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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "MELHO-
RAS NA OU EM RELAGAO A AMPLIFICAGAO DE ACIDOS NU-
CLEICOS".
CAMPO DA INVENGAO
[0001] A presente invencao refere-se a um método para amplificar uma
molécula de acido nucleico, especialmente de maneira quantitativa.
ANTECEDENTES DA INVENGAO
[0002] A reagao em cadeia da polimerase (PCR) é bem conhecida
e uma técnica padrao usada para amplificar moléculas de acido nu-
cleico. Os produtos amplificados da PCR sao detectados no fim da re-
acao. A quantidade de produto tende a alcangar um nivel de platd, o
que ndo aumenta se a mistura de reagao for deixada por mais tempo.
Como resultado, em PCR convencional, a quantidade de produto ndo
necessariamente se correlaciona com a concentragdo de sequéncia-
alvo de amplificac&do presente na mistura no resultado.
[0003] A fim de obter dados quantitativos, a PCR quantitativa
("gPCR") é realizada, em que a quantidade de produto de amplificagédo
produzido é monitorada ou detectada em tempo real (entdo, qPCR
também é denominada como "PCR em Tempo Real" ou até mesmo
"RT-PCR", embora a ultima abreviacao seja n&do auxiliar, visto que po-
de ser confundida com PCR de Transcriptase Reversa), enquanto a
reacao ainda amplifica ativamente a sequéncia-alvo.
[0004] Tipicamente, o acido nucleico amplificado é detectado por
sua interacdo com uma entidade de marcador (usualmente um marca-
dor & um fluoréforo). Essa interagdo pode ser néo especifica (isto é, a
entidade de marcador se liga a essencialmente qualquer molécula de
DNA de fita dupla) ou especifica (isto €, a entidade de marcador inte-
rage de uma maneira dependente de sequéncia de nucleotideo prefe-
rencialmente com uma sequéncia de acido nucleico especifica presen-
te no produto de amplificagdo desejavel). Um exemplo de uma entida-

de de marcador ndo especifica € o corante SYBR Verde. Uma entida-
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de de marcador especifica (por exemplo, uma molécula de sonda mar-
cada) pode ser, por exemplo, um "sinalizador molecular", que fluoresce
quando é submetido a uma mudancga conformacional induzida por hi-
bridizacdo a uma sequéncia-alvo.

[0005] Desse modo, monitorar o nivel de fluorescéncia observado
em tempo real, durante a PCR, permite a geragdao de dados quantitati-
vos, em que a quantidade de produto de amplificagdo (conforme medi-
do por deteccao de fluorescéncia, por exemplo) se correlaciona com a
concentracao da molécula-alvo de amplificacdo na amostra.

[0006] gPCR, conforme descrito na Patente n° U.S. 6.814.943 uti-
liza faixas de temperatura para ciclo. Tipicamente, para qPCR, o se-
guinte procedimento € submetido: desnaturagdo em torno de 95°C,
anelamento em torno de 55°C, extensdo em torno de 70°C. Essas s&o
mudancas de temperatura grandes (cerca de 40°C de diferencga entre
temperaturas maxima e minima). Como resultado, gPCR, como PCR
nao quantitativa "normal", necessita do uso de aparelho de ciclo térmi-
co relativamente sofisticado. Desse modo, enquanto gPCR é altamen-
te util em um contexto de pesquisa (por exemplo, quantificacdo de ex-
pressao de gene), a mesma nao é prontamente aplicavel a testes de
diagnostico de ponto de atendimento ("PoC") e semelhantes.

[0007] Muitas técnicas de amplificacdo de acido nucleico foram
inventadas, as quais sdo realizadas isotermicamente, a fim de evitar a
necessidade por ciclo térmico. Uma lista n&o exaustiva de tais técnicas
de amplificagéo inclui: amplificagdo mediada por sinal de tecnologia de
RNA ("SMART"; documento n® WO 99/037805); amplificagdo com ba-
se em sequéncia de acido nucleico ("NASBA" Compton 1991 Nature
350, 91 a 92); amplificagdo por circulo rolante ("RCA", por exemplo,
consultar Lizardi et al., 1998 Nature Genetics 19, 225 a 232); amplifi-
cacado mediada por alga ("LAMP", consultar Notomi et al., 2000 Nucl.

Acids Res. 28, (12) e63); amplificacdo de recombinase polimerase
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("RPA", consultar Piepenberg et al., 2006 PLoS Biology 4 (7) e204);
amplificagéo de deslocamento de fita ("SDA"); amplificagcdo dependen-
te de helicase ("HDA" Vincent et al., 2004 EMBO Rep. 5, 795 a 800):
amplificacdo mediada por transcricdo ("TMA"), amplificagao isotérmica
de iniciador unico ("SPIA", consultar Kurn et al., 2005 Clinical Chemistry
51, 1,973 a 1,981); replicacéo de sequéncia autossustentada ("3SR"); e
reagcao de amplificagdo de enzima de corte ("NEAR").

[0008] SDA é uma técnica (revelada por Walker et al., 1992 Nucl.
Acids Res. 20, 1,691 a 1,696) que envolve o uso de um par de inicia-
dores que compreende uma por¢cao complementar de alvo e, 5 da
porcdo complementar de alvo, um sitio de reconhecimento e corte pa-
ra uma endonuclease. Os iniciadores hibridizam as respectivas molé-
culas-alvo de fita simples complementares. A extremidade 3’ das fitas-
alvo é estendida como o uso de uma mistura de reagéo incluindo uma
DNA polimerase e pelo menos um nucleotideo trifosfato modificado, com
0 uso do iniciador como modelo (e de modo semelhante, as extremida-
des 3’ dos iniciadores sao estendidas com o uso do alvo como modelo).
[0009] A extensado das fitas-alvo gera um sitio de reconhecimento
de fita dupla para a endonuclease. Entretanto, devido ao fato de que o
alvo é estendido com o uso de um trifosfato modificado, a endonu-
clease nao cliva ambas as fitas, mas em vez disso, faz um corte de fita
simples no iniciador. As extremidades 3’ nos cortes sado, entao, esten-
didas pela DNA polimerase (tipicamente fragmento Klenow de DNA poli-
merase |, que ndo tem uma atividade de exonuclease). Visto que os ini-
ciadores cortados sdo estendidos, os mesmos deslocam o produto de
extensao inicialmente produzido. O produto deslocado €&, entdo, livre para
hibridizar para o iniciador oposto, visto que replica essencialmente a se-
guéncia do alvo para o iniciador oposto. Dessa maneira, a amplificacéo
exponencial de ambas as fitas da sequéncia-alvo é alcangada.

[0010] O estagio de amplificagdo do processo de SDA é essenci-
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almente isotérmico — tipicamente realizado a 37°C — a temperatura
otimizada para a endonuclease e a polimerase. Entretanto, antes de
alcancar o estagio de amplificagdo, é necessario dissociar completa-
mente o alvo de fita dupla em suas fitas Unicas constituintes, a fim de
permitir que o par de iniciadores hibridize as suas fitas-alvo comple-
mentares.

[0011] Essa dissociacdo, ou "fusao" é normalmente alcancada
aquecendo-se o alvo de fita dupla a uma alta temperatura — usualmen-
te cerca de 90°C - a fim de quebrar as ligagdées de hidrogénio entre as
duas fitas do alvo. A mistura de reacgédo é, entdo, resfriada para permitir
a adicdo das enzimas que sdo necessarias para a reacao de amplifi-
cacdo. Devido a alta temperatura usada para gerar os alvos de fita
simples, a técnica de SDA ndo é adequada de modo ideal para um
contexto de PoC.

[0012] O documento n° US 6.191.267 revela a clonagem e a ex-
pressao de enzima de corte N.BstNBI e seu uso em SDA, em vez de
endonucleases de restri¢ao e trifosfatos modificados.

[0013] Outra técnica de amplificacdo, que é similar a SDA, é Rea-
cao de Amplificacdo de Enzima de Corte (ou "NEAR").

[0014] Em ‘NEAR’ (por exemplo, conforme revelado nos documen-
tos n°® US2009/0017453 e EP 2.181.196), iniciadores direto e reverso
(denominados nos documentos n°® US 2009/0017453 e EP 2.181.196
como "modelos") se hibridizam a respectivas fitas de um alvo de fita
dupla e séo estendidos. As copias adicionais dos iniciadores direto e
reverso (presentes em excesso) se hibridizam para o produto de ex-
tensdo do iniciador oposto e sdo estendidos em si, criando um "duplex
de amplificacdo". Cada duplex de amplificagdo entdo formado compre-
ende um sitio de corte em direcédo a extremidade 5’ de cada fita, que é
cortada por uma enzima de corte, permitindo a sintese de produtos de

extensdo adicionais. Os produtos de extensdo anteriormente sintetiza-
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dos podem, enquanto isso, se hibridizar com copias adicionais dos ini-
ciadores complementares, fazendo com que os iniciadores sejam es-
tendidos e assim criando copias adicionais do "duplex de amplifica-
cao". Dessa maneira, a amplificacdo exponencial pode ser alcancada.
[0015] NEAR se difere de SDA, em particular, por nenhuma etapa
de dissociacao térmica inicial ser necessaria. O evento de hibridizacao
de iniciador/alvo inicial necessario para acionar o processo de amplifi-
cacao ocorre enquanto o alvo ainda é substancialmente de fita dupla:
€ ensinado que a hibridizagao de iniciador/alvo inicial toma vantagem
de dissociacao localizada das fitas-alvo — um fendmeno conhecido como
"respiragao” (consultar Alexandrov et al., 2012 Nucl. Acids Res. e revisdo
por Von Hippel et al., 2013 Biopolymers 99 (12), 923 a 954). A respiracao
€ o afrouxamento localizado e transiente do pareamento de base entre
as fitas de DNA. A temperatura de fusao (Tm) do heteroduplex de inicia-
dor/alvo inicial é tipicamente muito mais baixo do que a temperatura de
reacao, entdo, a tendéncia é de o iniciador se dissociar, mas a hibridiza-
cao transiente dura o suficiente para a polimerase estender o iniciador,
que aumenta a Tm do heteroduplex, e estabiliza o mesmo.

[0016] O estagio de amplificagdo em NEAR é realizado de modo
isotérmico, a uma temperatura constante. Certamente, € convencional
realizar tanto a hibridizagcdo de alvo/iniciador inicial quanto as rodadas
de amplificagdo subsequentes, na mesma temperatura constante,
usualmente na faixa de 54 a 56°C.

[0017] Evitar a necessidade por ciclo térmico significa que NEAR é
potencialmente mais util do que PCR em contextos de PoC. Além dis-
S0, a sintese de quantidades significativas de produto de amplificacio,
até mesmo quando iniciando a partir de um numero de cdépias muito
baixo de moléculas-alvo (por exemplo, o minimo de 10 moléculas-alvo
de fita dupla), pode ser alcangada.

[0018] O documento n°® WO 2011/030145 (Enigma Diagnostics Li-
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mited) revela a ideia de realizar uma amplificagdo de acido nucleico
"isotérmica" (NASBA, SDA, TMA, LAMP, Q-beta replicase, amplifica-
¢ao por circulo rolante e 3SR sdo especificamente mencionados) a
uma temperatura predeterminada inicialmente, mudando a temperatu-
ra da reacao e, entdo, permitindo que a temperatura retorne a tempe-
ratura predeterminada pelo menos uma vez durante a reacdo. Mais
especificamente, o documento sugere causar uma oscilagédo ou "ba-
lanco" de temperatura durante a reacdo de amplificacdo, o que é dito
por "melhorar o tempo geral para a conclusao e [relacdo] sinal ruido do
ensaio". A ideia foi explorada de modo experimental com o uso da téc-
nica de amplificacdo TMA para amplificar RNA bacteriano. Os resulta-
dos mostraram que, enquanto a reacao "de balang¢o" comecgou a ampli-
ficar o alvo mais cedo do que a reacdo verdadeiramente isotérmica,
ainda houve um atraso de cerca de 13 minutos antes do sinal de fluo-
rescéncia se elevar sobre o nivel de fundo inicial.

[0019] A presente invencgao objetiva fornecer uma técnica de am-
plificagdo de acido nucleico inovadora que tem uma ou mais vanta-
gens por meio de técnicas existentes e que, em particular, pode gerar
dados quantitativos.

SUMARIO DA INVENGAO

[0020] Em um primeiro aspecto, a presente invengao fornece um
método para realizar a reagao de amplificacdo de acido nucleico nao
isotérmica, em que o método compreende as etapas de:

(a) misturar uma sequéncia-alvo com um ou mais iniciado-
res de fita simples complementares em condigdes que permitem que
um evento de hibridizagdo em que os iniciadores se hibridizem ao al-
vo, sendo que esse evento de hibridizagao, direta ou indiretamente,
leva a formacao de uma estrutura de duplex que compreende dois si-
tios de corte dispostos em ou proximos as extremidades opostas do

duplex; e realizar um processo de amplificagao por;
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(b) usar uma enzima de corte para causar um corte em ca-
da um dos ditos sitios de corte nas fitas do duplex;

(c) usar uma polimerase para estender as fitas cortadas de
modo a formar acido nucleico recém-sintetizado, cuja extensao com a
polimerase recria os sitios de corte;

(d) repetir as etapas (b) e (c) conforme desejavel de modo a
causar a producdo de multiplas copias do acido nucleico recém-
sintetizado;

caracterizado pela temperatura em que o método é realiza-
do ser ndo isotérmica, e submetida a oscilar, uma pluralidade de ve-
zes, entre uma temperatura superior e uma temperatura inferior duran-
te o processo de amplificacdo de etapas (b) a (d), em que na tempera-
tura superior, uma das ditas polimerase ou enzima de corte € mais ati-
va do que a outra das ditas enzimas, de modo que haja uma dispari-
dade na atividade das enzimas, e na temperatura inferior a disparidade
na atividade das enzimas é reduzida ou invertida.

[0021] A enzima de corte e a polimerase terao certas taxas de ati-
vidade catalitica. Os mesmos variardo com a temperatura. As respec-
tivas taxas de atividade das enzimas (em termos de moles de substra-
to reagidos por unidade de tempo por mg de enzima em uma dada
concentragao de substrato) serdo usualmente diferentes em uma tem-
peratura particular. Cada enzima tera uma temperatura otimizada em
que sua taxa de atividade € maxima. Em geral, quanto mais a tempe-
ratura de uma mistura de reagio se distancia de uma temperatura oti-
mizada da enzima, mais lenta a taxa de atividade da enzima.

[0022] O favorecimento relativo de uma enzima sobre outra (de
modo a alcanc¢ar uma disparidade entre a taxa de atividade da polime-
rase e enzima de corte) pode ser obtido usando-se condi¢cdes de tem-
peratura que permitem atividade maior de uma das ditas enzimas do

que outra, ou usando-se condicbes de temperatura que sdao menos
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favoraveis para uma das enzimas do que outras.

[0023] Por meio de explicacao, a disparidade na atividade das en-
zimas é considerada "invertida" se, na temperatura superior, uma das
enzimas tem uma atividade mais alta do que a outra enzima, enquan-
to, na temperatura inferior da outra das ditas enzimas, tem atividade
mais alta.

[0024] Em outras modalidades, a disparidade na atividade das en-
zimas nas temperaturas superior e inferior ndo € invertida, mas mera-
mente reduzida. Tipicamente, a disparidade em atividade entre as en-
zimas em uma dentre as ditas temperaturas superior ou inferior é re-
duzida por pelo menos 5% na temperatura inferior ou superior, con-
forme apropriado. Mais preferencialmente, a disparidade € reduzida
por pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos
25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40% ou pelo
menos 45%. Com maxima preferéncia, a disparidade é reduzida por
pelo menos 50%, ou pelo menos 75%.

[0025] Para a evitacdo de duvidas, "atividade de enzima" nesse
contexto se refere a "atividade de enzima especifica" (umol de substra-
to alcangado min"' mg' enzima), medida sob as mesmas condigdes
para a polimerase e a enzima de corte.

