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RESUMO

“ANALISE SEQUENCIAL DE AMOSTRAS BIOLOGICAS COM DESCOLORAQAO DE
SINAIS FLUORESCENTES INTERMEDIOS”

Sao proporcionados métodos para sondar multiplos alvos numa
amostra bioldgica. 0Os métodos incluem colocar a amostra em
contacto com uma primeira sonda; ligar fisicamente a primeira
sonda a um primeiro alvo; observar um primeiro sinal da primeira
sonda; aplicar um agente quimico para modificar o primeiro
sinal; colocar a amostra em contacto com uma segunda sonda;
ligar fisicamente a segunda sonda a um segundo alvo; e observar
um segundo sinal da segunda sonda. 0Os métodos agqui divulgados
também proporcionam iteracgdes multiplas de ligacdo, observacao,
modificagdao de sinal para derivar informagdao sobre maltiplos
alvos numa Unica amostra. Sao também  proporcionados um

dispositivo e kit associados.



DESCRIGAO

“ANALISE SEQUENCIAL DE AMOSTRAS BIOLOGICAS COM DESCOLORAQAO DE
SINAIS FLUORESCENTES INTERMEDIOS”

ANTECEDENTES

Sao aqui divulgados métodos para analisar sequencialmente
uma amostra bioldgica para discriminar, inter alia, a presenga,
auséncia, concentracao e/ou distribuicgdo espacial de multiplos

alvos bioldgicos numa amostra bioldgica.

Em biologia e medicina podem ser utilizados varios métodos
para observar diferentes alvos numa amostra bioldgica. Por
exemplo, a andalise de proteinas em secgbes histoldgicas e
noutras preparagdes citoldgicas pode ser realizada utilizando as
técnicas de histoquimica, imuno-histoguimica (IHC) ou
imunofluorescéncia. A analise de proteinas em amostras
bioldégicas pode também ser realizada utilizando imunoensaios de
estado sé6lido, por exemplo, utilizando técnicas de transferéncia

de Western.

Muitas das técnicas actuais podem detectar apenas alguns
alvos num determinado instante (tais como IHC ou transferéncias
de Western baseadas em fluorescéncia, em que o numero de alvos
detectdveis esta limitado pelo sistema de detecgdo baseado em
fluorescéncia) numa Unica amostra. Uma analise adicional de
alvos ©pode requerer a utilizagao de amostras Dbioldgicas
adicionais a partir da fonte, limitando a capacidade para

determinar caracteristicas relativas dos alvos, tais como



presencga, auséncia, concentragdo e/ou distribuigdo espacial de
miltiplos alvos bioldgicos na amostra bioldgica. Além disso, em
determinados casos, pode estar disponivel uma guantidade
limitada de amostra para analise ou a amostra individual pode
requerer uma analise adicional. Desta forma, sdo necessarios
métodos, agentes e dispositivos capazes de analisar

iterativamente uma amostra individual.

BREVE DESCRICAO

Em algumas formas de realizacgao, sao proporcionados métodos
de deteccdao de multiplos alvos numa amostra bioldgica. Os
métodos incluem os passos de proporcionar uma amostra bioldgica
contendo multiplos alvos aderidos a um suporte sélido, ligar,
pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou mais alvos presentes
na amostra e observar um sinal da sonda fluorescente. O método
inclui ainda os passos de oxidar a sonda fluorescente ligada com
uma solucgao contendo um agente oxidante que inactiva
substancialmente a sonda fluorescente, ligar, pelo menos, uma
sonda fluorescente a um ou mais alvos presentes na amostra e
observar um sinal da sonda fluorescente. O processo de ligar,

observar e oxidar pode ser repetido iterativamente.

Em algumas formas de realizagao, os métodos incluem os
passos de proporcionar uma amostra bioldgica contendo multiplos
alvos aderidos a uma membrana, ligar, pelo menos, uma sonda
fluorescente a um ou mais alvos presentes na amostra e observar
um sinal da sonda fluorescente. 0O método inclui ainda os passos
de oxidar a sonda fluorescente ligada com uma solugao contendo
agente oxidante que inactiva substancialmente a sonda
fluorescente, ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou

mais alvos presentes na amostra e observar um sinal da sonda
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fluorescente. O processo de ligar, observar e oxidar, pode ser

repetido iterativamente.

Em algumas formas de realizagao, sao proporcionados kits
para a detecgdo de miltiplos alvos numa amostra bioldgica. Os
kits incluem maltiplas sondas que tém um ligante acoplado a um
gerador de sinal fluorescente. Um agente oxidante, quando
aplicado a amostra, inactiva substancialmente o gerador de sinal

fluorescente.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 mostra o espectro de absorgcao da Amostra 1 em

fungao do comprimento de onda, apds 10 minutos e 15 minutos.

A Fig. 2 mostra o espectro de absorgao para as Amostras 1, 2

e 3 em fungao do comprimento de onda.

A Fig. 3 mostra o espectro de absor¢gao da Amostra 4 em

fungdo do comprimento de onda, apds 30 minutos e 140 minutos.

A Fig. 4 mostra o espectro de absorgao da Amostra 5 em
fungdo do comprimento de onda, apdés 20 minutos, 60 minutos e

210 minutos.

A Fig. 5 mostra o espectro de absor¢gao da Amostra 6 em

fungédo do comprimento de onda, apds 12 minutos e 16 minutos.

A Fig. 6 mostra o espectro de absorcao da Amostra 8 em
fungédo do comprimento de onda, apds 22 minutos, 70 minutos e

210 minutos.



A Fig. 7 mostra o espectro de absorc¢ao das Amostras 9a, 10a

e 1lla em fungao do comprimento de onda.

A Fig. 8 mostra o espectro de absorgcao das Amostras 9b e 10b

em funcao do comprimento de onda.

A Fig. 9 mostra o espectro de absorcao das Amostras 1l2a e

12b em fungao do comprimento de onda.

