5-20 uM) fgr og etter modifisering med
TBMB ble bestemt ved denaturering av proteinene i 4 volum 50 % MeOH, 1 %
maursyre og analysert pd et flight of time-massespektrometer med
elektrosprayionisering (Micromass, Milford, MA, USA). Molekylmassene ble
fremskaffet ved opprulling av flere ladede proteinmassespekter ved & anvende

MassLynx versjon 4.1.

Dannelse av fag peptidbibliotek 1

Genene som koder for et semi-tilfeldig peptid med sekvensen Ala-Cys-(Xaa)e-
CYs-(Xaa)e-Cys, linkeren Gly-Gly-Ser-Gly og de to disulfid-frie domenene D1 og
D2 ble klonet i rett orientering inn i fagvektoren fd=D12 for & fremskaffe
fagbibliotek 1. Vektoren fdOD12 som mangler genene for D1- og D2-domenene i
gen 3 og som har et andre Sfil-restriksjonssete ble tidligere dannet ved hel-
plasmid oppformering av fdg3p0ss21 ved & anvende primerne ecoG3pNba og
pelbsfiecofo. Genene som koder for peptidrepertoaret og de to gen-3 domenene,
ble trinnvis dannet i to etterfglgende PCR-reaksjoner. Fgrst ble genet til D1 og
D2 PCR-oppformert med de to primerne prepcr og sfi2fo ved & anvende vektoren
fdg3p0ss21 som et templat. Dernest ble DNA som koder for tilfeldige peptider
tilsatt i en PCR-reaksjon ved & anvende primerne sficx6ba og sfi2fo. Ligeringen
av 33 og 9 ug Sfil kuttet fdOD12 plasmid og PCR-produkt ga 4,4x10° kolonier pa
12 20x20 cm kloramfenikol (30 pg/ml) 2YT-plater. Kolonier ble skrapet av
platene med 2YT-medium supplementert med15 % glyserol og lagret ved -80
°C. Glyserolstocker ble fortynnet til ODgpe=0,1 i 1 liter 2YT/kloramfenikol (30
pg/mil)-kulturer og fag ble uttrykt ved 30 °C overnatt (12 til 16 timer).

Biotinylering av antigener

Humant plasmakallikrein (aktivert med faktor XIIa) ble kjgpt fra Innovative
Research (Southfiled, MI, USA) og biotinylert ved en konsentrasjon pa 1,2 uM
med et 5 gangers molart overskudd av Sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce, Rockford,
IL, USA) i PBS, pH 7,4 / 5 % DMSO ved RT i 1 t. Det biotinylerte proteinet ble
renset pa en PD-10 kolonne ved & anvende en buffer av 50 mM NaAc, pH 5,5,
200 mM NaCl. Ferdig biotinylert human katepsin G ble kjgpt fra Lee Biosolutions
(St. Louis, MI, USA).
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Subkloning og uttrykksscreening av fagselekterte kloner

Plasmid-DNA til kloner selektert etter den andre og tredje runden med
biopanning ble PCR-oppformert i et enkelt rgr med primerne 21segba og flagfo
og klonet inn i vektoren pUC119H6D12 ved Sfil- og NotI-setene for det
periplasmatiske uttrykket av peptidene fusert til de disulfid-frie D1- og D2-
domenene med en C-terminal FLAG-tagg og en heksa-histidin-tagg. De ligerte
plasmidene ble elektroporert inn i TG1-celler og platet ut pa 2YT/ (100 pg/ml)-
plater. Kloner som uttrykte det rekombinante proteinet ble identifisert som
fglger: Medium (2YT med 100 pg/ml ampicillin) i 96-dype brgnners plater (1
ml/brgnn) ble inokulert med celler fra individuelle kolonier og inkubert ved 37
°C. Proteinuttrykk ble indusert med 1 mM IPTG ndr kulturene var turbide og
platene ble ristet 300 rpm ved 30 °C o/n. Cellene ble pelletert ved sentrifugering
ved 3500 rpm i 30 minutter, lysert med vaskebuffer som inneholdt 1 mg/mi
lysozym og sentrifugert ved 3500 rpm for & pelletere celle-debris.
Supernatantene ble overfgrt til 96-brgnners polysorpplater (Nunc, Roskilde,
Danmark) for ikke-spesifikk adsorpsjon. Brgnnene ble skylt to ganger med
vaskebuffer som inneholdt 0,1 % tween 20 og blokkert med vaskebuffer som
inneholdt 1 % BSA og 0,1 % tween 20 i 1 t. Anti-FLAG M2-peroksidasekonjugat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ble fortynnet 1:5000 og blokkert i
vaskebuffer som inneholdt 1 % BSA og 0,1 % tween 20 og tilsatt til platene i 1 t.
Brgnnene ble vasket (5 ganger med vaskebuffer som inneholdt 0,1 % tween 20
0og en gang uten detergent) og den bundne peroksidasen ble detektert med TMB-
substratlgsning (eBiosciences, San Diego, USA). Plasmid-DNA-et il
proteinuttrykksklonene for proteinuttrykk ble sekvensert (Geneservice,
Cambridge, UK).