[0026] Em uma modalidade preferencial, o método do primeiro as-
pecto da invengao compreende o uso de um conjunto de condigdes de
temperatura em que em uma dentre as ditas temperaturas superior e
inferior, tanto a enzima de corte quanto a polimerase sdo substancial-
mente ativas (isto €, com propdsitos diferentes, operar em uma taxa
que é pelo menos 50% ou mais, da taxa em que a enzima operaria em
sua temperatura otimizada em condi¢des idénticas de outro modo; pre-
ferencialmente em 60% ou superior, mais preferencialmente em 65%
ou superior; e com maxima preferéncia em 70% ou superior, de sua

taxa de atividade em sua temperatura otimizada); enquanto na outra
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dentre as ditas temperaturas superior e inferior (conforme o caso), pelo
menos uma dentre a enzima de corte ou polimerase é substancialmen-
te inibida (isto €, opera em 49% ou menos do que a taxa em que a en-
zima operaria em sua temperatura otimizada em condicoes idénticas de
outro modo; preferencialmente menos do que 45%, mais preferencial-
mente menos do que 40%; e com maxima preferéncia menos do que
35% de sua taxa de atividade em sua temperatura otimizada). Em algu-
mas modalidades, a enzima de corte € substancialmente inibida em uma
das temperaturas superior ou inferior. Em algumas modalidades, a en-
zima de corte é substancialmente inibida na temperatura superior.
[0027] Em algumas modalidades, a polimerase é substancialmente
inibida em uma das temperaturas superior ou inferior. Em algumas
modalidades, a polimerase é substancialmente inibida na temperatura
inferior; em outras modalidades, a polimerase € substancialmente ini-
bida na temperatura superior.

[0028] O comprimento de tempo em que a mistura de reacgao é
mantida constante na temperatura superior, ou na temperatura inferior,
pode ser denominado "tempo de residéncia", e para distinguir entre os
mesmos, pode se referir a "tempo de residéncia de temperatura supe-
rior" e o "tempo de residéncia de temperatura inferior". O tempo de re-
sidéncia de temperatura superior e o tempo de residéncia de tempera-
tura inferior podem ser iguais ou podem ser diferentes. Se diferente, o
tempo de residéncia de temperatura superior pode ser mais longo ou
curto do que o tempo de residéncia de temperatura inferior.

[0029] Um parametro critico para a analise quantitativa € o quao
bem os dados gerados se adaptam a uma linha de regressao, conhe-
cido como coeficiente de determinagéo (R?). Os dados ndo s&o consi-
derados quantitativos se tiverem um coeficiente de determinacéo insa-
tisfatorio. Com presentes propdsitos, os dados sdo considerados quan-

titativos se seu coeficiente de determinagéo for igual ou maior do que
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0,850, tipicamente igual ou maior do que 0,900, preferencialmente igual
ou maior do que 0,950, mais preferencialmente igual ou maior do que
0,975, e com maxima preferéncia igual ou maior do que 0,990. O coefici-
ente de determinacéo (R?) pode ser convenientemente calculado com o
uso do método descrito por Pfaffl (2001, Nucl. Acids Res. 29 (9) e45).
[0030] Consequentemente, um método para realizar uma reacéo
de amplificacdo de acido nucleico e/ou analisar uma amostra por meio
de tal reagao, € considerado quantitativo se gera dados que sao quan-
titativos de acordo com a definicdo supracitada. Surpreendentemente,
o método da invengao pode gerar dados quantitativos.

[0031] A reacao de amplificacdo da invencdo é preferencialmente
realizada de maneira geralmente similar de modo superficial aquela
conhecida como "NEAR" e revelada no documento n° EP 2.181.196.
Entretanto, de modo importante, e relativamente diferente da técnica
NEAR, o presente método é realizado de modo ndo isotérmico e envolve
a oscilagao repetida entre uma temperatura superior € uma inferior.
[0032] Em algumas modalidades, a temperatura superior pode fa-
vorecer relativamente a atividade da polimerase sobre aquela da en-
zima de corte, e a temperatura inferior favorecera relativamente a ati-
vidade da enzima de corte sobre aquela da polimerase. De modo sur-
preendente, entretanto, os inventores constataram que as "preferén-
cias de temperatura" podem ser completamente invertidas, de modo
que, em algumas modalidades, a temperatura superior pode favorecer
relativamente a atividade da enzima de corte sobre aquela da polime-
rase e a temperatura inferior pode favorecer relativamente a atividade
da polimerase sobre aquela da enzima de corte.

[0033] Sem se atrelar a qualquer teoria particular, parece que por
selecédo apropriada de uma polimerase e uma enzima de corte com
temperatura diferente otimizada é possivel ter a temperatura superior

da reacdo de amplificacdo relativamente a favor da polimerase ou da
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enzima de corte, e vice-versa em relacao a temperatura inferior da re-
acao de amplificacao.

[0034] Sem se atrelar a qualquer teoria particular, € adicionalmen-
te hipotetizado pelos inventores que um mecanismo possivel para a
amplificacdo rapida alcancada pelo método da presente invencéo cau-
sa uma reduc¢ao na atividade de uma ou outra dentre a enzima de cor-
te ou a polimerase, usando-se uma temperatura que é consideravel-
mente subotimizada para a enzima, levando a um acumulo de molécu-
las de substrato potenciais. Quando a temperatura da mistura de rea-
¢ao é ajustada a uma temperatura que é mais préxima da otimizada
para a enzima em questdo, a atividade da enzima é significativamente
intensificada que, em combinacdo com a concentracdo relativamente
alta de substrato acumulado, resulta em uma taxa grandemente acele-
rada de reacdo. Em termos simples, a taxa média de reacdo desse
formato "rapido/lento" € maior do que a taxa média de reagao alcanca-
vel com o uso de um sistema "de estado estavel" com uma temperatu-
ra constante ou que muda de modo relativamente lento.

[0035] Sera evidente para a pessoa versada na técnica que pode
ser desejavel que a temperatura otimizada da enzima de corte seja
diferente (superior ou inferior) daquela da polimerase usada no método
da invengéo.

[0036] Tipicamente, as respectivas temperaturas otimizadas da
enzima de corte e a polimerase deve diferir por pelo menos 1°C, prefe-
rencialmente por pelo menos 3°C, mais preferencialmente por pelo
menos 5°C e com maxima preferéncia por pelo menos 10°C. Conveni-
entemente, as respectivas temperaturas otimizadas diferirdo por uma
quantidade na faixa de 10 a 30°C, mais tipicamente na faixa de 10 a
25°C.

[0037] Nao ha necessidade absoluta de que a temperatura otimi-

zada da polimerase seja mais alta do que a da enzima de corte. Desse
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modo, por exemplo, ha modalidades da invencdo em que a reacgao uti-
liza uma polimerase (por exemplo, obtida de uma fonte psicrofilica)
que tem uma temperatura otimizada muito inferior aquela da enzima
de corte, enquanto, em outras modalidades, a polimerase tem uma
temperatura otimizada superior aquela da enzima de corte.

[0038] Desse modo, em geral, a temperatura superior é preferen-
cialmente selecionada de modo a favorecer relativamente uma fase de
extensdo mediada por polimerase especifica de sequéncia (isto €, a
formacdo de um complexo entre a polimerase e o duplex de iniciador
inicial hibridizado/alvo, seguido pela extensdo mediada por polimerase
do iniciador; e quase imediatamente apds isso, a extensao do iniciador
oposto hibridizado ao iniciador inicial estendido). O uso de uma tempe-
ratura elevada tende a reduzir a formacdo de dimero de iniciador e
amplificacdo aberrante de duplexagdes hibridizadas incorretamente
indesejaveis. A polimerase € convenientemente selecionada de modo
a ser suficientemente estavel na temperatura superior de modo a reali-
zar a extensdo de iniciador ao longo da duragcao da reacdo sem dimi-
nuigao significativa de atividade. Com os presentes propdsitos, "dimi-
nuigao significativa" significa um declinio de 50% ou mais em atividade
de enzima especifica da polimerase.

[0039] A temperatura inferior é preferencialmente selecionada de
modo a permitir que a enzima de corte faca corte dos sitios de corte no
duplex. A enzima de corte tem tipicamente (mas ndo necessariamente)
uma temperatura otimizada que é mais baixa do que aquela da polime-
rase, entido, a transigao para a temperatura inferior move tipicamente a
temperatura de reagdo mais préxima para a temperatura otimizada da
enzima de corte.

[0040] Em algumas modalidades do método da invencéo, confor-
me exemplificado no presente documento, a temperatura superior esta

preferencialmente na faixa de 50,0 a 64,0°C, mais preferencialmente
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na faixa de 55,0 a 63,0°C. Entretanto, aqueles versados na técnica ob-
servarao que a "temperatura superior" preferencial pode variar depen-
dendo da identidade das enzimas presentes e também possivelmente
do comprimento e da sequéncia dos iniciadores e/ou do alvo de ampli-
ficacao pretendido.

[0041] Por exemplo, em algumas modalidades, a temperatura su-
perior pode ser tdo alta quanto 68°C, mas, nessas condi¢des:

(a) normalmente se desejaria usar um perfil de oscilacéo
térmica com um tempo de residéncia reduzido na temperatura superior
(por exemplo, no maximo cerca de 1 a 2 segundos por oscilagao); e

(b) tal temperatura superior alta funciona de modo satisfato-
rio com numero de coépia relativamente alto de sequéncia-alvo na
amostra (por exemplo, cerca de 103 cdpias ou superior).

[0042] No método da invencdo, conforme exemplificado no pre-
sente documento, a temperatura inferior esta preferencialmente na fai-
xa de 20,0 a 58,5°C, mais preferencialmente na faixa de 35,0 a
57,9°C. Novamente, entretanto, conforme observado acima, aqueles
versados na técnica observardo que a "temperatura inferior" preferen-
cial pode variar dependendo da identidade das enzimas presentes e
também possivelmente do comprimento e da sequéncia dos iniciado-
res e/ou do alvo de amplificagéo pretendido.

[0043] Como regra geral, conforme é bem conhecido por aqueles
versados na técnica, a severidade de hibridizagdo aumenta com a
temperatura crescente (dentro de limites), de modo que temperaturas
mais altas reduzam geralmente as interagées nao especificas, como
entre iniciadores sem correspondéncia e sequéncias de polinucleoti-
deo ndo complementares presentes na amostra. Desse modo, uma
temperatura mais alta para reagdes de hibridizagdo sera normalmente
preferencial para uma temperatura inferior, enquanto a temperatura

nao exceder a temperatura de fusdo do iniciador especifico/hibridi-
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zacgao de sequéncia-alvo.

[0044] De modo desejavel, em modalidades preferenciais, a dife-
renga na temperatura entre a temperatura superior e a temperatura
inferior estara na faixa de 4 a 12°C, mais preferencialmente na faixa de
4 a 10°C, e com maxima preferéncia na faixa de 4 a 8°C.

[0045] Em geral, embora ndo necessariamente, pode ser prefe-
rencial que a mistura de reagao seja mantida na temperatura superior
por um periodo de tempo mais curto (o "tempo de residéncia") do que
aquele para a temperatura inferior, embora o "tempo de residéncia"
nas temperaturas superior e inferior possa ser igual ou até mesmo, em
outras modalidades, o tempo de residéncia na temperatura superior
pode ser mais longo que aquele para a temperatura inferior — embora
isso ndo seja geralmente preferencial.

[0046] E previsto que, dentro de certos limites, em geral, quanto
mais alta a frequéncia da oscilacdo térmica, mais rapido a reacao de
amplificagdo avangara. Desse modo, a duragdo de uma oscilagéo tér-
mica completa sera preferencialmente menor do que 3,0 minutos, mais
preferencialmente menor do que 2,0 minutos, e com maxima preferén-
cia menor do que 1,0 minuto. Com maxima vantagem, a duracao de
uma oscilagdo térmica sera menor do que 45 segundos e com maxima
preferéncia menor do que 30 segundos. Uma duragdo minima de uma
oscilagdo térmica sera tipicamente pelo menos 1 segundo, preferenci-
almente pelo menos 2 segundos, e mais preferencialmente pelo me-
nos 5 segundos. Uma duracao preferencial tipica para uma oscilacéo
térmica completa estara entre 5 e 30 segundos, preferencialmente entre
5 e 20 segundos, e com maxima preferéncia entre 5 e 15 segundos.
[0047] Um tempo de residéncia preferencial tipico na temperatura
superior pode estar entre 1 e 10 segundos, preferencialmente 1 a 5
segundos, e com maxima preferéncia 1 a 3 segundos.

[0048] Um tempo de residéncia preferencial tipica na temperatura
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inferior pode estar entre 2 e 40 segundos, mais preferencialmente en-
tre 3 e 30 segundos e com maxima preferéncia entre 3 e 15 segundos.
[0049] O tempo levado para oscilar entre as temperaturas superior
e inferior é preferencialmente mantido substancialmente em um mini-
mo. E previsto que o volume tipico de uma mistura de reacdo de am-
plificacdo sera menor do que 500 ul, provavelmente menor do que 250
Ml e, visto que as temperaturas superior e inferior terdo tipicamente
menos do que 10°C de diferenca, deve ser possivel e preferencial a
transicdo da temperatura inferior para a superior (ou vice-versa) em
cerca de 0,5 a 10,0 segundos, mais preferencialmente na faixa de 1 a
5 segundos.

[0050] Convenientemente, o perfil de duracdo/temperatura de ca-
da uma da pluralidade de oscilacdes é essencialmente idéntico — isso
simplifica 0 desempenho do método. Desse modo, por exemplo, cada
uma da pluralidade de oscilacbes térmicas tera convenientemente a
mesma duragao geral, o mesmo tempo de residéncia na temperatura
superior, 0 mesmo tempo de residéncia na temperatura inferior, etc.
[0051] Entretanto, em algumas modalidades (especialmente aque-
las nas quais ha uma deteccdo em tempo real do(s) produto(s) dire-
to(s) ou indireto(s) da reagdo de amplificagdo), pode ser desejavel alte-
rar o perfil da oscilacdo térmica durante o curso da reag¢ao, de modo
gue nem todas as oscilagdes sejam idénticas. Mais especificamente,
se a quantificagdo em tempo real do produto (ou produtos) de reagcao
de amplificacdo (direto ou indireto) indicar que a reacdo avanca mais
lentamente do que o desejavel, estas informagdées podem ser forneci-
das de volta para o aparelho de regulagéo térmica o que regula a tem-
peratura da mistura de reacdo, fazendo com que o aparelho ajuste o
perfil da oscilagdo térmica, de modo a aumentar a taxa de reagdo. Isso
pode ser necessario se, por exemplo, a sequéncia-alvo estiver presen-

te em numero de copia muito baixo. O aparelho pode ajustar o perfil de
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oscilagao térmica aumentando ou diminuindo-se a temperatura superi-
or e/ou inferior, e/ou aumentando ou diminuindo o tempo de residéncia
na temperatura superior e/ou inferior. Também é praticavel que o apa-
relho possa aumentar ou diminuir o tempo tomado para transicao entre
as temperaturas superior e inferior (isto €, aumento ou diminuicdo do
tempo da transicao de temperatura para cima, ou transicao de tempe-
ratura para baixo, ou ambos).

[0052] A oscilacao térmica pode ser comegada de modo substan-
cialmente imediato apds todos os componentes necessarios da mistu-
ra de reacao terem sido colocados juntos.

[0053] Alternativamente, a oscilacdo térmica pode ser comecada
apds um intervalo de atraso. Por exemplo, é possivel, e potencialmen-
te desejavel, que a mistura de reagdo possa ser mantida em uma tem-
peratura elevada (a qual pode ser a mesma que, ou diferente de, a
temperatura superior usada na oscilagao térmica). Como uma ilustra-
¢ao, tal intervalo de atraso pode ser de, por exemplo, 5 segundos a 1
ou 2 minutos.

[0054] Adicionalmente, a oscilagdo térmica pode ser conveniente-
mente realizada de modo substancialmente continuo durante a reacéo
de amplificacdo, ou pode ser submetida a uma ou mais pausas. Tipi-
camente, e preferencialmente, uma vez comegada, a oscilacédo térmica
nao sera interrompida até a reag¢ao de amplificagdo ter alcancado um
ponto no tempo desejavel, tipicamente por quando uma fluorescéncia
detectavel (ou outro) sinal foi obtido e que permite a determinacéo
gquantitativa vantajosa da quantidade e/ou concentragdo da sequéncia-
alvo na amostra.

[0055] A oscilagao térmica da mistura de reacdo de amplificacéo
pode ser convenientemente efetuada com o uso do aparelho de regu-
lacdo térmica automatizado, visto que é comercialmente disponivel

para realizar o ciclo térmico em PCR. Claramente, os perfis de tempe-



17/59

ratura gerados pelo aparelho precisardao corresponder as condigcdes
preferenciais aplicaveis no desempenho da presente invencao.