A Fig. 10 mostra o espectro de absorcao das Amostras 13, 14,

e 15 em fungao do comprimento de onda.

A Fig. 11 mostra o espectro de absorgao das Amostras 16 e 17

em fungao do comprimento de onda.

A Fig. 12 mostra as micrografias (ampliagao de 10x) da
Amostra 18A (antes da modificacao de sinal) e da Amostra 18B

(apds modificacao de sinal).

A Fig. 13 mostra as micrografias (ampliagao de 10x) da
Amostra 19A (antes da modificagao de sinal) e da Amostra 19B

(apds modificacao de sinal).

A Fig. 14 mostra as micrografias da Amostra 20A (antes da
modificagao de sinal) e da Amostra 20B (apds modificagao de

sinal) .

A Fig. 15 mostra as micrografias das Amostras 21A e 21B
(antes da modificacao de sinal) e da Amostra 21C (apds

modificagao de sinal).



A Fig. 16 mostra as micrografias das Amostras 22A e 22B
(antes da modificagao de sinal) e da Amostra 22C (apds

modificacao de sinal).

A Fig. 17 mostra as micrografias das Amostras 23A-E.

A Fig. 18 mostra as micrografias da Amostra 24A (antes da
modificacdo de sinal) e da Amostra 24B (apds modificacgao de
sinal) .

A Fig. 19 mostra as micrografias da Amostra 25A (canais Cy3
e Cyb), da amostra 25B (canais Cy3 e Cyb) e das Amostras
25C-25J7.

A Fig. 20 mostra as micrografias das Amostras 26A-H.

A Fig. 21 mostra as micrografias das Amostras 27A-C.

A Fig. 22 mostra uma representagao grafica da intensidade
média de pixel do fundo para cada ciclo de captura de imagem no

Exemplo 20.

A Fig. 23 mostra a comparagao entre micrografias das

Amostras 28A-C e 29A-C.

A Figura 24 mostra as micrografias das Amostras 30A-D.

A Figura 25 mostra as micrografias das Amostras 30C-F.

A Figura 26 mostra uma representacdo grafica da intensidade

média de pixel do fundo de cada ciclo para as Amostras 30C e

30D.



A Figura 27 mostra as micrografias das Amostras 31A, 31B e

31C.

A Figura 28 mostra as micrografias das Amostras 32A, 32B e
32C.

A Figura 29 mostra as micrografias das Amostras 33, 34, 35 e
36.

A Figura 30 mostra as transferéncias por gota das Amostras

37, 38, 39 e 40.

A Figura 31 mostra um grafico de barras das intensidades

relativas de sinais de gotas, para as Amostras 37, 38, 39 e 40.

A Figura 32 mostra o perfil temporal de espectros de Cy3 e

Cyb.

A Figura 33 mostra os valores de absorvéncia de Cy3 em

funcao do tempo para concentragdes diferentes de H0;.

A Figura 34 mostra os valores de absorvéncia em fungao do

tempo para fluordéforos diferentes.

A Figura 35 mostra os valores de absorvéncia a 655 de QD em

fungao do tempo para H,0,.

A Figura 36 mostra 0s espectros de absorgcao para

fluoresceina utilizando H,0;.



DESCRICAQO DETALHADA

Para descrever mals clara e concisamente e indicar o objecto
da invencao reivindicada, as seguintes definigdes sao
proporcionadas para termos especificos qgque sao utilizados na

seguinte descrigao e nas reivindicagdes anexas.

4" 144

um’”, “uma’,

rz; ” 1+ 144

As formas singulares o) e a incluem
referentes plurais, salvo indicag¢dao clara em contrario do
contexto. A terminologia aproximada, como aqui utilizada ao
longo da descrigao e reivindicagdes, pode ser aplicada para
modificar qualquer representacao quantitativa que pode
permissivamente variar sem resultar numa alteragao na fungao
bdsica com a qual esta relacionada. Desta forma, um valor
modificado por uma expressadao como “cerca de” nao é para estar
limitado ao valor ©preciso especificado. Salvo 1indicagao em
contrario, todos 08 numeros que expressam quantidades de
ingredientes, propriedades, tal como peso molecular, condigdes
reaccionais, etc., utilizados na descrigcao e reivindicagodes,
devem ser entendidos como estando modificados em todos os casos
pela expressao “cerca de”. Desta forma, salvo indicagdao em
contrario, 0s parametros numéricos apresentados na seguinte
descrigcao e nas reivindicagdes anexas sao aproximagdes que podem
variar dependendo das propriedades desejadas que se pretendem
obter pela presente invencdo. No minimo, cada pardmetro numérico
deve, pelo menos, ser interpretado a luz do numero de algarismos
significativos descritos e por aplicacao de técnicas comuns de

arredondamento.



DEFINICOES

Para descrever mals clara e concisamente e indicar o objecto
da invencao reivindicada, as seguintes definigdes sao
proporcionadas para termos especificos qgque sao utilizados na

seguinte descrigadao e nas reivindicagdes aqui anexas.

Como aqui utilizado, o termo “anticorpo” refere-se a uma
imunoglobulina que se liga especificamente e ¢é, desse modo,
definida como complementar a uma organizacgao espacial e polar
particular de outra molécula. O anticorpo pode ser monoclonal ou
policlonal e ©pode ser preparado por técnicas dque sao bem
conhecidas no campo técnico, tais como imunizagao de um
hospedeiro e recolha dos soros (policlonal) ou através de
preparagao de linhas celulares hibridas continuas e recolha da
proteina segregada (monoclonal) ou por clonagem e expressao de
sequéncias nucleotidicas ou das suas versdes mutagenizadas que
codificam, pelo menos, as sequéncias de aminodcidos requeridas
para ligacgdo especifica de anticorpos naturais. Os anticorpos
podem incluir uma imunoglobulina completa ou os seus fragmentos,
cujas imunoglobulinas incluem varias classes e isotipos, tais
como IgA, IgD, IgE, IgGI, IgG2a, IgG2b e IgG3, IgM. Os
fragmentos funcionais de anticorpos podem incluir porgdes de um
anticorpo capazes de reter ligagdo com afinidade semelhante aos
anticorpos de tamanho total (por exemplo, Fab, Fv e F(ab’):; ou
Fab’). Além disso, sempre que apropriado, podem ser utilizados
agregados, polimeros e conjugados de imunoglobulinas ou dos seus
fragmentos, desde que a afinidade de ligacao para uma molécula

particular seja substancialmente mantida.