Affinitetsmetning av humane plasmakallikreininhibitorer

Tre peptidfagbiblioteker ble dannet vesentlig som bibliotek 1 (se ovenfor), men
ved & anvende de degenererte primerne sficx6abc (bibliotek 2), sficx6abb
(bibliotek 3) og sficx6aba (bibliotek 4) istedenfor sficx6ba. Elektroporering av
ligeringsreaksjonene inn i TG1-celler ga 9,5x10® (bibliotek 2), 1,1x10° (bibliotek
3) og 1,2x10° (bibliotek 4) transformanter. Fag fra hvert bibliotek ble fremstilt i
1 | kulturer, renset, sldtt sammen og reagert med TBMB. Tre runder med
panning ble utfgrt vesentlig som i seleksjonene beskrevet i material og metode
delen, men ved & anvende det biotinylerte humane plasmakallikrein ved en
lavere konsentrasjon (1 nM i 1. og 2. runde, 200 pM i den 3. runden).
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Aktivitets- og spesifisitetsmdling av humane plasmakallikreininhibitorer

Inhiberende aktiviteter (ICsg) ble bestemt ved & male restaktiviteter til enzymet
ved inkubering (30 min, RT) med forskjellige konsentrasjoner av inhibitor
(vanligvis i omradet 10 MM til 0,5 nM). Aktivitetene til humant plasmakallikrein
(0,1 nM) og faktor XIa (0,8 nM; Innovative Research, Southfiled, MI, USA) ble
malt med Z-Phe-Arg-AMC (100 pM) og aktiviteten til human trombin (2 nM;
Innovative Research, Southfiled, MI, USA) med Boc-Phe-Ser-Arg-AMC (100 pM) i
10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0,1 % BSA,
0,01 % triton X-100 og 5 % DMSO. Rekombinant muse plasmakallikrein fra R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA) med et signalpeptid ble proteolytisk aktivert
med 0,5 mg/ml termolysin ved 37 °C i 1 t. Aktiviteten til muse plasmakallikrein
(3 nM) ble malt med Z-Phe-Arg-AMC (100 pM) i 50 mM Tris-HCIl pH 7,5, 10 mM
CaCl, og 250 mM NaCl, 0,1 % BSA, 0,01 % triton X-100 og 5 % DMSO. Inhibitor
hydrolysert i en bindingssigyfe ble generert ved inkubering mellom TBMB-
modifisert peptid PK15 og humant plasmakallikrein i et molart forhold pd 5:1 i 24
timer ved 37 °C og pafslgende varmeinaktivering av enzymet ved 60 °C (30

min). Tilsynelatende K; verdier ble beregnet i henhold til Cheng og Prusoff

ligning.