[0056] Em um segundo aspecto, a invengao fornece uma mistura
de reacao para realizar uma amplificacdo de acido nucleico, em que a
mistura compreende uma sequéncia-alvo a ser amplificada, dois ou
mais iniciadores, em que um dos ditos iniciadores € complementar a
uma primeira fita do alvo e o outro dos ditos iniciadores € complemen-
tar a uma segunda fita do alvo, uma DNA polimerase e uma enzima de
corte; a dita mistura de reagdo esta em associagdo de regulagdo tér-
mica a meios de regulacdo de temperatura programaveis, em que 0s
ditos meios de regulagdo de temperatura sdo programados para reali-
zar oscilacédo térmica entre temperaturas superior e inferior, conforme
definido anteriormente em relagcdo ao primeiro aspecto da invencao.
[0057] Em um terceiro aspecto, a invencdo fornece um método
para determinar a quantidade e/ou concentragdo de um polinucleoti-
deo-alvo em uma amostra, em que o método compreende as etapas
de: realizar uma reacédo de amplificacdo de acordo com o primeiro as-
pecto da invencdo definido acima para amplificar o alvo e detectar, de
maneira quantitativa, o produto (ou produtos) direto ou indireto da rea-
cao de amplificacdo, de modo a permitir uma determinacdo da quanti-
dade e/ou concentracéo do polinucleotideo-alvo na amostra.

[0058] O processo de amplificagdo do método da invencado pode
ser aplicado a técnicas de amplificacdo geralmente conhecidas e con-
vencionais incluindo SDA e NEAR, as quais utilizam uma polimerase e
uma enzima de corte.

[0059] Desse modo, por exemplo, o processo de amplificagdo po-
de ter base no processo de amplificacdo empregado na amplificacdo
de deslocamento de fita, ou com base naquele usado em NEAR ou
certamente qualquer outro processo de amplificacdo de acido nucleico

que depende da criagcdo de um corte de fita simples e extensao sub-
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sequente da extremidade 3’ da fita cortada. Diferente dos ensinamen-
tos da técnica anterior em relacao a fabricacdo de temperatura cons-
tante durante a amplificagcdo, os ensinamentos da técnica anterior em
relacdo aos estagios de amplificagdo de SDA ou NEAR serao, em ge-
ral, igualmente aplicaveis ao processo de amplificacdo do método da
presente invencgao.

[0060] O método da presente invencdo € uma melhora da técnica
de amplificacdo nomeada Reacdo de Amplificacdo de Temperatura
Seletiva (ou "STAR") descrita no documento n° W02018/002649. O
método da presente invengdo, em modalidades preferenciais, permite
a deteccdo quantitativa em tempo real de sequéncias-alvo, e é deno-
minado no presente documento como "qSTAR", embora isso nao seja
destinado a indicar que o método da invencdo fornecera resultados em
tempo real quantitativos sob todas as condigdes.

[0061] Preferencialmente, a etapa (a) compreende misturar uma
amostra que contém alvo de fita dupla com iniciadores de duas fitas
simples, em que um dos ditos iniciadores é complementar a uma pri-
meira fita do alvo, e o outro dos ditos iniciadores € complementar a
uma segunda fita do alvo, de modo que os dois iniciadores hibridizem
ao alvo e as extremidades 3’ livres dos ditos iniciadores estejam volta-
das uma a outra.

[0062] Os dois iniciadores podem ser convenientemente descritos
como iniciadores ‘direto’ e ‘reverso’.

[0063] De modo desejavel, tanto os iniciadores direto quanto re-
verso compreenderdo a sequéncia de um sitio de reconhecimento de
enzima de corte. Tipicamente, o corte criado por uma enzima de corte
estara logo fora e tipicamente 3’ do sitio de reconhecimento de enzima
de corte.

[0064] Em uma modalidade preferencial, o iniciador direto com-

preendera uma por¢do em ou proxima de sua extremidade 3’ que é
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complementar a, e pode se hibridizar com, a extremidade 3’ da fita an-
tissenso de sequéncia-alvo, enquanto o iniciador reverso compreende
uma por¢cao em ou proxima de sua extremidade 3’ que € complemen-
tar a, e pode se hibridizar com, a extremidade 3’ da fita senso de se-
quéncia-alvo.

[0065] Dessa maneira, um sitio de reconhecimento de enzima de
corte é introduzido em extremidades opostas da sequéncia-alvo, e a
amplificacdo da sequéncia-alvo (junto com qualquer sequéncia inter-
veniente dos iniciadores a jusante do sitio de corte) € alcangado reali-
zando-se multiplos ciclos de extensao de polimerase dos iniciadores
direto e reverso de modo a formar um sitio de reconhecimento de en-
zima de corte de fita dupla, e por corte dos sitios com uma enzima de
corte, permitindo extensao adicional dos iniciadores cortados por uma
polimerase etc., essencialmente conforme revelado, por exemplo, no
documento n°® US 2009/0017453, cujo conteudo é incorporado ao pre-
sente documento, a titulo de referéncia.

[0066] O alvo pode ter fita simples, fita dupla, ou compreender
uma mistura dos dois. O alvo pode compreender RNA, DNA ou uma
mistura dos dois. Em particular, o alvo pode incorporar um ou mais nu-
cleotideo trifosfatos modificados (isto €, um nucleotideo trifosfato ndo
normalmente encontrado em acidos nucleicos de ocorréncia natural),
embora isso ndo seja essencial e certamente nao preferencial.

[0067] O alvo pode ser selecionado da seguinte lista ndo exausti-
va: acido nucleico genémico (cujo termo abrange o acido nucleico ge-
ndmico de qualquer animal, planta, fungo, bactéria ou virus), DNA de
plasmideo, DNA mitocondrial, cDNA, mRNA, rRNA, tRNA, ou um oli-
gonucleotideo sintético ou outra molécula de acido nucleico.

[0068] Em particular, o método pode compreender adicionalmente
uma etapa de transcricdo reversa inicial. Por exemplo, RNA (por

exemplo, RNA gendmico viral, ou mRNA celular, ou RNA de alguma
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outra fonte) pode ser usado para sintetizar DNA ou cDNA com o uso
de uma transcriptase reversa por métodos bem conhecidos por aque-
les versados na técnica. O DNA pode ser, entdo, usado como uma se-
guéncia-alvo no método da invengédo. O RNA original sera tipicamente
degradado pela atividade de ribonuclease de transcriptase reversa,
mas, se desejavel, a RNase H adicional pode ser adicionada apés a
transcricdo reversa ter sido completada. As moléculas de RNA sao
frequentemente presentes em amostras em namero de copia maior do
que as sequéncias de DNA correspondentes (por exemplo, gendmi-
cas), entdo, pode ser conveniente produzir transcricoes de DNA da
molécula de RNA a fim de aumentar de modo eficaz o numero de c6-
pia da sequéncia de DNA.

[0069] A "sequéncia-alvo" é a sequéncia de bases no acido nuclei-
co-alvo, e pode se referir a fita senso e/ou antissenso de um alvo de
fita dupla, e também abrange, a menos que o contexto dite de outro
modo, a mesma sequéncia-base conforme reproduzido ou replicado
em copias amplificadas, produtos de extensido ou produtos de amplifi-
cacao do acido nucleico alvo inicial.

[0070] A sequéncia-alvo pode estar presente em qualquer tipo de
amostra, por exemplo, biolégica ou ambiental (agua, ar, etc.). Uma
amostra bioldgica pode ser, por exemplo, uma amostra alimentar ou
uma amostra clinica. As amostras clinicas podem incluir o seguinte:
urina, saliva, sangue, soro, plasma, muco, escarro, fluido lacrimal ou
fezes.

[0071] A amostra pode ou pode ndo ser submetida ao processa-
mento antes de fazer contato com os iniciadores. Tal processamento
pode incluir um ou mais dentre: filtracdo, concentracdo, purificacédo
parcial, sonicacgao, lise quimica e semelhantes. Tais processos s&o
bem conhecidos por aqueles versados na técnica.

[0072] O método da presente invengdo envolve o uso de um sitio
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de corte e meios para criar um corte no sitio de corte. Um "corte" é a
clivagem da cadeia principal de fosfodiéster de apenas uma fita de
uma molécula de acido nucleico completamente, ou pelo menos parci-
almente, de fita dupla. O sitio de corte é a localizacdo na molécula em
que um corte é feito.

[0073] Em modalidades preferenciais a "sitio de reconhecimento
de corte" estara presente em, dentro de, ou proximo a um sitio de cor-
te. ("Proximo a", nesse contexto, significa que a base mais préxima do
sitio de reconhecimento de corte esta em 10 bases do sitio de corte,
preferencialmente, em 5 bases do sitio de corte).

[0074] O sitio de reconhecimento de corte pode compreender pelo
menos uma fita do sitio de reconhecimento de uma endonuclease de
restricdo, e o sitio de corte pode compreender pelo menos uma fita de
uma sequéncia de base de acido nucleico que, quando presente como
uma molécula de fita dupla, é cortada por uma endonuclease de restri-
cao. Tipicamente, uma endonuclease de restricdo cortara ambas as
fitas de uma molécula de acido nucleico de fita dupla. Na presente in-
vengao, uma quebra de fita dupla pode ser evitada pela incorporagao
de uma ou mais bases modificadas em ou proximas ao sitio de corte,
cujas bases modificadas tornam uma fita de acido nucleico ndo susce-
tivel a clivagem pela endonuclease de restricdo. Dessa maneira, uma
endonuclease de restricdo, que corta usualmente ambas as fitas de
uma molécula de acido nucleico de fita dupla, pode ser usada para in-
troduzir um corte de fita simples em uma molécula de fita dupla. As
bases modificadas e semelhantes adequadas para alcancar isso s&o
bem conhecidos por aqueles versados na técnica e incluem, por
exemplo, todos os nucleosideo trifosfatos modificados por alfa fosfato
e nucleosideo trifosfatos modificados por alfa borano, especificamente;
2’-desoxiadenosina 5-O-(tiotrifosfato), 5-metildesoxicitidina 5’-trifos-

fato, 2’-desoxiuridina 5’trifosfato, 7-deaza-2'desoxiguanosina 5’- trifos-
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fato, 2’desoxiguanosina-5’-O-(1-boranotrifosfato) e outros. Os trifosfa-
tos incluindo a base modificada podem estar presentes em uma mistu-
ra de reagao usada para realizar o processo de amplificacdo, de modo
qgue as bases modificadas sejam incorporadas em posi¢oes relevantes
durante rodadas subsequentes de amplificagcdo para impedir a forma-
cao de um sitio de fita dupla clivavel pela endonuclease.

[0075] Entretanto, em modalidades preferenciais, o corte é feito no
sitio de corte por meio de uma enzima de corte. As enzimas de corte
sao moléculas que, sob circunstancias normais, fazem apenas quebra
de fita simples em uma molécula de acido nucleico de fita dupla. A en-
zima de corte tem tipicamente um sitio de reconhecimento de corte e 0
sitio de corte pode estar no sitio de reconhecimento de corte ou pode
ser 5" ou 3’ do sitio de reconhecimento. Muitas enzimas de corte s&o
conhecidas por aqueles versados na técnica e estdo comercialmente
disponiveis. Uma lista ndo exaustiva de exemplos de enzimas de corte
inclui: Nb.Bsml, Nb.Bts, Nt.Alwl, Nt.BbvC, Nt.BstNBI, e Nt.Bpu101. A
ultima enzima esta comercialmente disponivel a partir de ThermoFis-
her Scientific; as outras estdo disponiveis a partir de, por exemplo,
New England Biolabs.

[0076] Em modalidades preferenciais, a enzima de corte € introdu-
zida na mistura de reagdo no inicio do método (por exemplo, em um
minuto de contato da amostra com iniciadores e DNA polimerase). En-
tretanto, em alguns casos, pode ser desejavel introduzir a enzima de
corte na mistura de reagdo apdés um atraso mais longo (por exemplo,
para permitir que a temperatura figue mais proxima da temperatura
otimizada da enzima de corte).

[0077] O método da invencio envolve o uso de uma DNA polime-
rase. Preferencialmente, mas ndo necessariamente, o método da in-
vencao pode compreender o uso de pelo menos uma DNA polimerase

termofilica (isto €, que tem uma temperatura otimizada em excesso de



23/59

60°C). Preferencialmente, a DNA polimerase € uma polimerase de
deslocamento de fita. Preferencialmente, a DNA polimerase ndao tem
atividade de exonuclease. Preferencialmente, a DNA polimerase é
uma polimerase de deslocamento de fita sem atividade de exonu-
clease, e também é preferencialmente termofilica.

[0078] Exemplos de DNA polimerases preferenciais incluem Bst
polimerase, Vent® DNA polimerase, 90N polimerase, Manta 1.0 poli-
merase (Qiagen), BstX polimerase (Qiagen), SD polimerase (Bioron
GmbH), Bsm DNA polimerase, grande fragmento (ThermoFisher Sci-
entific), Bsu DNA polimerase, grande fragmento (NEB), e "lIsopol"™
polimerase (de ArcticZymes).

[0079] A tabela abaixo da exemplos de combinacdes de uma en-
zima de corte e uma DNA polimerase, junto com as temperaturas su-
perior e inferior sugeridas para uso na realizagdo do método da inven-
cdo com o uso das combinacdes de enzima exemplificadas. Embora a
tabela liste DNA polimerases especificas, as mesmas sao apenas a
titulo de exemplo e qualquer exonuclease de deslocamento de fita
menos polimerase com atividade na faixa de temperatura declarada
seria o suficiente, como: Deep Vent (exo-), Bst DNA Polimerase |, Il, e
[ll, Manta 1.0 DNA Polimerase, Bst X DNA Polimerase, Bsm DNA Po-

limerase, IsoPol DNA. Polimerase

Enzima DNA Polimerase Temperatura Temperatura
de Corte Sugerida (ou En-Sugerida (ou DNA Poli-Superior Sugeridalinferior Sugerida (°C)
zimas de Corte Sugeridas) |merases Sugeridas) (°C)
Nt.BstNBI Bst DNA Polimerase, [62°C 57°C
Grande Fragmento
Nt.BstNBI Bsu DNA 45°C 38°C
Polimerase, Grande
Fragmento
Nt.Alwl Bst DNA Polimerase, [62°C 57°C
Grande Fragmento
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Enzima DNA Polimerase Temperatura Temperatura

de Corte Sugerida (ou En-{Sugerida (ou DNA Poli-Superior Sugeridajinferior Sugerida (°C)

zimas de Corte Sugeridas) |merases Sugeridas) (°C)

Nt.Alwl Bsu DNA Polimerase, [45°C 38°C
Grande Fragmento

Nt.BsmAl Bst DNA Polyerase,60°C 55°C
Grande Fragmento

Nt.BsmAl Bsu DNA Polimerase, [44°C 37°C
Grande Fragmento

Nt.BspQ1 Bst DNA Polimerase, [62°C 52°C
Grande Fragmento

Nt. BspQ1 Bsu DNA 44°C 37°C
Polimerase,
Grande Fragmento

[0080] Em algumas modalidades, o método da invencdo pode
compreender convenientemente uma etapa de pré-amplificacdo ou
enriquecimento. Essa € uma etapa em que a sequéncia-alvo faz conta-
to com iniciadores direto e reverso e DNA polimerase, mas nenhuma
enzima de corte. Isso dura tipicamente por cerca de 1 a 5 minutos e
produz uma amplificagdo inicial (linear) da sequéncia-alvo de cerca de
1,000 vezes, o0 que pode ser especialmente util se a sequéncia-alvo
estiver presente na amostra em baixo numero de copia.

[0081] Em algumas modalidades, a etapa de pré-amplificagcdo ou
enriquecimento é realizada com o uso de uma DNA polimerase meso-
filica, como Exo-Minus Klenow DNA Polimerase ou Exo-Minus psicroéfi-
lo DNA polimerase de Cenarchaeum symbiosum, a uma temperatura
abaixo de 50°C, e a mistura é subsequentemente aquecida acima de
50°C para desnaturar ou desativar a DNA polimerase termolabil, e, en-
tdo, uma DNA polimerase termofilica é adicionada para uma amplifica-
¢ao a jusante.

[0082] Tipicamente, o método da invencao compreende uma etapa
de detecgdo, em que um ou mais dos produtos direto ou indireto do

processo de amplificacdo sao detectados e opcionalmente quantifica-
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dos, em que isso indica a presencga e/ou quantidade do alvo na amos-
tra. Ha muitas técnicas de deteccao e/ou quantificacdo adequadas co-
nhecidas, incluindo: eletroforese de gel, espectrometria de massa,
captura de fluxo lateral, incorporacédo de nucleotideos marcados, inter-
calacao ou outros corantes fluorescentes, marcadores de enzima, téc-
nicas de deteccao eletroquimica, sinalizadores moleculares e outras
sondas, hibridizando de modo especialmente especifico oligonucleoti-
deos ou outras moléculas de contato de acido nucleico.