Como aqui wutilizado, o termo “ligante” refere-se a uma
molécula bioldgica que se pode ligar a um ou mais alvos na

amostra bioldgica. Um ligante pode-se ligar especificamente a um
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alvo. 0Os ligantes adequados podem incluir um ou mais péptidos
naturais ou modificados, proteinas (e. g., anticorpos, aficorpos
ou aptéameros), acidos nucleicos (e. g., polinucledtidos, ADN,
ARN ou aptameros); polissacaridos (e. g., lectinas, acglUcares),
lipidos, enzimas, substratos enzimaticos ou inibidores,
ligandos, receptores, antigénios ou haptenos. Um ligante
adequado pode ser seleccionado dependendo da amostra a ser
analisada e dos alvos disponiveis para a detecg¢ao. Por exemplo,
um alvo na amostra pode incluir um ligando e o ligante pode
incluir um receptor, ou um alvo pode incluir um receptor e a
sonda pode incluir um ligando. De um modo semelhante, um alvo
pode incluir um antigénio e o ligante pode incluir um anticorpo
ou fragmento de anticorpo, ou vice-versa. Em algumas formas de
realizagdo, um alvo pode incluir um acido nucleico e o ligante
pode incluir um 4&cido nucleico complementar. Em algumas formas
de realizagao, o alvo e o ligante podem incluir proteinas

capazes de se ligarem uma a outra.

Como aqui utilizada, a expressao “amostra Dbioldgica”
refere-se a uma amostra obtida a partir de um individuo
bioldgico, incluindo uma amostra de tecido ou fluido de origem
biolégica obtida in vivo ou in vitro. Tais amostras podem ser,
mas nao estao limitadas a, fluido corporal (e. g., sangue,
plasma sanguineo, soro ou urina), oérgaos, tecidos, fracgbdes e
células 1isoladas a partir de mamiferos, incluindo humanos. As
amostras bioldégicas também podem incluir secgdes da amostra
bioldégica, incluindo tecidos (e. g., porcgdes seccionais de um
6rgao ou tecido). As amostras bioldgicas podem também incluir
extractos de uma amostra bioldgica, por exemplo, um antigénio de

um fluido bioldgico (e. g., sangue ou urina).

Uma amostra bioldgica pode ser de origem procaridtica ou de

origem eucaridtica (e. g., 1insectos, protozoarios, passaros,
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peixe, répteis). Em algumas formas de realizagadao, a amostra

bioldégica ¢ de mamifero (e. g¢g., rato, murganho, vwvaca, cao,
burro, cobaio ou coelho). Em determinadas formas de realizacao,
a amostra bioldgica é de origem primata (e. g., chimpanzé ou
humano) .

Como aqui wutilizada, a expressao “sonda de controlo”

refere-se a um agente que tem um ligante acoplado a um gerador
de sinal ou a um gerador de sinal capaz de corar directamente,
de modo que o gerador de sinal retenha, pelo menos, 80 porcento
do sinal apdés contacto com uma solugcdao de um agente oxidante
utilizado para 1nactivar a sonda fluorescente. Um gerador de
sinal adeguado numa sonda de controlo nao ¢é substancialmente
oxidada ou substancialmente inactivada quando colocada em
contacto com o agente oxidante. 0Os exemplos adequados de
geradores de sinal podem incluir um marcador radiocactivo ou um

fluoréforo nédo oxidavel (e. g., DAPI).

Como aqui wutilizado, o termo “enzima” refere-se a uma
molécula proteica gque pode catalisar uma reaccgado quimica de um
substrato. Em algumas formas de realizagao, uma enzima adequada
catalisa uma reacgadao quimica do substrato para formar um produto
de reacgcao gue se pode ligar a um receptor (e. g., Jgrupos
fendlicos) presente na amostra ou num suporte sdélido a que a
amostra esteja ligada. Um receptor pode ser exdgeno (isto &, um
receptor aderido extrinsecamente a amostra ou ao suporte sdélido)
ou enddgeno (receptores presentes intrinsecamente na amostra ou
no suporte sé6lido). Os exemplos de enzimas adequadas incluem
peroxidases, oxidases, fosfatases, esterases e glicosidases. Os
exemplos especificos de enzimas adequadas incluem peroxidase de
rabano, fosfatase alcalina, PR-D-galactosidase, lipase e glucose

oxidase.
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Como aqui wutilizada, a expressao “substrato enzimatico”
refere-se a um composto gquimico que ¢ guimicamente catalisado
por uma enzima para formar um produto de reaccao. Em algumas
formas de realizacao, o produto de reaccgao é capaz de se ligar a
um receptor presente na amostra ou a um suporte sélido a que a
amostra esteja ligada. Em algumas formas de realizagao, o0s
substratos enzimdaticos, agui wutilizados nos métodos, podem
incluir substratos nao cromogénicos ou nhao quimioluminescentes.
Um gerador de sinal pode ser ligado ao substrato enzimatico como

um marcador.

Como aqui utilizados, o termo “fluordéforo” ou a expressao
“gerador de sinal fluorescente” referem-se a um composto gquimico
que, qguando excitado por exposicao a um comprimento de onda
particular de luz, emite luz a um comprimento de onda diferente.