M8ling av faktor XII-aktivering i humant plasma

Normalt humant plasma fra enkle donorer ble kjgpt fra 3H Biomedical (Uppsala,
Sverige). Plasmaet ble sentrifugert ved 1500xg ved 20 °C i 15 minutter for 3
fremskaffe blodplate-fattig plasma (PPP). Alikvoter av PPP ble lagret i
polypropylenrgr ved -80 °C. Prgver pa 60 pl PPP som inneholdt 5, 50, 500 eller
5000 nM aprotinin (Roche, Mannheim, Tyskland) eller TBMB-modifisert peptid
PK15 ble fremstilt. Aktivering av faktor XIIa ble malt som fglger. 2 pg kaolin ble
tilsatt til plasmaprgvene, blandet godt og inkubert 20 minutter ved 37 °C.
Prgvene ble fortynnet 250 ganger i 50 mM Tris-HCI pH 7,8, 150 mM NaCl.
Plasmakallikrein-lignende aktivitet ble malt med det kromogene substratet H-D-
Pro-Phe-Arg-pNA (100 uM; Bachern, Bubendorf, Sveits) ved & anvende en
absorpsjonsplateleser (absorpsjon ved 450 nm; Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). Det samme kromogene substratet gjenkjennes ogsa og modifiseres av
plasmakallikrein. Ved inhibitorkonsentrasjoner som er ngdvendige for @ redusere
faktor XIIa-aktivitet med 50 % (160 nM for det TBMB-modifiserte peptidet PK15
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og 5 pM for aprotinin), blir imidlertid plasmakallikreinet vesentlig inhibert og kan
ikke males med substratet.

Strukturbestemmelse av TBMB-modifisert peptid PK15

1 mg TBMB-modifisert peptid PK15 ble opplgst i 550 pl 10 mM deuterert Tris-HCI
pH 6.6, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM CaCl, for & fremskaffe en
inhibitorkonsentrasjon p& 1 mM. Spekter av inhibitoren var basert p& TOCSY- og
NOESY-spekter. Det var totalt 199 NOE begrensninger, 77 var inter-rest og 122
intro-rest. Strukturen vist i Figur 6 er den gjennomsnittlige strukturen til 50
beregnede  strukturkonformere. Programmet PyMOL ble anvendt til

strukturanalyse og visualisering av molekylmodellene.
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Alle publikasjoner som er nevnt i spesifikasjonen ovenfor, er her inkorporert ved
referanse. Forskjellige modifikasjoner og variasjoner av de beskrevne aspekt og
utfgrelsesformer ifglge foreliggende oppfinnelse vil veere dpenbare for fagfolk i
fagfeltet uten 8 avvike fra omfanget av foreliggende oppfinnelse. Selv om
foreliggende oppfinnelse er blitt beskrevet i sammenheng med spesifikt
foretrukne utfgrelsesformer bgr det forstds at oppfinnelsen som det gjgres krav
pd ikke bgr begrenses urimelig til slike spesifikke utfgrelsesformer. Forskjellige
modifikasjoner av de beskrevne matene for & utfgre oppfinnelsen pa, noe som er
dpenbart for fagfolk i fagfeltet, er faktisk ment a8 vaere innenfor omfanget av de
fglgende patentkravene.

Sekvensliste
Sekvens av DNA primere
Nuklease restriksjonsseter er understreket

pepdl12ba
'CrCGCQQQQ.CAQQQQQQQATGGCAGCGTGTGGCTCTGGCTGCGGTTCCGGCTGTGGTGCAG

AAAC'I'G’I'TGAAAGT!‘G-B'

d12fo

5'-GAGTCATTCTGCGGCCGCATTGACAGGAGGTTGAGGCAGGTC-3'

d120ssba
5'-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCTGAAACTGTTGAAAGTAG-3'
d120ssfo

5'-GAGTCATTCTGCGGCCGCATTGACAGGAGGTTGAGGCAGGTA-3'

pepd120ssba
5‘CTCGCWATGGCAGCGTGTGGCTCTGGCTGCGGWCCGGCTGTGGTGCI"G
- AAACTGTTGAAAGTAG-Y

p2cd120ssba
5 CTCGCQGggcAGCCGQCgATGGCAGCGGGCTCTGGCTGCGGTTCCGGCTGTGGT
GCTGAAACTGTTGAAAGTAG:S‘

plcd120ssba . ‘
5'CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGGGCTCTGGCAAAGGTICCGGCTIGTGGT
‘GCTGAAACTGITGAAAGTAG-3'
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ecoG3pNba
5'GCATGAATICCAGTICAGTACGGCCICGGGGGCCAIGGCTICTGGTACCCCGGITAAC

3.

pelbsfiecofo
5'GCATGAATICCGATGACTGAGGCCGGCTGGGCCGCATAGAAAGGAACAACTAAAG
GAAT:Y S | '

prepcrba

5'-GGCGGTTCTGGCGCTGAAACTGTTGAAAGTAG-3'

sfi2fo

5'-GAAGCCATGGCCCCCGAGGCCCCGGACGGAGCATTGACAGG-3'

sficxbba
STAIGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGTGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGCNNKNNK .

NNKNNKNNKNNKTGTGGCGGITCTGGCGCIG-3'

flagfo
5 cmcr@ggggggcnATCGICGTCATCCUG?AATCTGCAGCAHGACAGGAGGTTG

AGGCAGGTA-3'

sficx6aba _
5'TAIGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGTIGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKIGCCGCGTY
AATIGGACCCCGIGIGGCGGTICTIGGCGCIG-3

sficx6abb
'TAIGCWATGGCAGCGTGTGCGCCGTGGCGCACCGCGTGCNN
KNNKNNKNNKNNKNNKTGIGGCGGTICIGGCGCTG-3'

sficx6abc ,
S'TAIGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGIGTAGCGATCGTTTITCGTAATTGCNNKNNK

NNKNNKNNKNNKTGTGGCGGITCIGGCGCTG-3'

Peptidsekvenser er som omtalt i eksempeldelen

Sekvenser av DNA primere i Eksempel 8

Nuklease restriksjonsseter er understreket

pepdl2ba 5'-CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCCTGTGGTC
TGGCTGGGTTCCGGCTGTGGCAGAAAGAGTTG-3'

d12ba 5'-GAGTCATTCTGCGGCCGCATTGACAGGAGGTTGAGGCAGGTA-3'

d120ssba 5'-
CATGCCATGACTCGGGGCCCAGCCGGCCATGGCTGAAACTGTTGAAA
GTAG-3'
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d120ssba 5'-GAGTCATTCTGCGGCCGGATTGACAAGGAGGTTGAGGCAGGTA-3'

pepd120ssba |5'-
CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGTGTCCCTCTCGGCTGCCCTT
CCGGCTGTCCTGGCTGAAACTGTTGAAAGTAG-3'

p2cd120ssba |5'-
CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGCGGGCTCTGGCTTGCGGTTCCG
GCTGTGCTGAAACGTTGAAAGTAG-3'

plod120ssba |5'-
CTCGCGGCCTAGCCGCCATGGCATGGCAGCCCCCTCTGGAAAGGTTC
CGGCTCTGGGTCTTGAAAGTA-3'

ocog3pttoo |5'-
GCATGAATTCCAGTCAGTACGGCCTCGGGCGCCATGGCTTCTGGTACC
CCGTTAAC-3'

po 5'GCATGAATTCCGATCCGAGCCGGTGGGCCCATAGGGAAAGGCAACT
AAAGGAAT-3'

propotoo 5'-GGCGGTTCTGGCGTGAAACTCTTGAAAGTAG-3'

dil21lo 5'-GAAGCCATGGCCCCCGAGGCCCCCGAGCCGAGCATTGACAGG-3!

uficarbo 5'-TATGCGGCCCGCCCAGCCGCCATGGCTCGAGCGTGCS'-
GAGTCATTCTGCGGCCGCATTGACAGGAGGTTGAGGCAGGTG-3'

nopto 5'-GATTCTGCGGCCGCATTGATAGGAGGTTGAGGCAGGTA-3'
dic 5'-TATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCACCTGC
GGCCGCATTGACAGGAG

GCCCGCATTAATTGGACCCCGTGTGGCCGGCCCTTCTGGCCGCTG-3!

disc 5'-
TATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCACCTGCAGCGTTGTGGCGCCGTGG
CCAGCGGCTGGC CTGTGGCGCCGTTCTGGCGCCTGG-3'

eficxdssba 5'TATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCAGTGTCTAGCGATCGTTTTCGTAA
T
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Patentkrayv

1. Kompleks som omfatter en fagpartikkel, der nevnte fagpartikkel omfatter
(i) en nukleinsyre som koder for et polypeptid;
(i) polypeptidet uttrykt av nukleinsyren i (i) og fremvist pa overflaten til fagen;
(iii) en koblingsforbindelse festet til nevnte polypeptid
hvor nevnte koblingsforbindelse er festet til polypeptidet med minst tre

adskilte kovalente bindinger.

2. Kompleks ifglge krav 1, hvor koblingsforbindelsen har molekylsymmetri som
korresponderer til antall kovalente bindinger som det er festet med til

polypeptidet.