[0083] O produto ou produtos que sao detectados na etapa de de-
teccao podem ser referidos no presente documento como a "detecgéo
alvo". O ‘alvo’, em relacao a etapa de deteccdo, ndo é necessariamen-
te o mesmo ‘alvo’ no processo de amplificacdo e certamente as duas
moléculas serdo usualmente diferentes até pelo menos certo ponto,
embora as mesmas possam ter alguma sequéncia (tipicamente 10 a
20 bases) em comum, em que o alvo de detec¢gdo compreende uma
molécula de acido nucleico ou oligonucleotideo.

[0084] Os métodos de detecgao de acido nucleico podem empre-
gar o uso de corantes que permitem a deteccéo especifica de DNA de
fita dupla. Os corantes intercalantes que exibem fluorescéncia intensi-
ficada mediante ligacdo a DNA ou RNA sdo bem conhecidos. Os co-
rantes podem ser, por exemplo, fluoréforos intercalantes de DNA ou
RNA e podem incluir inter alia o seguinte: laranja de acridina, brometo
de etidio, Pico Verde, iodeto de propidio, SYBR |, SYBR IlI, SYBR
Gold, TOTO-3 (um dimero de laranja de tiaxol) Oleo Verde e YOYO
(um dimero de amarelo de oxazol).

[0085] Os métodos de detecgao de acido nucleico também podem
empregar o uso de nucleotideos marcados incorporados diretamente
na sequéncia-alvo de detec¢do ou em sondas que contém sequéncias
complementares ou substancialmente complementares ao alvo de de-

teccdo de interesse. As identificacbes adequadas podem ser radioati-
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vas e/ou fluorescentes e podem ser resolvidas em qualquer uma das
maneiras convencionais na técnica. Os nucleotideos marcados, os
quais podem ser detectados, mas funcionam de outro modo como nu-
cleotideos nativos (por exemplo, sdo reconhecidos por e podem atuar
como substratos para enzimas naturais), devem ser distinguidos de
nucleotideos modificados, os quais ndo funcionam como nucleotideos
nativos.

[0086] A presenca e/ou quantidade de acidos nucleicos-alvo e se-
quéncias de acido nucleico pode ser detectada e monitorada com o
uso de sinalizadores moleculares. Os sinalizadores moleculares sao
oligonucleotideos em formato de grampo que contém um fluoréforo em
uma extremidade e um corante de arrefecimento brusco ("arrefecedor
brusco") na extremidade oposta. A alga do grampo contém uma se-
quéncia de sonda que é complementar ou substancialmente comple-
mentar a uma sequéncia-alvo de detecgao e o tronco é formado pelo
anelamento de sequéncias autocomplementares ou substancialmente
autocomplementares localizadas em qualquer lado da sequéncia de
sonda.

[0087] O fluoréforo e o arrefecedor brusco s&o ligados em extre-
midades opostas do sinalizador. Sob condicdes que impedem o sinali-
zador molecular de hibridizar ao seu alvo ou quando o sinalizador mo-
lecular esta livre em solucao, o fluoréforo e o arrefecedor brusco séo
proximos um do outro, impedindo a fluorescéncia. Quando o sinaliza-
dor molecular encontra uma molécula-alvo de deteccao, a hibridizagao
ocorre; a estrutura de alca é convertida em uma conformacgao estavel
mais rigida que causa a separagao do fluoréforo e o arrefecedor brus-
co que permite que a fluorescéncia ocorra (Tyagi et al. 1996, Nature
Biotechnology 14: 303 a 308). Devido a especificidade da sonda, a ge-
racao de fluorescéncia € de modo substancialmente exclusivo devido a

presenca do produto amplificado pretendido/alvo de deteccéo.
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[0088] Como regra geral, os sinalizadores moleculares funcionam
melhor em temperaturas de hibridizacdo inferiores, a medida que a
relagdo sinal-ruido diminui com a temperatura crescente. Isso ocorre
devido ao fato de que, em temperaturas inferiores, as partes de "tron-
co" autocomplementares do sinalizador molecular permanecem firme-
mente hibridizadas, permitindo que o arrefecedor brusco arrefeca
bruscamente o fluoréforo, mas a medida que a temperatura aumenta,
as partes de tronco da molécula podem comecar a se fundir, permitin-
do que o "ruido" de fundo de fluorescéncia nao especifico aumente.
[0089] Os sinalizadores moleculares sao altamente especificos e
podem distinguir sequéncias de acido nucleico que diferem por uma
base unica (por exemplo, polimorfismos de nucleotideo unico). Os si-
nalizadores moleculares podem ser sintetizados com fluoréforos colo-
ridos diferentes e sequéncias complementares de alvo de deteccédo
diferentes, possibilitando que diversos alvos de detecgao diferentes na
mesma reacao sejam detectados e/ou quantificados simultaneamente,
permitindo que a "multiplexa¢dao" de um ensaio PoC detecte uma plu-
ralidade de patdégenos diferentes ou marcadores bioquimicos. Para
processos de amplificacdo quantitativos, os sinalizadores moleculares
podem se ligar especificamente ao alvo de detec¢do amplificado apos
a amplificagao, e devido ao fato de que sinalizadores moleculares néo
hibridizados ndo fluorescem, € necessario isolar hibridos de sonda-
alvo para determinar quantitativamente a quantidade de produto ampli-
ficado. O sinal resultante é proporcional a quantidade do produto am-
plificado. Isso pode ser feito em tempo real. Como com outros forma-
tos de tempo real, as condi¢cdes de reacao especificas devem ser oti-
mizadas para cada conjunto de iniciador/sonda para garantir a exati-
d&o e a precisio.

[0090] A producdo ou presenca de acidos nucleicos-alvo de detec-

¢ao e sequéncias de acido nucleico também pode ser detectada e mo-
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nitorada por transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia
(FRET). FRET é um mecanismo de transferéncia de energia entre dois
fluoroforos: uma molécula doadora e uma aceitante. Brevemente, uma
molécula de fluoréforo doadora é excitada a um comprimento de onda
de excitacao especifico. A emissdo subsequente da molécula doadora,
a medida que retorna a seu estado fundamental, pode transferir ener-
gia de excitagdo a molécula aceitante (através de uma interagao dipo-
lo-dipolo de longo alcance). FRET é uma ferramenta util para quantifi-
car a dindmica molecular, por exemplo, em interacbes de DNA-DNA,
conforme visto com sinalizadores moleculares. Para monitorar a pro-
ducado de um produto especifico, uma sonda pode ser marcada com
uma molécula doadora em uma extremidade e uma molécula aceitante
na outra. A hibridizacdo de sonda-deteccéo alvo traz uma mudanca na
distancia ou orientagcdo do doador e aceitante e uma mudanca nas
propriedades de FRET é observada. (Joseph R. Lakowicz. "Principles
of Fluorescent Spectroscopy", Plenum Publishing Corporation, 22 edi-
¢ao (1 de julho de 1999)).

[0091] A producédo ou presenca de acidos nucleicos-alvo de detec-
cao também pode ser detectada e monitorada por dispositivos de fluxo
lateral. Os dispositivos de fluxo lateral sdo bem conhecidos. Esses
dispositivos incluem geralmente um trajeto de fluxo permeavel de flui-
do de fase solida através do qual o fluido flui por forca capilar. Exem-
plos incluem, mas sem limitacdes, ensaios de vareta de medida e pla-
cas cromatograficas de camada fina com varios revestimentos apro-
priados. Imobilizados em ou sobre o trajeto de fluxo estdo varios rea-
gentes de ligacao para a amostra, parceiros de ligacdo ou conjugados
que envolvem parceiros de ligacao para a amostra, e sistemas de pro-
ducao de sinal. A detecgao de analitos pode ser alcangada de diversas
maneiras diferentes incluindo: detecgdo enzimatica, deteccao eletro-

quimica, detecgcao de nanoparticula, deteccao colorimétrica e deteccao
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de fluorescéncia. A detecgao enzimatica pode envolver sondas marca-
das por enzima que sao hibridizadas para alvos de deteccao de acido
nucleico complementares ou substancialmente complementares na
superficie do dispositivo de fluxo lateral. O complexo resultante pode
ser tratado com marcadores apropriados para desenvolver um sinal
legivel. A detec¢cdo de nanoparticula envolve tecnologia de microesfe-
ra que pode usar ouro coloidal, latex e nanoparticulas paramagnéticas.
Em um exemplo, microesferas podem ser conjugadas com um anticor-
po antibiotina. As sequéncias-alvo podem ser diretamente biotiniladas,
ou sequéncias-alvo podem ser hibridizadas a sondas biotiniladas es-
pecificas de sequéncia. Ouro e latex dao origem a sinais colorimétricos
visiveis ao olho nu e particulas paramagnéticas ddo origem a um sinal
nao visual quando excitadas em um campo magnético e podem ser
interpretados por um leitor especializado.

[0092] Os métodos de deteccdo de fluxo lateral com base em fluo-
rescéncia também sao conhecidos, por exemplo, fluoresceina dupla e
meétodos de sonda de oligo marcado por biotina, ou 0 uso de pontos
quanticos.

[0093] Os &acidos nucleicos também podem ser capturados em
dispositivos de fluxo lateral. Os meios para captura podem incluir mé-
todos dependentes de anticorpo e independentes de anticorpo. A cap-
tura independente de anticorpo geralmente usa interagées ndo cova-
lentes entre dois parceiros de ligacédo, por exemplo, a alta afinidade e
a ligagao irreversivel entre uma sonda biotinilada e uma molécula de
captura de estreptavidina. As sondas de captura podem ser imobiliza-
das diretamente em membranas de fluxo lateral.

[0094] O método inteiro da invengéo, ou pelo menos a porgcao de
processo de amplificacdo do método, podem ser realizados em um
recipiente de reagdo (como um tubo de reagente plastico de laborato-

rio convencional, por exemplo, de Eppendorf®) ou pode ser realizado
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em e/ou sobre um suporte sélido. O suporte sélido pode ser poroso ou
nao poroso. Em uma modalidade particular, o suporte sélido pode
compreender um material de membrana porosa (como nitrocelulose ou
semelhantes). Mais especialmente, o suporte soélido pode compreen-
der ou formar parte de um dispositivo de ensaio de fluxo lateral poroso,
conforme descrito acima. Alternativamente, o suporte sélido pode
compreender ou formar parte de um ensaio do tipo microfluido, em que
um ou mais tubos capilares de orificio estreito solido sao usados para
transportar um liquido juntamente com um dispositivo de ensaio.

[0095] Em modalidades preferenciais, todos ou pelo menos parte
do método da invencao podem ser realizados com o uso de um dispo-
sitivo de ensaio de ponto de atendimento (PoC). Um dispositivo de
PoC tem tipicamente as seguintes caracteristicas: € ndo dispendioso
para fabricar, € descartado apds um uso unico, é geralmente autocon-
tido, ndo necessitando de qualquer outro aparelho ou equipamento
para realizar ou interpretar o ensaio e, desejavelmente, ndo necessita
de conhecimento clinico ou treino para uso.

[0096] O método da invencdo especialmente se direciona ao de-
sempenho com o uso de um dispositivo do tipo PoC visto que, em mo-
dalidades tipicas, a diferenca em temperatura entre as temperaturas
superior e inferior da oscilagcdo térmica é pequena. Como resultado, a
oscilagdo térmica/regulagcdo de temperatura relativamente simples é
suficiente, em contraste a, por exemplo, realizar gPCR.

[0097] Independentemente, o método de amplificagdo da presente
invengédo também pode ser usado em um sistema com base em labo-
ratério, em vez de um dispositivo de PoC, em vez de qPCR e pode al-
cangar tipicamente resultados quantitativos muito mais rapidamente do
que podem ser alcangados realizando-se qPCR.

[0098] Exemplos de iniciadores adequados para uso na invengao

sdo revelados no presente documento. Outros exemplos que podem
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ser adequados para uso no método da invengcao sao revelados, inter
alia, nos documentos n° US 2009/0017453, US2013/0330777, e EP
2.181.196, cujo conteudo € incorporado ao presente documento, a titu-
lo de referéncia. A pessoa versada na técnica podera prontamente
projetar outros iniciadores adequados para a amplificacdo de outras
sequéncias-alvo sem experimentacdo indevida.

[0099] Conforme explicado em outra parte, os iniciadores de uso
na invencdo compreenderdo preferencialmente ndo apenas uma por-
¢ao-alvo complementar, como também um sitio de ligagdo de endonu-
clease de corte e sitio de corte e uma porgao estabilizadora.

[00100] Os iniciadores de uso no método da invencdo podem com-
preender nucleotideos modificados (isto é, nucleotideos ndo encontra-
dos em moléculas de acido nucleico de ocorréncia natural). Tais nu-
cleotideos modificados podem estar convenientemente presentes na
porcdo de alvo complementar do iniciador, e/ou em outra parte no ini-
ciador. Os exemplos preferenciais de nucleotideos modificados sao
nucleotideos modificados em 2’, especialmente nucleotideos modifica-
dos em 2’0O-metila, embora muitos outros nucleotideos modificados
sejam conhecidos por aqueles versados na técnica.

[00101] Os recursos da invengao serao descritos agora por meio de
exemplos ilustrativos e com referéncia aos desenhos anexos, em que:
[00102] Figuras 1A e 1B sao representagdes esquematicas da fase
de iniciagcdo e fase de amplificacdo exponencial respectivamente de
uma reacao de amplificagdo de acido nucleico adequada para realizar
0 método da invengao;

[00103] A Figura 2 é um grafico (temperatura em °C contra o tempo,
em minutos) que ilustra um perfil de temperatura tipico para uma mis-
tura de reacéo durante o desempenho do método da invencgéo;

[00104] A Figura 3 € uma representacdo esquematica de uma mo-

dalidade tipica de uma molécula de oligonucleotideo de iniciador util
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na realizagcdo do método da invenc¢ao;

[00105] As Figuras 4 a 5C s&o graficos de (fundo subtraido) fluo-
rescéncia (em unidades arbitrarias) contra tempo (segundos) para rea-
c¢des de amplificacao realizadas de acordo com o método da invencéo,
com o uso de moléculas de iniciador que nao compreendem, ou nume-
ros diferentes de, bases 2'0- metiladas.