Os fluordéforos pode ser descritos em termos do seu perfil de

" 4
.

emissao ou “cor Os fluordforos verdes (por exemplo, Cy3, FITC
e Verde Oregon) podem ser caracterizados pela sua emissao a
comprimentos de onda geralmente na gama de 515-540 nandmetros.
Os fluordéforos vermelhos (por exemplo, Vermelho Texas, Cy5 e
tetrametilrodamina) podem ser caracterizados pela sua emissao a
comprimentos de onda geralmente na gama de 590-690 nandmetros.
Os exemplos de fluordforos incluem, mas nao estao limitados a,
acido 4-acetamido-4’'-isotiocianatoestilbeno-2,2’-dissulfénico,
acridina, derivados de acridina e de isotiocianato de acridina,
acido 5-(2’-aminocetil)aminonaftaleno-1-sulfénico (EDANS) ,
dissulfonato de 4-amino-N-[3-vinilsulfonil)fenil]lnaftalimida-3,5
(Amarelo Lucifer vs), N-(4-anilino-l1-naftil)maleimida,
antranilamida, Amarelo Brilhante, cumarina, derivados de
cumarina, 7-amino-4-metilcumarina (AMC, Cumarina 120), 7-amino-
trifluorometilculuarina (Coumaran 151), cilanosina;
4’ ,6-diaminidino-2-fenilindole (DAPI), 57,5’ "-dibromopirogalol-

sulfonoftaleina (Vermelho Bromopirogalol), 7-dietilamino-3-(4'-
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isotiocianatofenil)4d-metilcumarina, &acido 4,4’-diisotiocianato-

di-hidro-estilbeno-2,2’-dissulfdnico, acido
4,4’"-diisotiocianato-estilbeno-2,2’-dissulfdnico, cloreto de
5-[dimetilamino]-naftaleno-1l-sulfonilo (DNS, cloreto de

dansilo), eosina, derivados de eosina, tal como isotiocianato de
eosina, eritrosina, derivados de eritrosina, tais como
eritrosina B e isotiocianato de eritrosina; etidio; fluoresceina
e derivados, tais como 5-carboxifluoresceina (FAM) ,
5-(4,6-diclorotriazin-2-il)aminofluoresceina (DTAF) ,
2'7"-dimetoxi-4'5"-2"7"-dimetoxi-4’'5"-dicloro-6-carboxi-

fluoresceina (JOE), fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina
(FITC), QFITC (XRITC); derivado de fluorescamina (fluorescente
apdés reaccao com amina); IR144; 1IR1446; isotiocianato de Verde
Malaquite; d-metilumbeliferona; cresolftaleina orto;
nitrotirosina; pararosanilina; Vermelho de Fenol,
B-ficoeritrina; derivados de o-ftaldialdeido (fluorescente apds
reacgao com amina); pireno e derivados, tals como pireno,
butirato de pireno e butirato de succinimidil-1-pireno; Vermelho
Reactivo 4 (Cibacron RTM. Vermelho Brilhante 3B-A), rodamina e
derivados, tais Ccomo 6-carboxi-X-rodamina (ROX),
6-carboxirrodamina (R6G), sulfonilcloreto de 1lissamina rodamina
B, isotiocianato de rodamina (Rhod), rodamina B, rodamina 123,

rodamina X, sulforrodamina B, sulforrodamina 101 e derivados de

sulfonilcloreto de sulforrodamina 101 (Vermelho Texas) ;
N,N,N’,N’'-tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA) ;
tetrametilrrodamina, isotiocianato de tetrametilrrodamina

(TRITC); riboflavina; &cido rosdélico e derivados de quelato de
lantanideos, quantum dots, cianinas e esquarainas.

“in situ” refere-se

Como agqui wutilizada, a expressao
genericamente a um evento gue ocorre na posigdao original, por
exemplo, no érgao ou tecido intacto ou num segmento

representativo de um o6érgao ou tecido. Em algumas formas de
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realizagdo, pode ser vrealizada anadlise in situ de alvos em
células derivadas de uma variedade de fontes, incluindo um
organismo, um &érgao, amostra de tecido ou uma cultura de
células. A analise in situ proporciona informagdo contextual gque
pode ser perdida gquando o alvo ¢é removido do seu local de
origem. Desta forma, a analise in situ de alvos descreve a
anadlise de sonda ligada a alvo, localizada dentro de uma célula
inteira ou numa amostra de tecido, esteja a membrana celular
totalmente intacta ou parcialmente intacta no caso em que a
sonda ligada ao alvo permanece dentro da célula. Além disso, o0s
métodos agqui divulgados podem ser utilizados para analisar alvos
in situ em amostras de célula ou tecido que estao fixas ou néao

fixas.

Como aqui utilizado, o termo “peroxidase” refere-se a uma
classe de enzimas qgue catalisa uma reacgao de oxidacgao de um
substrato enzimatico juntamente com um dador de electrdes. Os
exemplos de enzimas peroxidase incluem peroxidase de rabano,
citocromo C peroxidase, glutationo peroxidase, microperoxidase,

mieloperoxidase, lactoperoxidase ou peroxidase de soja.

Como aqui utilizada, a expressaoc “substrato de peroxidase”
refere-se a um composto quimico que é guimicamente catalisado
por peroxidase para formar um produto de reacgdao. Em algumas
formas de realizacao, 0s substratos de peroxidase aqui
utilizados nos métodos, podem incluir substratos nao
cromogénicos ou nao dquimioluminescentes. Um gerador de sinal
fluorescente pode ser ligado ao substrato de peroxidase como um

marcador.