3. Kompleks ifglge krav 2, hvor koblingsforbindelsen innehar tredobbel
molekylsymmetri og koblingsforbindelsen er festet til polypeptidet med tre

kovalente bindinger.

4. Kompleks ifglge et hvilket som helst av de foregdende patentkrav, hvor

koblingsforbindelsen omfatter en strukturelt rigid kjemisk gruppe.

5. Kompleks ifglge krav 4, hvor koblingsforbindelsen omfatter tris-
(brommetyl)benzen (TBMB).

6. Kompleks ifglge et hvilket som helst av de foregdende patentkrav, hvor
nevnte polypeptid omfatter en cysteinrest og hvor minst en av de nevnte tre
adskilte kovalente bindingene for & feste nevnte koblingsforbindelse til

polypeptidet, omfatter en binding til nevnte cysteinrest.

7. Genetisk kodet polypeptidbibliotek, som omfatter minst to forskjellige

komplekser ifglge et hvilket som helst av de foregdende patentkrav.

8. Fremgangsmate for & fremstille et kompleks, der nevnte fremgangsmate
omfatter

(i) & tilveiebringe en fagpartikkel som omfatter en nukleinsyre og et polypeptid
uttrykt ved nukleinsyren og fremvist pa fagpartikkelen;

(i) 3 tilveiebringe en koblingsforbindelse
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(iii) @ feste nevnte koblingsforbindelse til nevnte polypeptid ved dannelse av

minst tre kovalente bindinger mellom nevnte koblingsforbindelse og polypeptid.

9. Fremgangsmate ifslge krav 8, hvor de reaktive gruppene i polypeptidet
fremvist p8 fagpartikkelen er redusert og hvor fagpartikkelen som fremviser
polypeptidet som omfatter reduserte reaktive grupper, renses ved filtrering for

trinn (iii).

10. Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor polypeptidet etter filtreringsrensetrinnet
opprettholdes i den reduserte tilstanden for binding til koblingsforbindelsen ved

inkubering i avgasset buffer og i naerveer av chelateringsmiddel.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 8 til 10, hvor trinn (iii)
omfatter inkubering av polypeptidet og koblingsforbindelsen sammen ved 30 °C

ved pH 8 i vandig buffer som omfatter acetonitril.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 8 til 11, hvor
koblingsforbindelsen omfatter tris-(brommetyl)benzen (TBMB).

13. Fremgangsmate ifslge krav 12, hvor tris-(brommetyl)benzen er til stede ved
10 pM.

14. Fremgangsmate ifglge krav 13, hvor chelateringsmidlet er
etylendiamintetraeddiksyre (EDTA), acetonitrilet er til stede ved 20 % og

inkuberingstrinnet (iii) utfgres i 1 time.

15. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 8 til 14, der nevnte
fremgangsmate omfatter det ytterligere trinnet (iv) som klgyver en eller flere

bindinger i polypeptidkjeden.

16. Fremgangsmate ifglge krav 15, hvor nevnte klgyvningstrinn omfatter a la

nevnte polypeptid komme i kontakt med en protease.

17. Kompleks skaffet tilveie ved fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av
kravene 8 til 16.
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18. Fremgangsmate for a identifisere et kompleks ifglge et hvilket som helst av
de foregdende krav, som er i stand til @ binde til en ligand, dr fremgangsmaten
omfatter

(i) & tilveiebringe et kompleks ifglge et hvilket som helst av de foregdende krav
(i) 8 sette nevnte kompleks i kontakt med en ligand og

(iii) 8 selektere de kompleksene som binder nevnte ligand.

19. Fremgangsmate ifglge krav 18, som ytterligere omfatter & bestemme

nukleinsyresekvensen til nevnte kompleks.

20. Fremgangsmate ifslge krav 18, som ytterligere omfatter trinnet med 3

produsere det isolerte komplekset som kan binde til nevnte ligand.

21. Fremgangsmate ifslge krav 18, som ytterligere omfatter trinnet med 3
produsere et polypeptid-koblingsforbindelsekonjugat, isolert eller identifisert ved
hjelp av en fremgangsmate ifslge foreliggende oppfinnelse, der nevnte
produksjon omfatter & feste koblingsforbindelsen til polypeptidet hvor nevnte

polypeptid uttrykkes rekombinant eller blir kjemisk syntetisert.