[00106] A Figura 6 € uma plotagem de dispers&o que mostra o tem-
po médio para alcangar a amplificagdo (Ar, em minutos), conforme jul-
gado pela geragao de um sinal de fluorescéncia acima de um limiar de
fundo, para um método de acordo com a invencao (plotagem esquer-
da), e um método realizado de acordo com o protocolo STAR revelado
no documento n°® W02018/002649 (plotagem intermediaria), ou um
protocolo de reagao isotérmica (plotagem direita);

[00107] As Figuras 7 e 8 sdo representacdes esquematicas de, res-
pectivamente, um ensaio de atividade de polimerase e um ensaio de
atividade de corte, de uso na caracterizagdo do método da invencgao;
[00108]  As Figuras 9A e 9B sao graficos de média (de trés replica-
¢des) de fluorescéncia relativa (em unidades arbitrarias) contra tempo
(em minutos) de um ensaio de atividade de polimerase (Figura 9A) ou
um ensaio de atividade de corte (Figura 9B), conduzidos em uma vari-
edade de temperaturas;

[00109]  As Figuras 10A a 11D séao graficos de fluorescéncia relativa
(unidades arbitrarias) contra numero de ciclo para rea¢des de amplifi-
cacao tentadas com o uso de varias enzimas de polimerase diferentes
com o uso de condi¢gdes de PCR convencionais (Figuras 10A, 10B) ou
condi¢cdes de oscilagdo térmica de "qSTAR" de acordo com a inven-
¢ao0, mas na auséncia de uma enzima de corte (Figuras 11A a 11D);
[00110] As Figuras 12 e 13 mostram os dados obtidos a partir da
realizagdo de amplificagdo de qPCR convencional (Figura 12), ou am-

plificacdo de "gSTAR" de acordo com o método da invengao (Figura
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13), com o uso de amostras iniciais de concentracdo desconhecida,
com um sumario dos resultados na Figura 13B;

[00111]  As Figuras 14A a 14D s&o graficos de fluorescéncia (unida-
des arbitrarias) contra tempo (segundos), que mostram os resultados
de reacdes de amplificacdo realizadas de acordo com o método da
invencao sobre faixas de temperatura diferentes;

[00112] A Figura 15 € um grafico de fluorescéncia (unidades arbitra-
rias) contra tempo (minutos), que mostra os resultados de reagdes de
amplificagdo realizadas de acordo com o método da invengdo em tem-
peraturas na faixa de 38 a 45°C; e

[00113] A Figura 16 € um grafico de fluorescéncia (unidades arbitra-
rias) contra tempo (minutos), que mostra os resultados de reagdes de
amplificacdo realizadas de acordo com o método da invengé&o, com o
uso de uma sequéncia-alvo de RNA transcrita reversa.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: PROTOCOLO PARA TESTAR REAGAO DE AMPLIFI-
CAGAO DE TEMPERATURA SELETIVA QUANTITATIVA (QSTAR)
[00114] Quantificar a expressao de gene por Reagcdo de Amplifica-
c¢ao de Temperatura Seletiva (STAR), conforme descrito no documento
n°® WO02018/002649, ou outras tecnologias de amplificagdo de
DNA/RNA relacionadas de modo similar, como PCR, SDA, ou uma
técnica de amplificagao isotérmica, seria, no maximo, nédo confiavel. A
quantidade de produto produzida alcangaria um platd que € ndo dire-
tamente correlacionado a quantidade de DNA-alvo na amostra inicial.
Estabelecendo-se um efeito de zona de oscilagado de temperatura con-
trolada em uma reagéo de amplificagdo, as amplificagées quantitativas
podem ser alcangadas com uma polimerase de deslocamento de fita e
endonuclease de corte em que o produto amplificado é diretamente
relacionado a quantidade inicial de DNA, RNA, ou outros acidos nu-

cleicos conhecidos. Uma reacédo de amplificagdo de temperatura sele-
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tiva com base em enzima de corte, de acordo com a invencdo, é de-
nominada no presente documento como Reacdo de Amplificacdo de
Temperatura Seletiva guantitativa (QSTAR). O protocolo é adicional-
mente descrito abaixo a menos que observado de outro modo.
ENZIMAS, OLIGONUCLEOTIDEOS E ALVO

[00115] Chlamydia trachomatis (Ct) foi usado como o alvo inicial
para o desenvolvimento do mecanismo de gSTAR. O DNA gendmico de
Chlamydia trachomatis Serovar J (ATCC VR-886) foi adquirido a partir de
American Type Culture Collection (Manassas, VA). A regido 6 de quadro
de leitura aberto do plasmideo criptico foi amplificada com iniciadores
gSTARCctF61a (SEQ ID NO: 1 5-CGACTCCATATGGAGTCGATTTCC
CCGAATTA -3’) e gSTARctR61c (SEQ ID NO: 2 5-GGACTCCACA
CGGAGTCTTTTTCCTTGTTTAC -3’). O modelo de DNA resultante foi
detectado com o uso de um sinalizador molecular gSTARctMB1 (SEQ
ID NO:3, 5’- FAM/ccattCCTTGTTTACTCGTATTTTTAGGaatgg/BHQ1-
3’) conforme descrito em EP n° 0728218. Bst X DNA polimerase foi
adquirido a partir de Qiagen (Beverly, MA). A endonuclease de corte
Nt.BstNBI foi adquirida a partir de New England BioLabs (Ipswich, MA)
e é descrita na Patente n° U.S. 6.191.267. A mesma polimerase e en-
donuclease de corte também foram usadas em outros exemplos des-
critos no presente documento, a menos que declarado de outro modo.
[00116] Oligonucleotideos e sinalizadores moleculares foram sinte-
tizados por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA) e Bio-
Synthesis (Lewisville, TX). Os recursos gerais dos iniciadores usados
nas reagdes de gqSTAR s&o conforme descrito no documento n°
W02018/002649.

[00117] Um sumario dos oligonucleotideos e mecanismo de amplifi-
cacao encontrados em uma reacdo em uma modalidade da presente
invengdo compreende (i) uma molécula-alvo de acido nucleico; (ii) du-

as ou mais moléculas de oligonucleotideo iniciador que compreendem
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alguns oligonucleotideos que sdo complementares a molécula-alvo de
acido nucleico e (iii) um sitio no iniciador que pode ser cortado por
uma enzima de corte. O método envolve colocar uma molécula-alvo de
acido nucleico em contato com uma polimerase, dois ou mais oligonu-
cleotideos de iniciador, em que cada um se liga especificamente a
uma sequéncia complementar na molécula de nucleotideo-alvo, e uma
enzima de corte, sob condicdes de amplificacdo de temperatura seleti-
vas, gerando um amplicon detectavel que compreende pelo menos
uma porg¢ao das sequéncias-alvo que um oligonucleotideo de iniciador
se ligou. A reagcao de qSTAR geral pode ser entendida como submeti-
da a duas fases distintas; amplificacdo de iniciagao e exponencial, ilus-
trada esquematicamente nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. A fa-
se de iniciagdo é a formacao inicial de um duplex de proteina-iniciador
cuja extensdo inicial para amplificagcdo exponencial pode ocorrer. A
fase exponencial € quando a enzima de corte se torna ativa juntamen-
te com a polimerase que leva a amplificagdo exponencial. Na Figura
1A, o contato inicial do iniciador a um acido nucleico-alvo ocorre (etapa
a), apds a extensao de polimerase (etapa b) que gera o modelo de ini-
ciacao direta (c). O iniciador de fita oposta se liga (etapa d) ao modelo
de iniciagdo direta recém-gerado, se estendendo (etapa e) em diregao,
e através de, ao sitio de corte de modelo de iniciagdo. Essa iniciacdo
pode ocorrer simultaneamente tanto nas fitas direta quanto reversa.
Esse processo inicial pode ser entendido como envolvendo predomi-
nantemente a polimerase por extensdo, mas com essencialmente
pouco ou nenhum envolvimento da enzima de corte.

[00118] Na Figura 1A, o alvo € mostrado como de fita simples. Isso
tem o proposito de clareza e simplicidade. Na realidade, o método da
invengao € realizado sem necessitar do uso de altas temperaturas pa-
ra ‘fundir ou separar as fitas de polinucleotideos-alvo de fita dupla —

em vez disso, os iniciadores podem se associar a molécula-alvo (de



36/59

fita dupla) tomando vantagem de relaxamento localizado da ligacéo de
hidrogénio entre as fitas — um fendmeno conhecido como "respiragao”.
[00119] A uma segunda temperatura seletiva (nessa modalidade,
inferior), o corte é favorecido na fita que permite que a fita que desloca
a polimerase se estenda em dire¢cao ao iniciador oposto e através do
sitio de corte. Esse ciclo de corte/extensdo de polimerase resulta na
formac&o do Duplex Exponencial (Figura 1B). O Duplex Exponencial
fornece, entdo, a uma amplificacdo bidirecional a medida que cada no-
vo modelo gerado de um corte e extenséo se torna um alvo para outro
iniciador. A temperatura é oscilada de volta para a fase de iniciacédo
para extensao especifica de polimerase, limitando a amplificacdo de
fundo e controlando a amplificacdo exponencial em fases discretas.
[00120] Controlando-se as temperaturas e, desse modo, a atividade
da polimerase e endonuclease de corte, os requerentes alcangaram
um método para amplificagao rapida e controlada, que permite a quan-
tificacdo de entrada de alvo desconhecido.

[00121] A Figura 2 mostra um perfil de temperatura tipico (°C contra
tempo, em minutos) para uma modalidade de uma reagdo de amplifi-
cacdo de acordo com a invencao. Na modalidade ilustrada, a polime-
rase tem uma temperatura otimizada mais alta do que a da enzima de
corte. A temperatura superior € 63°C, a temperatura inferior € 57°C. A
tempo de residéncia na temperatura inferior (cerca de 5 segundos) &
mais longo do que o tempo de residéncia (cerca de 2 segundos) na
temperatura superior. Cada oscilagdo de temperatura completa dura
cerca de 8 a 9 segundos, de modo que aproximadamente 7 oscilagbes
térmicas sejam completadas por minuto. Na metade de temperatura
superior da oscilacédo (> 60°C), a fase de iniciacdo da reag¢ao (consul-
tar a Figura 1B) é favorecida e predomina. Aqueles versados na técni-
ca observardo que nao ha nenhuma distingdo de temperatura aguda

entre as duas fases da reacédo de amplificacéo, e a linha diviséria ilus-
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trada na Figura 2 € simplesmente para auxiliar o entendimento.

[00122] A abordagem de amplificacéo de temperatura seletiva quan-
titativa resultou surpreendentemente em uma reacao de amplificagao
quantitativa, rapida, especifica e de alto rendimento com desempenho
significativamente maior do que os métodos anteriormente existentes,
conforme sera adicionalmente explicado e ilustrado em mais detalhes
abaixo.

CONDICOES DE AMPLIFICACAO

[00123] A mistura de qSTAR basica conteve dois iniciadores, poli-
merase e enzima de corte (referidos acima). As reagdes foram realiza-
das em um volume final de 25 pl, incluindo 1,0 uM do iniciador direto,
0,5 uM do iniciador reverso, sinalizador molecular 0,25 yM, 10 pul de
gSTAR Master Mix e 5 yl de amostra de DNA. A mistura-mestra de
gSTAR conteve os seguintes reagentes; MgS0O4 12,5 mM, Tris-HCI 90
mM (pH 8,5), 300 uM cada dNTPs, NH4OAc 20 mM, NaOAc 30 mM,
DTT 2 mM, 0,02% de Triton X-100, endonuclease de corte 15U e poli-
merase 60U. A temperatura das reagdes foi controlada entre duas fa-
ses de temperatura discretas para tomar vantagem de atividades de
enzima inerentes. A fase de iniciagcdo, que consiste primariamente em
atividade de polimerase, esteve na temperatura elevada de 62°C por
dois segundos. (Nessa temperatura, a enzima de corte foi grandemen-
te inibida — consultar a Figura 9B). A fase exponencial, em que tanto a
polimerase quanto a enzima de corte sdo moderadamente ou altamen-
te ativas, foi mantida a 57°C por cinco segundos. O tempo total para
uma oscilagdo completa foi 15 segundos. Isso é mais do que o dobro
do tempo de residéncia em cada temperatura devido aos limites do
aparelho na mudancga de temperatura (um instrumento mais responsi-
vo permitiria a oscilacdo mais rapida entre temperaturas superior e in-
ferior). A deteccdo de produto de qSTAR e amplificagdo foram realiza-
das com o uso do aparelho Agilent Mx3005 P gPCR (Agilent).
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[00124] Toda reacao teve uma pré-incubacao para permitir que os
reagentes alcangassem a temperatura de reagao e para testar o efeito
que a temperatura teve em cinética de amplificacdo, desempenho de
enzima e fluorescéncia de sinal.

PROCEDIMENTO DE AMPLIFICAGAO

[00125] As etapas exatas sob as quais uma reag¢ao de amplificacao
foi realizada sdo conforme o seguinte: 1) preparar a mistura mestra; 2)
preparar iniciadores com alvo ou nenhum alvo; 3) adicionar misturas
de iniciador as fileiras A a G de uma placa de 96 pocos, dependendo
do numero de reacgdes a serem feitas por placa; 4) adicionar a mistura-
mestra a fileira H da mesma placa de 96 pogos; 5) vedar a placa e rea-
lizar uma incubagao pré-reacao por 15 segundos; 6) transferir a mistu-
ra-mestra da fileira H a cada fileira de mistura de iniciado; 7) vedar e
iniciar o perfil de temperatura pré-selecionado e coleta de dados.
[00126] Durante a reacdo, o produto amplificado foi medido no fim
de cada fase exponencial com o uso de um sinalizador molecular, con-
forme descrito abaixo. A fluorescéncia do sinalizador molecular na mis-
tura de reacao foi monitorada para medir a quantidade de produto es-
pecifico gerado durante a reacdo que se liga ao sinalizador molecular
que separa o fluoréforo do arrefecedor brusco, gerando fluorescéncia.
EXEMPLO 2: RESULTADOS COM O USO DE INICIADORES NAO
MODIFICADOS

[00127] Para demonstrar o potencial dessa tecnologia de amplifica-
¢ao inovadora, qSTAR foi executado com o uso de quatro replicagdes
por diluigdo-alvo através de 6 logs de entrada de DNA gendmico, e
duas replicagdes para controles sem alvo (NTC). Os resultados de ex-
perimentos com o uso de iniciadores ndo modificados (isto €, molécu-
las de iniciador que ndo contém bases de acido nucleico anormais
quimicamente modificadas) sdo mostrados na Figura 4. A quantidade

de sinal (fluorescéncia subtraida de fundo) para o "controle sem alvo"
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€ indicada pela linha escura ("ntc"). A quantidade de sinal gerada na
presencga de 20 cp, 200 cp, 2 k, 20 k, 200 k e 2M cédpias de alvo (DNA
gendmico de C. trachomatis) € indicada pelas respectivas linhagens.
[00128] As reacdoes de qSTAR exibem um coeficiente de determi-
nagéao linear da entrada de alvo enquanto também demonstra uma me-
lhora em velocidade, sensibilidade e fluorescéncia total. E surpreen-
dente e inesperado que tal melhora e separacéao entre entradas de al-
VO possam ser alcancadas controlando-se a temperatura das reacoes
entre duas regides de temperatura préximas, mas distintamente dife-
rentes.

[00129] Sem limitagdo aos inventores de qualquer teoria particular,
acredita-se que as melhoras de amplificacdo podem ser atribuidas a
pelo menos duas caracteristicas. Na maioria das reacdes de amplifica-
¢ao de acido nucleico, os dimeros de iniciador formam eventualmente,
competindo por reagentes limitados e, em concentragbdes-alvo baixas,
dimeros de iniciador podem potencialmente se tornar a via de amplifi-
cacao primaria para uma reag¢ao. Limitar ou atrasar a formacéao de ini-
ciador dimeros, até mesmo por uma quantidade pequena, fornece be-
neficios significantes. Devido a natureza rapida da reagdo de amplifi-
cacao, atrasar a formacgao de iniciador-dimero permite que as vias de
amplificacao preferenciais sejam favorecidas (isto €, geracao de mode-
lo) melhorando todos os aspectos de amplificac&o. Iniciando-se as re-
acdes em temperaturas elevadas, essas vias de modelo se tornam fa-
vorecidas e até mesmo preferenciais. Isso é visto pela sensibilidade
melhorada e velocidade no método qSTAR, sinal de fluorescéncia me-
Ihorado, replicagdes mais estritas e velocidade aumentada.

[00130] Durante a fase de iniciacdo, a reacdo é executada a uma
temperatura elevada, 62°C. Essa temperatura elevada inibe seletiva-
mente a enzima de corte sem danificar permanentemente a mesma

funcionalmente (conforme mostrado em combinagdo com amplificagao
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e a Figura 9B, descrita em outra parte). Durante essa fase inicial, a
polimerase é relativamente favorecida, permitindo a extensao rapida e
especifica, visto que a temperatura de reacao € relativamente proxima
da temperatura otimizada da polimerase.

[00131] Apos a fase de iniciacdo da reacdo, a temperatura é redu-
zida a uma temperatura que € mais proxima da temperatura otimizada
para a enzima de corte, resultando em eficacia aumentada e permitin-
do a geracao aumentada de modelo. Visto que a via de modelo dese-
javel foi favorecida sob vias errantes, a especificidade e a sensibilida-
de sdo grandemente aumentadas, o que é adicionalmente facilitado
pela oscilagdo de temperatura de qSTAR e regulagdo de atividade se-
letiva das enzimas.

[00132] A mistura de reacdo é continuamente oscilada entre 62 e
57°C, para gerar uma tecnologia de amplificacdo rapida e controlada
que pode ser utilizada para quantificacido precisa.

[00133] O método de amplificagdo ndo isotérmica inovador da in-
vengao fornece uma melhora substancial sobre muitos tipos de rea-
cdes de amplificacao existentes, incluindo reagdes isotérmicas e aque-
las que dependem de altas temperaturas para dissociacdo de duplex.
Controlando-se a atividade de enzima por "comutac¢ao de temperatura”
e otimizando a cinética de reacdo, em que o meétodo da invengao tem
consisténcia aumentada e controle de amplificacdo, enquanto aumenta
a sensibilidade de deteccao, para permitir uma quantificacdo confiavel
e precisa.