Como aqui utilizado, o termo “sonda” refere-se a um agente
gque tem um ligante e um marcador, tais como um gerador de sinal

ou uma enzima. Em algumas formas de realizagao, o ligante e o
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marcador (gerador de sinal ou a enzima) estdo corporizados numa
unica entidade. O 1ligante e o marcador podem estar ligados
directamente (e. g., através de uma molécula fluorescente
incorporada no ligante) ou indirectamente (e. g., através de um
ligador que pode incluir um local de clivagem) e aplicados na
amostra bioldégica num passo uUnico. Em formas de realizacgao
alternativas, o ligante e o marcador estao corporizados em
entidades discretas (e. g., um anticorpo primaric capaz de
ligagdo ao alvo e uma enzima ou um anticorpo secundario marcado
com gerador de sinal, capaz de ligagcdo ao anticorpo primario).
Quando o ligante e o marcador (gerador de sinal ou a enzima) sao
entidades separadas, estes podem ser aplicados numa amostra
bioldgica num passo Unico ou em multiplos passos. Como agui
utilizada, a expressao “sonda fluorescente” refere-se a um
agente que tem um ligante acoplado a um gerador de sinal

fluorescente.

Como aqui utilizada, a expressao “gerador de sinal”
refere-se a uma molécula capaz de ©proporcionar um sinal
detectavel utilizando um ou mais técnicas de deteccdo (e. g.,
espectrometria, calorimetria, espectroscopia ou inspeccgao
visual). Os exemplos adequados de um sinal detectavel podem
incluir um sinal ¢ptico, um sinal eléctrico ou um sinal
radicactivo. Os exemplos de geradores de sinal incluem um ou
mais de um cromdéforo, um fluordforo, um marcador activo em Raman
ou um marcador radiocactivo. Como referido acima, no gue se
refere a sonda, o gerador de sinal e o ligante podem estar
presentes numa Unica entidade (e. g., uma proteina de ligacao ao
alvo com um marcador fluorescente) em algumas formas de
realizacao. Alternativamente, o ligante e o gerador de sinal
podem ser entidades discretas (e. g., proteina receptora e um
anticorpo marcado contra essa proteina receptora particular) que

se assoclam uma a outra, antes ou apds a introducdo da amostra.
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Como aqui utilizada, a expressao “suporte sélido” refere-se
a um artigo no qual os alvos presentes na amostra bioldgica
podem ser imobilizados e subsequentemente detectados através dos
métodos aqui divulgados. Os alvos podem ser 1imobilizados no
suporte sdlido por adsorcao fisica, por formagcado de 1ligagao
covalente ou as suas combinacdes. Um suporte sdélido pode incluir
um material polimérico, de vidro ou metdlico. Os exemplos de
suportes sbélidos incluem uma membrana, uma placa de
microtitulacao, uma esfera, um filtro, uma tira de teste, uma

lamina, uma lamela e um tubo de ensaio.

Como aqui wutilizada, a expressao *“ligagao especifica”
refere-se ao reconhecimento especifico de uma de duas moléculas
diferentes para a outra, comparativamente a substancialmente
menos reconhecimento de outras moléculas. As moléculas podem ter
areas nas suas superficies ou em cavidades que originam
reconhecimento especifico entre as duas moléculas gue surge de
uma ou mais interacgdes electrostaticas, pontes de hidrogénio ou
interacg¢des hidrdfobas. Os exemplos de ligacao especifica
incluem, mas nao estao limitados a, interaccgdes
anticorpo-antigénio, interacg¢des enzima-substrato, interacgdes
polinucleotidicas e semelhantes. Em algumas formas de
realizagao, uma molécula de ligante pode ter uma constante de
equilibrio de associacgdo intrinseca (KA) para o alvo nao menor

do que cerca de 10° M !

sob condigdes ambientais, tais como, um
pH de cerca de 6 até cerca de 8 e uma temperatura gue varia

desde cerca de 0 °C até cerca de 37 °C.

Como aqui utilizado, o termo “alvo” refere-se ao componente
de uma amostra bioldgica que pode ser detectado gquando presente
na amostra bioldgica. O alvo pode ser qualquer substdncia para a

qual existe um ligante especifico de ocorréncia natural (e. g.,
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um anticorpo) ou para a qual pode ser preparado um ligante
especifico (e. g., uma pequena molécula ligante). Em geral, a
porgao ligante da sonda pode ligar-se ao alvo através de uma ou

mais unidades guimicas discretas do alvo ou de um componente

estrutural tridimensional do alvo (e. g., estruturas 3D
resultantes do enrolamento peptidico). O alvo pode incluir um ou
mais péptidos naturais ou modificados, proteinas (e. g.,
anticorpos, aficorpos ou aptameros), 4&cidos nucleicos (e. g.,

polinucledétidos, ADN, ARN ou aptémeros); polissacaridos (e. g.,
lectinas ou agucares), lipidos, enzimas, substratos enzimaticos,
ligandos, receptores, antigénios ou haptenos. Em algumas formas
de realizacao, os alvos podem incluir proteinas ou acidos

nucleicos.

A invencao 1inclui formas de realizagao que se referem
genericamente a métodos aplicaveis em aplicacdes analiticas, de
diagnéstico ou progndstico, tais como a deteccdao de analito,
histogquimica, imuno-histoguimica ou imunofluorescéncia. Em
algumas formas de realizacao, os métodos aqui divulgados podem
ser particularmente aplicdveis a histoquimica, imunocoloracgao,
imuno-histoquimica, imunoensaios ou imunofluorescéncia. Em
algumas formas de realizacao, os métodos aqui divulgados podem
ser particularmente aplicaveis em técnicas de
imunotransferéncia, por exemplo, transferéncias de Western ou
imunoensaios, tal como imunoensaios de adsorcao ligados a enzima

(ELISA) .

Os métodos divulgados relacionam-se genericamente com a
detecgao de multiplos alvos numa uUnica amostra bioldgica. Em
algumas formas de realizacao, sao divulgados métodos de deteccao
de multiplos alvos numa uUnica amostra bioldgica utilizando o
mesmo canal de detecgao. O0Os alvos podem estar presentes na

superficie de células em suspensao, na superficie de esfregacos
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citoldgicos, na superficie de seccgdes histoldgicas, na
superficie de micromatrizes de ADN, na superficie de
micromatrizes de proteina ou na superficie de suportes sdlidos
(tals como géis, membranas de transferéncia, laminas, esferas ou

placas de ELISA).