22. Fremgangsmate ifslge krav 21, som ytterligere omfatter trinnet med & utvide
polypeptidet ved en eller flere av de N-terminale eller C-terminale endene pa

polypeptidet.

23. Fremgangsmate ifslge et hvilket som helst av kravene 21 eller 22, som
ytterligere  omfatter trinnet med & konjugere nevnte polypeptid-

koblingsforbindelsekonjugat til ytterligere et polypeptid.

24. Fremgangsmate ifglge krav 23, hvor nevnte konjugering utfgres ved

(i) & tilsette et vytterligere cystein til polypeptidet etter binding il
koblingsforbindelsen og

(i) 8 konjugere nevnte polypeptid til nevnte ytterligere polypeptid via

disulfidbinding til nevnte ytterligere cystein.



NO/EP2257624

103

N SR |

ah Br Br '
'\?’\ enzymatisk
pill Br kloyvning

e r——
pvill
_ W
Fig. 1
A
100
{1
2 ]
0 d.- e e '
20000 22000 - 24000 28000 28000 30000
mnasse .
B 1012 —_
1 '
‘;‘!“ 10
£ 1010 i
5 108 : '
& 108 - .
107 | - -
103 L) L L T

0. 1 3 10 30 100
; TBMB -konsentrasjon (M)
Fig. 2



A

104

tiffeldig tiffeldig

cys1 sloyfel ¢ys2 sloyfe2 cys3
PAMA&.X}EKKXX.X}EKXJ{XGGSE&E

Bl peptid " linker pili
B

Mutant: Aminosyresekvens : |CE'D{HMJ:
PK1 Al 3 AG 1500
PK2 Al 400
PK3 A

PR4 AR ‘400
PKS - A

PK6 A 500
PK7 A

PK8 A

PK9 AICIWQVQ " Boo .
PK10 AKiGGN s 2000
PK11 ACiGIRIGID

PK12 Ald. - VB 1800
PK13 AC{G]T{GIE 500

Cc

Mutant: Aminosyreselovens ; ICEG(HM}:
CG1 Al ciwD]p P VGG '
cG2 A WID] G F 6 Q & G 100
cGs A Qo Hs TE[RG

CG4 A HN DWWNicG 100
CGS A G} LA FIDFL GG GEGPIG 150
CG6 A R (FiGIL P 1 F SDIGG 1000
CG7 AldL R Q E v RiGTF 200
cG8 AlCITiRIG S G FIG_LP 200

Fig. 3

NO/EP2257624



105

A
Bibliotek 2
PAMAARISDRFRNEX XXX XXIGGGS5GAE
Bibliotek 3 ' .
PAMAACGIAPWRTAGIX XXX XX[CJGGSGAE
Bibliotek 4 .
PAMAA[GXXXXXXIGORVNWT PICIGG SGAE
lederselovens peptid linker  plll
‘B
Mutant: Aminosvreselovens * ICEDEHM]:
PKl4 - ACISDRFRN \{D E|R E{C|G :
PK!5 A[CISDRFRN iD Bla.Licic 20
PK16 AICISDRFRN iD E|AiLRCiG 20
PK17 A[C{SDRFRN D E|W:LiCiG 30
PE18 A[CISDRFRN D E| s:LiCiG
P19 - A[ISDR FRN| T L H[bfclo 30
PK20 AICISDRFRN V § s|Dfcic
PK21 AIC{SDR FRNE -;-5'
PK22 AKs pr FrRNEERV:WDES:s o
PK23 -ASDR.FRN_ Vi s gjau 50
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a

Bibliotek 2 :
PAMAA[ISDRFRNGXXXXXX[CJGGSGAE

Bibliotek 3
PAMAACIAPWR TAQIX XX XX XEIGGSGAE

Bibliotek 4 _ _
PAMAA[GXX XX XXCIRVNWT PIEGG SGAE
1} g ik - i
lederselovens peptid linker plil
b
- Mutant:  Aminosyresekvens: - ICED{HM}:
PK1l4 SDRFREN G
PK15 SDRFRN |G 20
PK16 SDRFRN G 20
PK17 DR FRN 1G 30
PK18 DR FRN iG
PK19 DR FRNE G 30
PK20 DR FRN} e -
PK21 DR FRN} G
PK22 DR FRN G
PK23 DR FRN G 50
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