EXEMPLO 3: RESULTADOS COM O USO DE INICIADORES MODI-
FICADOS EM 2’ O-METILA

[00134] Conforme descrito nas Patentes n° U.S. 6.794.142 e
6.130.038, o uso de modificadores modificados em 2’ O -metila é co-
nhecido por reduzir a formacao de dimero de iniciador durante a ampli-
ficacdo. O documento n°® US 2005-0059003 descreve o uso de modifi-
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cacoes de 2’ O-metila localizadas na extremidade 3’ de iniciadores de
SDA, sugerindo que Bst DNA Polimerase | e derivados podem utilizar
de modo eficaz os ribonucleotideos modificados em 2’ como iniciado-
res para sintese de DNA. As regides de iniciador especificas de alvo
que compreendem um ou mais nucleotideos modificados em 2’ (por
exemplo, 22—0O—metila, 2'—metoxietdxi, 2'— fluoro, 2'—alila, 2'—0O—
[2(metilamino)—2—oxoetil], 2’-hidroxila (RNA), 4'—tio, 4'—CH3—0O—
2'—ponte, 4'-(CH3) 3-0O-2'—ponte, 2'—LN A, e 2—0O—(N—
metilcarbamato, 2’-Suc-OH)) devem melhorar as reagdes de amplifica-
cdo. As reacgdes foram executadas com o uso da oscilagdo de tempe-
ratura seletiva de enzima (62 a 57°C) conforme descrito no exemplo
anterior juntamente com uma base 2’-O-metilada Unica ou uma cadeia
de bases 2’-O-metiladas localizadas em direcdo a 3’ de iniciadores
(ilustrados esquematicamente na Figura 3).

[00135] Os resultados de amplificagdo com o uso de iniciadores que
compreendem um ou mais nucleotideos modificados em 2’ na extre-
midade 3’ sdo mostrados nas Figuras 5A a 5C. As reacdes foram exe-
cutadas com um minimo de quatro replicacbes através de todas as
concentragdes de gDNA de entrada de cinco logs, juntamente com re-
acdes de controle sem alvo. Conforme demonstrado, as reacdes sao
quantitativas através de uma faixa de cinco logs com um coeficiente de
determinagdo maior do que 0,99 (dados omitidos para brevidade). O
coeficiente de determinacgao foi calculado usando-se um método simi-
lar conforme descrito por Pfaffl em "A new mathematical model for re-
lative quantification in real-time RT-PCR", (2001, Nucl. Acids Res. 29
(9) e45). O ponto inicial da fase exponencial, EP, de amplificacao foi
determinado identificando-se onde EP comecgou acima da fluorescén-
cia de fundo. A fluorescéncia de fundo foi calculada calculando-se a
média das primeiras trés leituras de cada reacdo. A EP foi, entdo, de-

terminada com base em quando a fluorescéncia relativa para cada re-
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acao alcancou 2,000. Com o uso da entrada conhecida para cada rea-
¢ao, a EP foi avaliada com o uso de um algoritmo de regresséao linear
para determinar o coeficiente de determinacédo através de valores de
log. Essa curva padréo foi gerada e calculada para linearidade, tipica-
mente com reagdes de qSTAR que geram um valor ao quadrado R
com valor 0,99 ou maior.

[00136] Os dados demonstram (Figura 5A) que o uso de um inicia-
dor que incorpora um nucleotideo 2’ O -metilado unico atrasa reacdes
de amplificacdo, que atrasa a velocidade das reacdes para resolucao
melhor através de todas as concentragcdes de entrada. Adicionalmente,
o uso do método gSTAR nédo apenas melhorou o uso de amplificacao
de 2’ O-metila, como ilustrou a funcionalidade do método com modifi-
cacdes de amplificagdo conhecidas. Conforme mostrado nas Figuras
5B e 5C, incorporacdo de bases 2’ O-metiladas adicionais ao longo do
iniciador melhora a separacdo da amplificacdo, ou elevacado de linha
de base que permite a resolugdo maior, o que melhora a capacidade
quantitativa da tecnologia. Em esséncia, a separagao entre cada con-
centracdo é melhorada pelo atraso das reagdes causadas por uso de
bases 2’0O-metiladas: por exemplo, uma reagdo com uma separacao
de um ciclo que surge da linha de base, durante o uso de iniciadores
nao modificados, mostra uma separagao de 2 ciclos durante o uso de
iniciadores que incorporam as bases 2'0-metiladas. Isso sugere que,
embora modificagcdes de 2’ O-metila reduzem a producido de amplifica-
c¢do errante nao especifica no método exemplificado da invencéo, o
beneficio maior dessas modificagdes € controlar a taxa de reacdes de
modo a permitir maior resolugao e amplificagdo mais quantitativa.
[00137] Sem limitar os requerentes a qualquer teoria particular, as
melhoras potenciais obtidas usando-se um ou mais nucleotideos modi-
ficados em 2’ na regido de iniciador s&o hipotetizadas como grande-

mente devido as intensificagbes na fase de iniciagdo de amplificagéo.
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Durante a fase de extenséo inicial, dois eventos auxiliam a explicar a
atividade de nucleotideos modificados em 2’ na reacao de amplifica-
cao da invencao. Primeiro, as bases 2’ O-metiladas sdo conhecidas
por reduzir a temperatura de fusdo de duplices de DNA/DNA resultan-
do em iniciacdo mais controlada tendendo-se a inibir interacoes de
modelo :: modelo, assim reduzindo a oportunidade por extensdo de
polimerase de complexos ndo especificos formados por interagdes en-
tre iniciadores. Segundo, € possivel que a polimerase atrase a medida
que o nucleotideo entra no bolso de ligagdo. Em reagdées nao produti-
vas (isto é, formacéao fora de alvo ou de dimero de iniciador), o efeito
de atraso é suficiente na minimizagdo de extensao aberrante devido
ao fato de que a ligacdo de modelo esta proxima de sua temperatura
de fusdo. Consequentemente, as modificagbes em 2’ podem restringir
vias de amplificagao indesejaveis devido ao fato de que a reacao foi
dificultada. qSTAR pode alavancar modificagcbes em 2’ e regular me-
lhor a amplificacdo-alvo para sintonizar reacdes para capacidade
quantitativa melhorada. Esse atraso de polimerase explica adicional-
mente o motivo de gSTAR em combinagdo com modificacées de 2’ O-
metila melhorarem um ao outro. A regido de temperatura de polimera-
se inicial encontrada no método exemplificado da invencéo, além de
diminuir a formagao de dimero de iniciador, atrasa a iniciagdo de ma-
neira controlada e confiavel. Adicionalmente, visto que qSTAR oscila
repetidamente a uma temperatura inferior, a reducdo em temperatura
de fusdo causada por modificacdes em 2' pode ser limitada a medida
que a reagao avanga.

EXEMPLO 4: REPRODUTIBILIDADE

[00138] Para a validacdo da tecnologia de qSTAR, um estudo de
replicacdo maior foi executado comparando-se o desempenho de
gqSTAR com o desempenho de STAR e outras condi¢des isotérmicas

publicadas conforme descrito na Patente n° U.S. 9.562.263. Amplifica-
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coes (QSTAR vs. STAR vs. Isotérmica) foram executadas com o uso
de 100 replicacdes a mais para reagdes que contém alvo e 16 replica-
¢des para misturas de reacdo de controle sem alvo. Todas as condi-
¢des usaram os mesmos tampoes, polimerase, enzima de corte e alvo.
Conforme mostrado na plotagem de dispersdo na Figura 6, a amplifi-
cacdo de qSTAR e STAR mostra uma melhora clara em tempo médio
(At) para alcangar a amplificagdo ao nivel de limiar de fluorescéncia
(TL), sensibilidade melhorada, e um desvio padrao reduzido entre re-
plicacdes, em comparacao com a reacdo de amplificacdo isotérmica.
O tempo de Ar para reacdes realizadas de acordo com a invencéo foi
2,38 minutos, enquanto o valor Ar para reagdes realizadas de acordo
com os protocolos isotérmicos convencionais foi 4,12 minutos, uma
diferenga que é estatisticamente significante (teste de duas caudas).
(Observacao — reagdes falhadas mostram ter um tempo de amplifica-
c¢ao de 10 minutos — o tempo maximo para o qual as reagdes foram
executadas). Adicionalmente, o método de qSTAR € uma melhora so-
bre 0 método de STAR em relagcdo a velocidade. A tecnologia de
gSTAR demonstrou as replicagdes mais estritas, sensibilidade mais
alta, amplificacdo mais rapida com o numero minimo de casos atipi-
cos. De modo a nao limitar o requerente a qualquer teoria particular, a
reducao significante em tempo de amplificagdo é considerada como
devido a iniciacdo melhorada da reacdo, permitindo uma amplificagdo de
copia baixa mais eficaz, eventos de dimero de iniciador minimizados e
extensdo de produto especifico aumentada que permite a geracédo de
produto mais rapida do que os métodos anteriormente revelados. As re-
plicagdes mais estritas sdo alcangadas alavancando-se a atividade da
enzima de corte e a polimerase gerando multiplas chances para amplifi-
cacao especifica, rapida e controlada de modelos desejaveis.

EXEMPLO 5: FUNCIONALIDADE QSTAR

[00139] Um recurso caracteristico do método da presente invengao
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compreende a modulacdo de atividade enzimatica usando-se peque-
nas mudancas de temperatura durante o processo de amplificacao,
cujas mudangas de temperatura sdo muito menores do que, isto €, as
mudancas alcancadas durante o desempenho de gPCR. Para verificar
que a enzima de corte tem atividade reduzida durante a fase de inicia-
¢ao, ainda que seja altamente ativa durante a fase exponencial, os in-
ventores desenvolveram dois ensaios de atividade de proteina unica:
um ensaio de atividade de polimerase ("PAA"), e um ensaio de ativi-
dade de corte ("NAA").

PROJETO DE ENSAIO DE ATIVIDADE DE POLIMERASE, ENZIMAS
E OLIGONUCLEOTIDEOS:

[00140] Os oligonucleotideos sintéticos para o PAA foram sintetiza-
dos por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). O projeto consis-
te em trés oligonucleotideos; o oligo de modelo (NEF), (SEQ ID NO: 4
5’-/56-FAM/ACCGCGCGCACCGAGTCTGTCGGCAGCACCGCT-3),
oligo de iniciagdo (PO), (SEQ ID NO: 5 5-AGCGGTGCTGCCGACA-
3’), e oligo de arrefecimento brusco (POQ), (SEQ ID NO: 6 5-GGTGC
GCGCGGT/3BHQ_1/-3’). Juntos, esses trés oligonucleotideos formam
um complexo em solugdo, cada uma com fungdes unicas, conforme
mostrado na Figura 7. O NEF tem um fluoréforo 5’, POQ tem uma por-
¢do quimica de arrefecimento brusco 3’ que absorve os fétons libera-
dos pelo fluoréforo de oligo de modelo 5°. O PO serve como o sitio de
iniciacdo para uma polimerase de deslocamento de fita se estender e
deslocar o oligo de arrefecimento brusco permitindo que a fluorescén-
cia seja gerada devido ao oligo de arrefecimento brusco ndo estar
mais em proximidade com o oligo de modelo. As polimerases de des-
locamento de fita altamente ativas geram um sinal fluorescente em
uma taxa aumentada em comparagiao com polimerases menos ativas

ou aquelas que néo tém atividade de deslocamento de suporte.
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CONDICOES DE ENSAIO DE ATIVIDADE DE POLIMERASE

[00141] A mistura de Ensaio de Atividade de Polimerase (PAA) ba-
sica contém um oligo de modelo (NEF) com uma modificagdo 5-FAM,
um oligo de iniciagado (PO) que anela a extremidade 3 do modelo, um
oligo de arrefecimento brusco (POQ) com uma modificacdo de 3’-
BHQ1 que anela a extremidade 5 do modelo, e uma polimerase sob
teste (referida acima). As reagdes foram realizadas em um volume fi-
nal de 25 pl, incluindo NEF 0,2 uM, PO 0,3 uM, POQ 0,7 uM, e PAA
Master Mix 1X. A uma concentracao 1X, a mistura-mestra PAA contém
os seguintes reagentes; MgS04 12,5 mM, Tris-HCI 90 mM (pH 8,5),
300 pM cada dNTPs, NH4CH3CO2 15 mM, Na2S0O4 15 mM, DTT 5 mM,
BSA 0,2 mg/ml, 0,02% Triton X-100, Rb2SO4 20 mM, L-treonina 10
mM, e polimerase 0,03 U/ul. As reacgdes sdo executadas isotermica-
mente para determinar a atividade de enzimas selecionadas em tem-
peraturas especificas. O PAA foi realizado com o aparelho Agilent
Mx3005P gPCR (Agilent). Cada reacdo teve uma incubacdo pré-
reacao para permitir que os reagentes alcancem a temperatura para
testar o efeito da temperatura selecionada e impedir a variacdo a me-
dida que as reagdes se aqueceram. Cada reacao avaliou cinética de
amplificagdo, desempenho de enzima e fluorescéncia de sinal.
PROJETO DE ENSAIO DE ATIVIDADE DE CORTE (NAA), ENZIMAS
E OLIGONUCLEOTIDEOS:

[00142] Os oligonucleotideos sintéticos para o NAA foram sintetiza-
dos por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). O ensaio envolve
dois oligonucleotideos; o oligo de modelo (NEQ), (SEQ ID NO: 7 5-
ACCGCGCGCACCGAGTCTGTCGGCA/3BHQ_1/-3’) e oligo de inicia-
c¢éo (POF, SEQ ID NO: 8 5-/56-FAM/CTGCCGACAGACTC GGTG-
CGCGCGGT-3). Juntos, esses oligonucleotideos formam um comple-
xo em solucdo, cada uma com funcgdes unicas, conforme mostrado na

Figura 8. O oligo de modelo tem um sitio de corte para atividade de
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endonuclease de corte e a jusante um arrefecedor brusco 3. O oligo
de iniciacdo tem a sequéncia de sitio de corte complementar e um flu-
oroforo 5’. Quando em solugdo, os dois formam um complexo que
completa um sitio de ligagao de corte que permite a endonuclease de
corte para cortar. O arrefecedor brusco 3’ de oligonucleotideo do sitio
de corte, apds um corte por uma endonuclease de corte, agora, tem
uma baixa temperatura de fusdo. Devido ao fato de que a reacao é
realizada acima dessa temperatura de fusdo, o fragmento encurtado
que contém o arrefecedor brusco € liberado do complexo, resultando
em fluorescéncia ndo bruscamente arrefecida. Quanto mais ativa a
enzima de corte, mais rapido e maior € o sinal fluorescente gerado.
CONDIGOES DE ENSAIO DE ATIVIDADE DE CORTE

[00143] A mistura de NAA basica contém o oligo de modelo (NEQ)
com uma modificagdo 3'-BHQ1, e o oligo de iniciagdo (POF) com uma
modificacdo 5-FAM que anela ao modelo, e uma endonuclease de
corte a ser testada. As reacdes foram realizadas em um volume final
de 25 pl, incluindo NEQ 1,3 uM, POF 1,6 uM e NAA Master Mix 1X. A
uma concentragdo 1X, a mistura-mestra NAA contém os seguintes re-
agentes; MgSO4 12,5 mM, Tris-HCI 90 mM (pH 8,5), NHsCH3CO2 15
mM, Na2SO4 15 mM, DTT 5 mM, BSA 0,2 mg/ml, 0,02% Triton X-100,
Rb2SO4 20 mM, L-treonina 10 mM, e endonuclease de corte 0,008
U/ul. As reacdes sao executadas isotermicamente para determinar a
atividade de enzimas selecionadas em temperaturas especificas. O
NAA foi realizado com o aparelho Agilent Mx3005P gqPCR (Agilent).
Cada reacgao teve uma incubacgao pré-reacao para permitir que os rea-
gentes alcancem a temperatura para testar o efeito da temperatura
selecionada e impedir a variagdo a medida que as reagdes se aquece-
ram. Cada reacdo avaliou cinética de amplificagdo, desempenho de

enzima e fluorescéncia de sinal.
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PERFIL DE TEMPERATURA DE ENZIMAS

[00144] A Figura 9A mostra o ensaio de atividade de polimerase
para seis condicdes isotérmicas. A 63°C a polimerase tem a atividade
mais forte e a cinética, conforme determinado pelo coeficiente linear
da curva fluorescente e da fluorescéncia total. Cada queda subse-
quente na temperatura, 60°C, 55°C, 50°C, e 45°C mostra uma diminui-
¢ao na atividade até alcancar a 40°C. Nessa baixa temperatura, a ati-
vidade da polimerase parece ser substancialmente nao existente.
[00145] A Figura 9B mostra o ensaio de atividade de corte para seis
condigbes isotérmicas. Diferente do ensaio de polimerase, que mostra
uma temperatura otimizada clara em dire¢cao a extremidade de topo da
faixa preferencial de temperaturas para o método de qSTAR, o ensaio
de atividade de corte mostra uma otimizagéo (cerca de 55°C) em dire-
¢ao a extremidade inferior da faixa preferencial de temperaturas para o
método de gSTAR, enquanto demonstra pouca a nenhuma atividade a
63°C. Todas as outras temperaturas mostram algum nivel de atividade
para a enzima de corte.