Os métodos aqui divulgados podem permitir a detecgao de uma
pluralidade de alvos na mesma amostra bioldgica, com pouco ou
nenhum efeito na integridade da amostra bioldgica. A deteccao de
alvos na mesma amostra bioldgica pode proporcionar
adicionalmente informacao espacial sobre os alvos na amostra
bioldgica. Os métodos aqui divulgados também  podem ser
aplicaveis em aplicag¢bes analiticas onde uma quantidade limitada
de amostra bioldégica pode estar disponivel para analise e a
mesma amostra poderd gque ser processada para analises multiplas.
Os métodos aqui divulgados podem também facilitar analises
miltiplas de amostras de estado sé6lido (e. g., seccbes de
tecido) ou de amostras aderidas a um suporte sdélido (e. g.,
transferéncias) sem remover substancialmente as sondas e o0s
alvos. Além disso, o mesmo canal de detecgao pode ser utilizado
para a deteccao de alvos diferentes na amostra, permitindo menos
requisitos quimicos para anadlises de alvos multiplos. Os métodos
podem ainda facilitar analises baseadas em métodos de deteccgéo
que podem ser limitados no nUmero de alvos simultaneamente
detectaveis, por causa de limitagdes de sinais resoltveils. Por
exemplo, utilizando detecgdo baseada em fluorescéncia, o nuUmero
de alvos que pode ser detectado simultaneamente pode estar
limitado a cerca de quatro, uma vez que apenas cerca de quatro
sinais fluorescentes podem ser resolvidos com base nas suas
propriedades de comprimento de onda de excitagao e emissao. Em
algumas formas de realizacao, os métodos agqui divulgados podem
permitir a deteccao de mais do que quatro alvos, utilizando um

sistema de detecgao baseado em fluorescéncia.
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Em algumas formas de realizagdao, o método de detecgao de
miltiplos alvos numa amostra Dbioldgica inclui a deteccgéao
sequencial de alvos na amostra bioldgica. O método inclui
genericamente o0s passos de detectar um primeiro alvo na amostra
bioldégica, modificar o sinal do primeiro alvo utilizando um
agente quimico e detectar um segundo alvo na amostra bioldgica.
O método pode ainda incluir a repeticdo do passo de modificacéao
de sinal do segundo alvo, seguida por detecgao de um terceiro

alvo na amostra bioldégica e assim por diante.

Em algumas formas de realizacdo, o método inclui os passos
de colocar uma amostra bioldgica em contacto com uma primeira
sonda e ligar fisicamente uma primeira sonda a um primeiro alvo.
0O método inclui ainda observar um primeiro sinal da primeira
sonda. Um agente gquimico é aplicado a sonda para modificar o
primeiro sinal. O método inclui ainda colocar a amostra
bioldgica em contacto com uma segunda sonda e ligar fisicamente
a segunda sonda a um segundo alvo na amostra bioldgica, seguido

por observagao de um segundo sinal da segunda sonda.

Noutras formas de realizagao, o método inclui os passos de
proporcionar uma amostra contendo alvos multiplos e ligar, pelo
menos, uma sonda que tem um ligante acoplado a uma enzima a um
ou mais alvos presentes na amostra. O método inclui ainda fazer
reagir a sonda ligada com um substrato enzimatico acoplado a um
gerador de sinal fluorescente e observar um sinal do gerador de
sinal fluorescente. E aplicada a amostra uma solucgdo incluindo
um agente oxidante que substancialmente inactiva o gerador de
sinal fluorescente e a enzima. O método inclui ainda ligar, pelo
menos, uma sonda subsequente que tem um ligante acoplado a uma
enzima a um ou mais alvos presentes na amostra. O método inclui

ainda fazer reagir a sonda ligada com um substrato enzimatico
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acoplado a um gerador de sinal fluorescente e observar um sinal

do gerador de sinal fluorescente.

Ainda noutras formas de realizacdao, o método inclui os
passos de proporcionar uma amostra bioldgica contendo alvos
maltiplos aderidos a um suporte sélido e ligar, pelo menos, uma
sonda fluorescente a um ou mais alvos presentes na amostra. O
método inclui ainda observar um sinal da sonda fluorescente
ligada. A sonda fluorescente ligada ¢é oxidada com um agente
oxidante que substancialmente inactiva a sonda fluorescente. O
método inclui ainda ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente
subsequente a um ou mais alvos presentes na amostra, seguida por

observacao de um sinal da sonda fluorescente ligada subsequente.

Ainda noutras formas de realizagao, o método inclui os
passos de proporcionar uma amostra bioldgica contendo alvos
miltiplos aderidos a um suporte sdélido e ligar, pelo menos, uma
sonda fluorescente a um ou mais alvos presentes na amostra. O
método inclui ainda ligar, pelo menos, uma sonda de controlo a
um ou mais alvos na amostra. O método inclui ainda observar um
sinal da sonda fluorescente ligada e um sinal de controlo da
sonda de controlo. A sonda fluorescente ligada é oxidada com um
agente oxidante que inactiva substancialmente a sonda
fluorescente e nao a sonda de controlo. O método inclui ainda
ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente subsequente a um ou
mais alvos presentes na amostra, seguida por observagcao de um

sinal da sonda fluorescente ligada subsequente.

Amostras Bioldgicas

Uma amostra bioldgica de acordo com uma forma de realizacéao

da invencdo pode ser sdélida ou fluida. Os exemplos adequados de
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amostras bioldgicas podem incluir, mas nao estao limitados a,
culturas, sangue, plasma, sSoro, saliva, fluido
cefalorraquidiano, fluido pleural, 1leite, 1linfa, expectoracao,
sémen, urina, fezes, lagrimas, saliva, aspirados de agulha,
secgbes externas da pele, tractos respiratdérios, intestinais e
genito-urinarios, tumores, érgaos, culturas de c¢élulas ou
constituintes de culturas de células ou secgdes de tecido
sélido. Em algumas formas de realizacdo, a amostra bioldgica
pode ser analisada tal como estda, 1sto &, sem recolha e/ou
isolamento do alvo de interesse. Numa forma de realizacgao
alternativa, a recolha e isolamento de alvos podem ser
realizadas antes da analise. Em algumas formas de realizacao, os
métodos aqui divulgados podem ser particularmente adequados para

analise in vitro de amostras bioldgicas.

Uma amostra bioldégica pode incluir gualquer das amostras
acima mencionadas, independentemente do seu estado fisico, tais
como, mas nao limitada a, estar congelada ou corada ou, caso
contrario, tratada. Em algumas formas de realizacdo, uma amostra
biolégica pode incluir compostos que nao estdao naturalmente
misturados com a amostra na natureza, tailis como conservantes,
anticoagulantes, tampdes, fixadores, nutrientes, antibidticos,

ou semelhantes.

Em algumas formas de realizacdo, uma amostra bioldgica pode
incluir uma amostra de tecido, uma célula inteira, um
constituinte celular, um cytospin ou um esfregago celular. Em
algumas formas de realizagao, uma amostra bioldgica inclui
essencialmente uma amostra de tecido. Uma amostra de tecido pode
incluir uma colecgao de células semelhantes obtidas a partir de
um tecido de um individuo bioldégico que pode ter uma funcéao
semelhante. Em algumas formas de realizagao, uma amostra de

tecido pode incluir uma colecgao de células semelhantes obtidas
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a partir de um tecido de um humano. Os exemplos adequados de
tecidos humanos incluem, mas nao estao limitados a,
(1) epitélio; (2) 0os tecidos conjuntivos, incluindo vasos
sanguineos, o0sso e cartilagem; (3) tecido muscular; e (4) tecido
nervoso. A fonte da amostra de tecido pode ser tecido sdélido
obtido a partir de uma amostra de tecido ou dérgao ou uma biopsia
ou aspirado, fresco, congelado e/ou preservado; sangue ou
qualsquer constituintes do sangue; fluidos corporais, tais como
liguido cefalorraquidiano, fluido amnidético, fluido peritoneal
ou fluido intersticial; ou células de qualquer momento da
gestacao ou desenvolvimento do individuo. Em algumas formas de
realizagado, a amostra de tecido pode incluir células ou linhas

celulares primarias ou cultivadas.

Em algumas formas de realizacao, uma amostra bioldgica
inclui secgbes de tecido de amostras de tecido doente ou
saudavel (e. g., secgdo de tecido do c¢dlon, tecido maméario,
préstata). Uma seccgao de tecido pode incluir uma UGnica parte ou
pega de uma amostra de tecido, por exemplo, uma fatia fina de
tecido ou células cortada a partir de uma amostra de tecido. Em
algumas formas de realizagao, podem ser retiradas secgdes
miltiplas de amostras de tecido e submetidas a andalise, desde
que os métodos aqui divulgados possam ser utilizados para a
analise da mesma seccdo da amostra de tecido relativamente a,
pelo menos, dois alvos diferentes (a nivel morfoldgico ou
molecular). Em algumas formas de realizagao, a mesma secgao da
amostra de tecido pode ser analisada relativamente a, pelo
menos, quatro alvos diferentes (a nivel morfoldgico ou
molecular). Em algumas formas de realizagao, a mesma secgao da
amostra de tecido pode ser analisada relativamente a mais do que
quatro alvos diferentes (a nivel morfoldgico ou molecular). Em
algumas formas de realizagao, a mesma secgao da amostra de

tecido pode ser analisada a niveis morfoldgicos e moleculares.
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Uma secgao de tecido, se utilizada como uma amostra
bioldgica, pode ter uma espessura numa gama dque € menos do gue
cerca de 100 micrdmetros, numa gama que € menos do gque cerca de
50 micrdémetros, numa gama que ¢é menos do gue cerca de
25 micrdémetros ou numa gama que € menos do que cerca de

10 micrdémetros.

Em algumas formas de realizagao, uma amostra bioldgica ou os
alvos na amostra bioldgica podem ser aderidos a um suporte
sélido. Um suporte sdélido pode incluir micromatrizes (e. g.,
micromatrizes de ADN ou ARN), géis, membranas de transferéncia,
laminas de vidro, esferas ou placas de ELISA. Em algumas formas
de realizagadao, uma amostra bioldgica ou os alvos na amostra
bioldégica podem ser aderidos a uma membrana seleccionada de
nylon, nitrocelulose e difluoreto de polivinilideno. Em algumas
formas de realizacao, o suporte sdélido pode incluir uma
superficie pléastica seleccionada de poliestireno, policarbonato

e polipropileno.

Alvos

Um alvo pode estar presente na superficie de uma amostra
bioldégica (por exemplo, um antigénio na superficie de uma secgao
de tecido) ou presente no volume da amostra (por exemplo, um
anticorpo numa solug¢ao tampao). Em algumas formas de realizacgao,
um alvo pode nao estar inerentemente presente na superficie de
uma amostra bioldgica e a amostra bioldgica pode ter gque ser
processada para tornar o alvo disponivel na superficie (e. g.,
recuperacdo de antigénio, digestdo enzimdatica, recuperacao de
epitopo ou blogueamento). Em algumas formas de realizagao, o0

alvo pode estar presente num fluido corporal, tais como sangue,
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plasma sanguineo, SOro ou urina. Em algumas formas de
realizagdo, o alvo pode estar fixo num tecido, numa superficie

celular ou dentro de uma célula.