[00146] Os dados desses ensaios demonstram a natureza distinta
da tecnologia qSTAR. Diferente de outros métodos de amplificagdo
que dependem do deslocamento de fita e/ou separacao de temperatu-
ra, qSTAR usa unicamente "comutagdo de temperatura" para modular
a atividade de enzima e controlar amplificagdo rapida. Reconhecer os
recursos unicos para essas enzimas e dependéncia de temperatura
mediante atividade, os inventores desenvolveram uma tecnologia de
amplificacdo rapida, especifica, controlada nova que pode quantificar
entradas de amostra desconhecidas sob seis minutos.

[00147] Sem se atrelar a qualquer teoria particular, acredita-se que,
nesse exemplo, qSTAR envolve modulagéo de atividade da enzima de
corte a medida que se amplifica entre duas temperaturas. 63°C e 57°C

sdo a escolha de temperatura preferencial no sistema exemplificado
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descrito acima (com base em perfis de atividade de proteina atuais)
devido ao fato de que permitem a amplificacdo controlada, uma ne-
cessidade por qualquer tecnologia quantitativa. Acredita-se adicional-
mente que controlar a atividade de qualquer enzima é desejavel para
gerenciar um evento de amplificagdo eficaz para quantificacédo de ma-
terial de acido nucleico desconhecido.

EXEMPLO 6: RESULTADOS DE AMPLIFICACAO QSTAR COM O
USO DE POLIMERASES QPCR

[00148] Para demonstrar as propriedades inesperadas de qSTAR
versus outras tecnologias de amplificagdo, como PCR, uma compara-
cao de PCR polimerases comuns foi realizada, o que mostra que PCR
polimerases comuns e métodos sao inativos no método de qSTAR.
Quatro PCR polimerases; Vent, Deep Vent, Taq, e Phusion foram usa-
das para amplificacdo em um método de qPCR, conforme descrito
abaixo, e em comparacido com o método de gSTAR. Devido ao fato de
que os sinalizadores moleculares medem apenas um aumento na
quantidade total de produto de DNA de fita simples especifico, o pro-
duto de amplificacdo ndo especifico ndo € medido independentemente
do produto de amplificacdo pretendido. Para medir a producéo de to-
dos os produtos de amplificagdo (por exemplo, incluindo aqueles que
surgem do dimero de iniciador formacgao), as reacdes foram executa-
das na presenca de SYBR Verde |I. SYBR Verde | € um dos corantes
mais sensiveis conhecidos por detectar DNA de fita simples, RNA e
DNA de fita dupla. Devido ao fato de que SYBR Verde | tem uma fluo-
rescéncia intrinseca baixa, € uma boa escolha para a detecgao de
amplificacdo total em uma reacgao, tanto especifica quanto n&do especi-
fica, para demonstrar que PCR polimerases comuns sio inativas no
meétodo de qSTAR.
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PROJETO DE ENSAIO QPCR/QSTAR, MISTURA MESTRA E OLI-
GONUCLEOTIDEOS:

[00149] Os oligonucleotideos sintéticos para o ensaio de qPCR in-
terno (Ctx) foram sintetizados por Integrated DNA Technologies (Co-
ralville, 1A) e projetados para a amplificagdo de DNA gendmico de
Chlamydia Trachomatis. O projeto consiste em dois oligonucleotideos;
o oligo de iniciagdo direta (Ctx_L.F1, SEQ ID NO: 9 AAAAAGATTT-
CCCCGAATTAG), e um oligo de iniciagédo reversa (Ctx_L.R1_3'(-2),
SEQ ID NO: 10 AGTTACTTTTTCCTTGTTT). Os oligonucleotideos
foram sintetizados por Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A). A
Coloracao de Acido Nucleico SYBR Verde | (Lonza Rockland, Inc. P/N
50513) foi usada como um corante de intercalagdo para detecg¢ao de
produtos de DNA de fita dupla (dsDNA). A mistura-mestra de PCR e
polimerases usadas foram de New England Biolabs (Ipswich, MA);
Tampé&o de Reacédo Thermopol 10X, Vent (exo-) DNA Polimerase (P/N
M0257S), Deep Vent (exo-) (P/N M0257S), e Tag DNA Polimerase
(P/N M0267S), Tampao 5X Phusion HF e Phusion HF DNA Polimerase
(P/N M0530S). O DNA genbémico para Chlamydia Trachomatis (Cepa:
UW-36/Cx) (P/N VR-886D) foi adquirido através de ATCC (Manassas,
VA).

CONDIGOES DE ENSAIO QPCR/QSTAR

A mistura de ensaio de qPCR interno (Ctx) basica continha um oligo de
iniciador direto, um oligo de iniciador reverso, um corante de intercala-
¢ao de dsDNA, uma concentragao conhecida de modelo de DNA ge-
ndémico, uma concentragao 1X de mistura-mestra de PCR comercial, e
sua polimerase correspondente (mencionada acima). As reacgdes fo-
ram realizadas em um volume final de 25 pl, incluindo F1 0,3 uM, R1
0,3 uM, SYBR Verde | 0,1X, Mistura-mestra de PCR comercial 1X, po-
limerase 0,03 U/ul, e 5,000 cépias de modelo de DNA gendémico.

[00150] O ensaio de gPCR interno foi executado com o uso de 2
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métodos; um perfil de temperatura que replica a tecnologia qSTAR ou
aquela de gPCR convencional. No método de qSTAR, a temperatura
das reacoOes foi controlada entre duas temperaturas distintas para to-
mar vantagem de atividades de enzima. A fase de iniciagdo, substan-
cialmente (atividade apenas de polimerase), esteve na temperatura
elevada de 62°C por dois segundos. A fase exponencial, (atividade de
enzima de corte e polimerase), foi mais proxima da temperatura otimi-
zada para a atividade da enzima de corte a 57°C por cinco segundos.
O tempo total para uma oscilagcdo completa foi 15 segundos, que é
mais do que o dobro dos tempos de residéncia nas temperaturas ma-
xima e minima devido aos limites do aparelho na mudancga de tempe-
ratura. As reagdes de qPCR foram realizadas com o uso de um pro-
grama de 2 etapas; 95°C por quinze segundos seguidos por 60°C por
sessenta segundos, ciclo de 50x vezes. A deteccao de produto de
gSTAR e amplificagdo foram realizadas com o aparelho Agilent
Mx3005 P qPCR (Agilent).

RESULTADOS

[00151] Nas Figuras 10A a 10B, os dados em tempo real para am-
plificacdo de qPCR de cinco mil cépias de DNA de Chlamydia tracho-
matis gendmico em comparagdo com o controle sem alvo ("ntc"). E
claramente vista a amplificacdo ou atividade de todas as polimerases
com o uso desse método de gPCR. Deve ser observado que trés das
quatro polimerases mostram atividade nas condi¢gbes sem alvo, o que
ocorre provavelmente devido a formacédo de dimero de iniciador. Se o
método de gSTAR foi similar a gPCR ou as tecnologias de amplifica-
c¢ao de ciclo térmico anteriormente relatadas, se esperaria que todas
ou no minimo uma dessas polimerases fossem ativas com o uso do
método de qSTAR.

[00152] Nas Figuras 11A a 11D, os dados de tempo real demons-

tram a incapacidade para todas as quatro polimerases supracitadas de
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mostrar qualquer atividade em reag¢des sem alvo ou com o uso de 10,
100, 1K, 10K cépias de DNA de Chlamydia trachomatis genbémico sob
o protocolo de oscilagdo de temperatura de qSTAR. E surpreendente
que nenhuma dessas polimerases, todas usadas em suas faixas de
temperatura otimizadas, pode mostrar até mesmo uma pequena quan-
tidade de atividade durante o curso da incubacdo. Sem limitar os in-
ventores a qualquer teoria particular, acredita-se que isso ocorre devi-
do ao seguinte; (a) condicdes de qSTAR necessitam de polimerases
de deslocamento de fita que funcionam em combinagcdo com enzimas
de corte; sem essa combinagao de enzimas, a amplificacdo ndo pode
avancar devido a rotatividade de produto ndo poder progredir; e (b)
PCR e outros métodos de ciclo dependem da temperatura elevada
(~95°C) para amplicons separados de fita para progressao de amplifi-
cacao; visto que o método de qSTAR nao usa tal temperatura elevada
e, em vez disso, usa oscilacdo de temperatura mais moderada para
controlar a atividade de enzima (em vez de para a separacio de fita),
o mesmo pode auxiliar a explicar a incapacidade de qualquer uma
dessas enzimas de mostrar qualquer atividade nas condi¢cbes de pro-
tocolo de gSTAR.

EXEMPLO 7: RESULTADOS DE QSTAR VERSUS QPCR

[00153] Para demonstrar a natureza quantitativa de qSTAR, uma
comparacéao foi realizada versus gPCR. Se qSTAR é quantitativa, se
esperaria que a tecnologia tem um alto coeficiente de determinacgao, e
que possa prever corretamente a quantidade de DNA gendmico em
amostras cegas em comparagao com qPCR.

PROJETO DE ENSAIO DE QPCR DE C. TRACHOMATIS, MISTURA-
MESTRA E OLIGONUCLEOTIDEOS:

[00154] Os oligonucleotideos sintéticos (1) para o ensaio de qPCR
de C. trachomatis (CtP) foram projetados para a amplificagdo de DNA

gendmico de Chlamydia Trachomatis. O ensaio envolve o uso de trés
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oligonucleotideos; um oligo de iniciacdo direto, um oligo de iniciagcao
reverso € uma sonda marcada dupla. Os oligonucleotideos foram sin-
tetizados por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). A mistura-
mestra de PCR usada, PrimeTime Gene Expression Master Mix (P/N
1055770), foi adquirida a partir de Integrated DNA Technologies (Co-
ralville, 1A). O DNA genbmico para Chlamydia Trachomatis (Cepa:
UW-36/Cx) (P/N VR-886D) foi adquirido através de ATCC (Manassas,
VA).

CONDIGOES DE ENSAIO DE QPCR DE C. TRACHOMATIS

[00155] A mistura de ensaio de qPCR (CtP) basica continha dois
iniciadores, polimerase e DNA gendmico. As reacdes foram realizadas
em um volume final de 25 pl, incluindo iniciador direto 0,3 uM, iniciador
reverso 0,3 uM, sonda marcada dupla 0,1 uM, Mistura-Mestra de PCR
comercial 1X e varias concentragdes de modelo de DNA gendmico ini-
ciando a partir de 100,000 cépias. As curvas padrao foram geradas
com o uso de diluigdes de 10 vezes do DNA gendmico. O qSTAR foi
realizado conforme anteriormente descrito juntamente com as curvas
padrdo acima. As reacdes de gPCR foram realizadas com o uso de um
programa de 2 etapas; 95°C por quinze segundos seguidos por 60°C
por sessenta segundos, ciclo de 50x vezes.

RESULTADOS

[00156] A Figura 12 mostra os dados de tempo real de qPCR para a
curva padrdo e 5 amostras desconhecidas. O coeficiente de determi-
nacao para a curva padrao foi 0,9984, através de uma faixa de 5 log.
gPCR pbde chamar corretamente todas as cinco amostras desconhe-
cidas. A Figura 13 mostra os dados de tempo real de qSTAR para a
curva padrao e cinco amostras desconhecidas. O coeficiente de de-
terminagado para a curva padrao foi 0,9981, através de uma faixa de 6
log. gSTAR pbéde chamar corretamente todas as cinco amostras des-

conhecidas. A Tabela 2 mostra uma comparagao de sumario das duas
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tecnologias, é 6bvio a partir do sumario que qSTAR é comparavel a
gPCR quando com o uso da tecnologia para quantificagao.
TABELA 2

N° de coépias adicio-N° de copias estimado deN° de copias estimado
Amostra
nadas gPCR de gSTAR
UNKO1 250 114 276
UNKO02 50.000 45.848 75.699
UNKO3 0 0 0
UNKO04 100.000 96.886 140.611
UNKO05 8.000 5.816 10.630

EXEMPLO 8: FAIXAS DE TEMPERATURA ELEVADAS DE QSTAR
[00157] Um beneficio adicional de tecnologia de qSTAR ¢é a capaci-
dade para amplificar através de varias faixas de temperatura. Confor-
me descrito nas Patentes n® U.S. 5.712.124, 9.562.263, 5.399.391, e
6.814,943, a maioria das tecnologias tém uma faixa de temperatura
estreita na qual a amplificacdo pode ocorrer, e desviar dessas faixas
inibe a reacdo. Para demonstrar a versatilidade de gSTAR, as amplifi-
cacdes foram executadas conforme descrito na Tabela 3 abaixo.
TABELA 3

Condigoes de qSTAR

Fase de Iniciacdo [Tempo Fase Exponencial [Tempo
63°C 1segundo  [97°C 5 segundos
64°C 1 segundo 57°C 5 segundos
65°C 1 segundo 57°C 5 segundos
66°C 1 segundo 57°C 5 segundos

[00158] As Figuras 14A, 14B, 14C e 14D sao graficos de fluores-
céncia (unidades arbitrarias) contra tempo (minutos). A Figura 14A
mostra os resultados para reagdes que iniciam a 63°C. A Figura 14B
mostra os resultados para reagdes que comegam a 64°C. A Figura

14C mostra os resultados para reagdes que comecam a 65°C e a Fi-
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gura 14D mostra os resultados para reagdes que comecam a 66°C.
Em todos os casos, reagdes de controle negativo "sem alvo" ndo ge-
rou qualquer sinal de fluorescéncia, enquanto houve amplificacéo sa-
tisfatoria para 10, 100, e 1,000 copias. Embora o sinal de fluorescéncia
sinal seja levemente mais alto para a reagao de 63°C, todas as condi-
coes de temperatura demonstraram amplificacdo mais forte em menos
do que 3 minutos. Enquanto a modulacdo de enzima € alcancada, o
método de gSTAR pode amplificar de modo satisfatorio. Acredita-se
que qualquer temperatura acima de 62°C reduz significativamente a
atividade de enzima de corte (em relacdo a enzima de corte exemplifi-
cada, Nt. Bst NBI).

EXEMPLO 9: FAIXAS DE TEMPERATURA CONHECIDAS FORA DE
QSTAR

[00159] Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (qPCR),
conforme descrito na Patente n® U.S. 6.814.943 descreve faixas de
temperatura para ciclo térmico. Tipicamente, para qPCR, o seguinte
procedimento € submetido: desnaturagdo em torno de 95°C, anela-
mento em torno de 55°C, extensdo em torno de 70°C. Seria surpreen-
dente e inesperado se uma tecnologia pudesse amplificar em regides
de temperatura distintamente diferentes. Adicionalmente, os individuos
com conhecimento na técnica ndo esperariam tal intervalo de tempera-
tura grande para uma tecnologia funcionar. O documento n°® WO
2011/030145A1 descreve "balang¢o" em que a temperatura de ensaio
oscila em torno de um ponto definido de temperatura isotérmica publi-
cado de, no maximo, 15°C, mas mais preferencialmente em torno de
5°C. Essa "oscilacdo" de temperatura para algumas tecnologias iso-
térmicas permitiu a cinética de amplificacdo melhorada. Seria surpre-
endente se qSTAR pudesse trabalhar em faixas de temperatura dra-

maticamente diferentes e ainda alcangar a amplificagao.
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CONDICOES DE AMPLIFICACAO

[00160] A mistura de gSTAR de temperatura baixa conteve iniciado-
res (SEQ ID NO. 11 (5’- tGACTCCACAcGGAGTCataaATCCTGCTG-
CmUA-3’) e SEQ ID NO. 12 (5- TGACTCCACAcGGAGTCAGAAC-
CAACAAGAAGA-3’)), Isopol polimerase fornecido por ArticZymes
(Tromso, Noruega) e enzima de corte (referido anteriormente). As rea-
¢bes foram realizadas em um volume final de 25 pl, incluindo 1,0 yM
do iniciador direto, 0,5 yM do iniciador reverso, sinalizador molecular
0,25 pM (SEQ ID NO. 13 (5’- /56-FAM/tgaggTGCTGCTATGCCTCA/
3IABKFQ/-3’)), 10 ul de Mistura-Mestra de qSTAR e 5 ul de amostra de
DNA. mistura-mestra de qSTAR continha os seguintes reagentes;
MgS0O4 12,5 mM, Tris-HCI 90 mM (pH 8,5), 300 pM cada dNTPs,
NH40Ac 20 mM, NaOAc 30 mM, DTT 2 mM, Triton X-100 0,02%, en-
donuclease de corte 12,5U, polimerase 75U. A temperatura das rea-
¢des foi controlada entre duas fases de temperatura discretas para
tomar vantagem de atividades de enzima inerentes. A fase exponenci-
al, que consiste primariamente em atividade de corte e polimerase,
esteve na temperatura elevada de 45°C por dois segundos. A fase de
iniciacdo, em que a polimerase € altamente ativa e a enzima de corte
tem atividade grandemente reduzida, foi mantida a 38°C por cinco se-
gundos. O tempo total para uma oscilagdo completa foi 15 segundos,
que é mais do que o dobro dos tempos de residéncia em cada uma
das temperaturas maxima e minima devido aos limites do aparelho na
mudancga de temperatura. A detecgdo de produto de qSTAR e amplifi-
cacao foram realizadas com o aparelho Agilent Mx3005 P qPCR (Agi-
lent).

RESULTADOS

[00161] A Figura 15 mostra os dados quantitativos em tempo real
para amplificar gSTAR na faixa de referida acima. A primeira coisa que

deve ser observada € que, nesse exemplo, em comparagdo com 0s
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exemplos anteriores as fases de temperatura foram trocados: a fase
de temperatura superior € para amplificacdo exponencial, em que am-
bas as enzimas s&o ativas, enquanto a temperatura inferior é para ini-
ciagcao, em que a polimerase é altamente ativa e a enzima de corte é
relativamente inibida. A diferenca de temperatura entre qSTAR e tal
"baixa temperatura" qSTAR é 24°C. E surpreendente e inesperado que
uma tecnologia possa funcionar sobre tal grande faixa de temperaturas
e demonstra adicionalmente que esse método de amplificacédo € dife-
rente de qualquer método de amplificacdo conhecido anteriormente,
para o melhor conhecimento dos inventores.

[00162] Sem limitar os inventores a qualquer teoria particular, acre-
dita-se que qSTAR ainda pode alcancar a amplificacdo nessas baixas
temperaturas devido ao fato de que a atividade de enzima de corte é
grandemente reduzida na temperatura inferior. Essa comutacdo de
enzimas permite a amplificacdo controlada e precisa de modelos e os
inventores podem garantir muitas maneiras em que as multiplas enzi-
mas, iniciadores e esquemas de temperatura podem ser usados em
uma reacgdo unica para alcancar resultados novos, rapidos e quantita-
tivos.

EXEMPLO 10: RESULTADOS COM O USO DE ACIDO RIBONU-
CLEICO

[00163] gSTAR pode amplificar a partir de qualquer acido nucleico,
com o uso de qualquer composicdo de DNA (cDNA e gDNA), RNA
(mRNA, tRNA, rRNA, siRNA, microRNA), analogos de RNA/DNA, ana-
logos de acgucar, hibridos, acido nucleico de poliamida e outros analo-
gos conhecidos. A amplificacdo de RNA ribossédmico foi executada
conforme descrito abaixo.

ENZIMAS, OLIGONUCLEOTIDEOS E ALVO:

[00164] Listeria monocytogenes foi usado como o alvo para o de-

senvolvimento de um ensaio de RNA de qSTAR. DNA gendmico de



58/59

Listeria monocytogenes (ATCC VR-886) foi adquirido a partir de Ame-
rican Type Culture Collection (Manassas, VA). A triagem inicial foi rea-
lizada em gDNA, e uma regido 23S de RNA ribossémico foi encontra-
da como amplificada com iniciadores LMONF72 ACAC 5-OM (SEQ ID
NO: 14, 5- GGACTCGACACCGAGTCCAGTTACGATTMTmGmMTm-
TmG-3’) e LMONRS86 ATAT (SEQ ID NO: 15, 5- gGACTCCATATG-
GAGTCCTACGGCTCCGCTTTT-3"). O modelo de DNA resultante foi
detectado com o uso de um sinalizador molecular LMONMB1 (SEQ ID
NO: 16, 5-FAM/gctgcGTTCCAATTCGCCTTTTTCGCage/BHQ1-3')
conforme descrito no documento n® EP 0728218.

[00165] O RNA total foi isolado com o uso do minikit RNeasy Plus
Qiagen (Hilden, Alemanha) combinado com lise mecénica rapida em
um Mini Bead Mill 4 (VWR). Listeria monocytogenes (ATCC BAA-
2660) foi adquirido a partir de American Type Culture Collection (Ma-
nassas, VA), e revivido por transferéncia de placa em placas agar de
infusdo de cérebro-coracdo (BHI). Uma coldnia unica foi usada para
inocular 25 ml de meios BHI que foi cultivada por 18 horas a 37°C para
alcancar a fase estacionaria. A cultura foi, entao, retrodiluida em duas
por¢cdes de 50 ml de BHI em frascos de 250 ml e cultivadas por quatro
horas adicionais anteriores a colheita. As bactérias foram colhidas a
partir de duas aliquotas de 30 ml da cultura retrodiluida a 5,000 xg por
15 min. Os granulos foram ressuspensos e combinadas em 5 ml de
Reagente de estabilizacdo de RNA RNAlater (Qiagen) e permitiu a in-
cubacéo por 10 min a temperatura ambiente. As bactérias foram colhi-
das e ressuspensas em 5 ml de bactérias de tampé&o de lise de RLT e
homogeneizadas no Mini Bead Mill (VWR) na definicdo 5 (3x 30 se-
gundos com um minuto em gelo entre pulsos).

[00166] RNA total foi purificado de acordo com as dire¢des do fabri-
cante (Qiagen). O DNA gendmico foi removido passando-se lisados

por uma coluna de ligacdo de DNA fornecida no kit de purificacdo
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RNeasy Plus. A contaminagdo de DNA gendmico foi adicionalmente
reduzida utilizando-se uma digestdo de RNase livre DNase | em colu-
na (Qiagen) de amostras na coluna de ligagdo de RNA RNeasy. Bst X
DNA Polimerase foi adquirida a partir de Beverly Qiagen (Beverly,
MA). Omniscript, uma Transcriptase Reversa, foi adquirido a partir de
Qiagen (Hilden, Alemanha). A endonuclease de corte Nt.BstNBI foi
adquirida a partir de New England BiolLabs (Ipswich, MA) conforme
descrito na Patente n° U.S. 6.191.267. Os oligonucleotideos e sinali-
zadores moleculares foram sintetizados por Integrated DNA Technolo-
gies (Coralville, IA).

CONDIGOES DE AMPLIFICACAO:

[00167] A mistura de gSTAR basica continha tudo conforme des-
crito no exemplo 1 acima com a inclusao adicional do seguinte: 4U de
Transcriptase Reversa (referido acima).

RESULTADOS

[00168] Os resultados sdao mostrados na Figura 16 que € um gréafico
de fluorescéncia (unidades arbitrarias) contra tempo (minutos). As rea-
¢des de controle negativo ndo geram qualquer sinal de fluorescéncia,
enquanto 100, 1,000, 10,000, 100,000, 1,000,000 reacdes-alvo de nu-
mero de copias geraram sinal de fluorescéncia acima do limiar. Os re-
sultados mostram que qSTAR pode se amplificar de modo eficaz a
partir de um RNA alvo transcrito reverso. Adicionalmente, os dados
indicam que pode ser usado para quantificar entradas de amostra de

RNA desconhecidas.
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REIVINDICAGOES

1. Método para realizar uma reacdo de amplificacdo de
acido nucleico nao isotérmica, sendo que o método compreende as
etapas de:

(a) misturar uma sequéncia-alvo com um ou mais inicia-
dores de fita simples complementares em condi¢cdes que permitem um
evento de hibridizagdo no qual os iniciadores se hibridizam ao alvo,
sendo que esse evento de hibridizacao, direta ou indiretamente, leva a
formacdo de uma estrutura de duplex que compreende dois sitios de
corte dispostos nas extremidades opostas do duplex, ou proximo a
elas; e realizar um processo de amplificagéo ao:

(b) usar uma enzima de corte para causar um corte em
cada um dos ditos sitios de corte nas fitas do duplex;

(c) usar uma polimerase para estender as fitas cortadas
de modo a formar acido nucleico recém-sintetizado, cuja extensdo com
a polimerase recria os sitios de corte;

(d) repetir as etapas (b) e (c) conforme desejavel de modo
a causar a producao de multiplas copias do acido nucleico recém-
sintetizado;

caracterizado pelo fato de que a temperatura em que o mé-
todo é realizado € n&o isotérmica e € submetida a oscilagao, uma plu-
ralidade de vezes, entre uma temperatura superior e uma temperatura
inferior durante o processo de amplificacdo de etapas (b) a (d), em
que, na temperatura superior, uma dentre as ditas polimerase ou en-
zima de corte é mais ativa do que a outra dentre as ditas enzimas, de
modo que haja uma disparidade na atividade das enzimas, e, na tem-
peratura inferior, a disparidade na atividade das enzimas é reduzida ou
invertida.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

pelo fato de que, na etapa (a), o alvo compreende duas fitas comple-
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mentares de acido nucleico, e o iniciador compreende iniciadores dire-
to e reverso que sao, cada um, complementares a uma respectiva fita
do alvo, de modo que as extremidades 3’ dos iniciadores direto e re-
verso sejam orientadas uma a outra.

3. Método, de acordo com a reivindicacédo 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que as etapas (b) a (d) sdo realizadas de modo
substancialmente imediato apos a etapa (a), e em que as etapas (a) a
(d) séo preferencialmente realizadas no mesmo recipiente de reacéo
ou no mesmo suporte sélido.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente a etapa de detectar, direta ou indiretamente, o acido nucleico
recém-sintetizado.

5. Método, de acordo com a reivindicagcéo 4, caracterizado
pelo fato de que a dita etapa de detecgdo compreende o uso de um
sinalizador molecular ou um corante fluorescente, uma sonda marcada
de fluxo lateral, ou uma enzima que catalisa uma reagao eletroquimica.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, caracterizado pelo fato de que a quantidade de acido nu-
cleico recém-sintetizado € quantificada ou medida durante o desem-
penho da reacdo de amplificacao.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que a quantidade de acido nucleico recém-sintetizado é
usada para determinar a quantidade e/ou concentragdao da sequéncia-
alvo de maneira quantitativa.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, caracterizado pelo fato de que a temperatura superior
favorece relativamente a atividade da polimerase.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

1 a 7, caracterizado pelo fato de que a temperatura superior favorece
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relativamente a atividade da enzima de corte.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que a temperatura otimi-
zada da polimerase difere da temperatura otimizada da enzima de cor-
te por uma quantidade na faixa de 10 a 30°C, preferencialmente 10 a
25°C.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que a temperatura supe-
rior esta na faixa de 50 a 64 °C, preferencialmente 55 a 63°C.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que a temperatura inferi-
or esta na faixa de 20,0 a 58,5°C, preferencialmente na faixa de 35,0
a 57,9°C, mais preferencialmente na faixa de 36,0 a 57,9°C, e com
maxima preferéncia na faixa de 37,0 a 57,9°C.

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que a oscilagao de tem-
peratura é realizada continuamente por uma pluralidade de oscilagcées
e preferencialmente por um periodo de pelo menos dois minutos, mais
preferencialmente por um periodo de pelo menos trés minutos.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes precedentes, caracterizado pelo fato de que cada uma dentre a
pluralidade de oscilagdes é substancialmente idéntica.

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que cada uma dentre a
pluralidade de oscilagbes de temperatura tem uma duragdo na faixa de
5 a 60 segundos, preferencialmente, 5 a 45 segundos, mais preferen-
cialmente, 5 a 30 segundos, e, com maxima preferéncia, 5 a 20 se-
gundos.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-

¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que cada uma dentre a
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pluralidade de oscilacdes de temperatura tem um tempo de residéncia
na temperatura superior na faixa de 1 a 10 segundos, preferencialmen-
te, 1 a 5 segundos.

17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que cada uma dentre a
pluralidade de oscilagdes de temperatura tem um tempo de residéncia
na temperatura inferior na faixa de 2 a 40 segundos, preferencialmen-
te, 2 a 30 segundos.

18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que que cada uma den-
tre a pluralidade de oscilacbes de temperatura tem um tempo de tran-
sicdo entre a temperatura inferior e a temperatura superior na faixa de
0,5 a 10 segundos, preferencialmente, na faixa de 1 a 5 segundos.

19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que a etapa (a) € prece-
dida realizando-se uma etapa de transcricao reversa, que compreende
colocar um analito de RNA de interesse em contato com uma transcrip-
tase reversa de modo a formar uma transcricdo de DNA do analito de
RNA de interesse.

20. Método, de acordo com a reivindicagao 19, caracteriza-
do pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de produzir
DNA de fita dupla da transcricado de DNA.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que compreende adicio-
nalmente uma pré-amplificagcdo ou etapa de enriquecimento.

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que um ou mais dos ini-
ciadores compreende um nucleotideo modificado.

23. Método, de acordo com a reivindicacao 22, caracteriza-

do pelo fato de que o nucleotideo modificado esta em uma porgcao



5/5

complementar de alvo do iniciador.

24. Método, de acordo com a reivindicacao 22 ou 23, carac-
terizado pelo fato de que os um ou mais iniciadores compreendem um
nucleotideo modificado em 2’.

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 22 a 24, caracterizado pelo fato de que os um ou mais iniciadores
compreendem um nucleotideo modificado em 2’ O-metila.

26. Método, de acordo com a reivindicacao 25, caracteriza-
do pelo fato de que os um ou mais iniciadores compreendem uma plu-
ralidade de nucleotideos modificados em 2’ O-metila.

27. Método, de acordo com a reivindicacao 26, caracteriza-
do pelo fato de que os um ou mais iniciadores compreendem até sete
nucleotideos modificados em 2’ O-metila.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que um ou mais dos ini-
ciadores compreendem uma porc¢édo autocomplementar.

29. Método, de acordo com a reivindicagao 28, caracteriza-
do pelo fato de que a porgao autocomplementar forma uma estrutura
em grampo.

30. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracteriza-
do pelo fato de que o grampo compreende 5 a 10 pares de base.

31. Método para determinar a quantidade e/ou concentra-
¢ao de um polinucleotideo-alvo em uma amostra, sendo que o método
€ caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de: realizar a
reacdo de amplificacdo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des precedentes, para amplificar o polinucleotideo-alvo na amostra; e
detectar, de maneira quantitativa, o(s) produto(s) direto(s) ou indire-
to(s) da reagao de amplificacdo, de modo a permitir uma determinacgéo

da quantidade e/ou concentracdo do polinucleotideo-alvo na amostra.
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Comparagéo de Amplificacdo de 10 copias
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Sumario de Amostras Desconhecidas de Teste
Quantitativo Exemplificativo

Tabela 2
N°® de Copias N® de Copias N°® de Copias
e Adicionadas { Estimado de gPCR | Estimado de gSTAR

UNKO1 250 114 276

UNKO2 50000 45848 75699
UNKO3 0 0 0

UNKO4 100000 96886 14061
UNKOS 8000 5816 10630

FIG. 13B
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RESUMO
Patente de Invencéo: "MELHORAS NA OU EM RELAGAO A AMPLI-
FICAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS".

A presente invencao refere-se a um método para realizar
uma reacao de amplificacdo de acido nucleico nao isotérmica, em que
o método compreende as etapas de: (a) misturar uma sequéncia-alvo
com um ou mais iniciadores de fita simples complementares em condi-
¢des que permitem um evento de hibridizagdo em que os iniciadores
se hibridizam ao alvo, sendo que esse evento de hibridizac&o, direta
ou indiretamente, leva a formagdo de uma estrutura de duplex que
compreende dois sitios de corte dispostos nas extremidades opostas
do duplex, ou préximo a elas; e realizar um processo de amplificacdo
ao; (b) usar uma enzima de corte para causar um corte em cada um
dos ditos sitios de corte nas fitas do duplex; (c) usar uma polimerase
para estender as fitas cortadas de modo a formar acido nucleico re-
cém-sintetizado, cuja extensdo com a polimerase recria sitios de corte;
(d) repetir as etapas (b) e (c) conforme desejavel, de modo a causar a
producao de multiplas copias do acido nucleico recém-sintetizado; ca-
racterizado pela temperatura em que o método é realizado ser n&o iso-
térmica e ser submetida a oscilagdo, uma pluralidade de vezes, entre
uma temperatura superior e uma temperatura inferior durante o pro-
cesso de amplificacdo das etapas (b) a (d), em que, na temperatura
superior, uma dentre a dita polimerase ou enzima de corte € mais ativa
do que a outra dentre as ditas enzimas, de modo que haja uma dispa-
ridade na atividade das enzimas, e na temperatura inferior, a dispari-

dade na atividade das enzimas seja reduzida ou invertida.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cdédigo de Controle

Campo 1

0C9D9C92249AU4 4L2B

Campo 2

3 C2F 4 625118B7 144
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