A adequabilidade dos alvos a serem analisados pode ser
determinada pelo tipo e natureza da andlise requerida para a
amostra bioldgica. Em algumas formas de realizagcao, um alvo pode
proporcionar informagao sobre a presenga ou auséncia de um
analito na amostra bioldgica. Noutra forma de realizacao, um
alvo pode proporcionar informagdao sobre o estado de uma amostra
bioldégica. Por exemplo, se a amostra bioldégica incluir uma
amostra de tecido, os métodos aqui divulgados podem ser
utilizados para detectar alvos que podem ajudar na comparagao de
diferentes tipos de células ou tecidos, comparando diferentes
fases de desenvolvimento, detectando a presencga de uma doenga ou

anomalia, ou determinando o tipo de doenga ou anomalia.

Os alvos podem incluir um ou mais de péptidos, proteinas
(e. g., anticorpos, aficorpos ou aptameros), acidos nucleicos
(e. g., polinucledétidos, ADN, ARN ou aptéameros); polissacaridos
(e. g., lectinas ou acgUcares), lipidos, enzimas, substratos
enzimaticos, 1ligandos, receptores, antigénios ou haptenos. Em
algumas formas de realizacao, os alvos podem essencialmente
incluir proteinas ou A4acidos nucleicos. Um ou mais dos alvos
acima mencionados podem ser caracteristicos de células
particulares, enquanto que outros alvos podem estar associados a
uma doenga ou estado particular. Em algumas formas de
realizagao, o0s alvos que podem ser detectados e analisados
utilizando os métodos aqui divulgados, podem incluir, mas néao
estdao limitados a, alvos de progndstico, alvos hormonais ou de
receptores de hormonas, alvos linfdéides, alvos tumorais, alvos
associados ao ciclo celular, alvos de tecido e tumor neural, ou

alvos de diferenciacgao de aglomerados.
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Os exemplos adequados de alvos de progndéstico podem incluir
alvos enzimaticos, tails como galactosil transferase II, enoclase

especifica de neurdnio, ATPase-2 de protdes ou fosfatase acida.

Os exemplos adequados de alvos hormonais ou de receptores de
hormonas podem incluir a gonadotrofina coridénica humana (HCG),
hormona adrenocorticotrdéfica, antigénio carcinoembridénico (CEA),
antigénio especifico da préstata (PSA), receptor de estrogénio,
receptor de progesterona, receptor de androgénios, receptor do
complemento gClg-R/p33, receptor de IL-2, receptor de
neurotrofina p75, receptor de PTH, receptor da hormona tiroideia

ou receptor de insulina.

Os exemplos adequados de alvos linfdides podem incluir
alfa-l-antiguimotripsina, alfa-l-antitripsina, alvo de célula B,
bcl-2, bcl-6, antigénio do 1linfdécito B de 36 kD, BM1 (alvo
mieldide), BM2 (alvo mieldide), galectina-3, granzima B,
antigénio da classe I de HLA, antigénio da classe II de HLA
(DP), antigénio da classe II de HLA (DQ), antigénio da classe II
de HLA (DR), defensinas de neutrofilo humano, imunoglobulina A,
imunoglobulina D, imunoglobulina G, imunoglobulina M, cadeia
leve capa, cadeia leve capa, cadeia leve lambda, antigénio de
linfdécito/histdcito, alvo macréfago, muramidase (lisozima),
cinase de 1linfoma anapldsico p80, alvo de célula plasmatica,
inibidor de protease de leucécito  secretor, receptor do
antigénio da célula T (JOVI 1), receptor do antigénio da célula
T (JOVI 3), transferase do desoxinucleotidilo terminal ou alvo

de célula B néao aglomerada.

Os exemplos adequados de alvos tumorais podem incluir alfa
fetoproteina, apolipoproteina D, BAG-1 (proteina RAP46), CA19-9

(sialil lewisa), CA50 (antigénio de mucina associado a
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carcinoma), CAl125 (antigénio de <cancro do ovario), CA242
(antigénio de mucina associado a tumor), cromogranina A,
clusterina (apolipoproteina J), antigénio da membrana epitelial,
antigénio relacionado ao epitélio, antigénio especifico
epitelial, proteina-15 do fluido da doenga cistica, antigénio
especifico do hepatdcito, heregulina, mucina gastrica humana,
glébulo da gordura do leite humano, MAGE-1, metaloproteinases de
matriz, melan A, alvo de melanoma (HMB45) , mesotelina,
metalotioneina, factor de transcricdao da microftalmia (MITF),
glicoproteina do nacleo de Muc-1, glicoproteina Muc-1,
glicoproteina Muc-2, glicoproteina Muc-5AC, glicoproteina Muc-6,
mieloperoxidase, Myf-3 (alvo de Rabdomiossarcoma), Myf-4 (alvo
de Rabdomiossarcoma), MyoD1 (alvo de Rabdomiossarcoma),
mioglobina, proteina nm23, fosfatase alcalina da placenta,
pré-albumina, antigénio especifico da préstata, fosfatase acida
da préstata, péptido inibidor da préstata, PTEN, alvo do
carcinoma da c¢élula renal, antigénio mucinoso do i1ntestino
grosso, tetranectina, factor-1 de transcrigcao da tirdide,
inibidor de tecido da metaloproteinase 1 de matriz, inibidor de
tecido da metaloproteinase 2 de matriz, tirosinase, proteina-1
relacionada com a tirosinase, vilina ou factor de von

Willebrand.

Os exemplos adequados de alvos associados ao ciclo celular
podem incluir factor-1 activador da protease de apoptose, bcl-w,
bcl-x, Dbromodesoxiuridina, CAK (cinase activadora de cdk),
proteina de susceptibilidade a apoptose celular (CAS),
caspase 2, caspase 8, CPP32 (caspase-3), CPP32 (caspase-3),
cinases dependentes de ciclina, ciclina A, ciclina B1,
ciclina D1, ciclina D2, ciclina D3, ciclina E, ciclina G, factor
de fragmentacdao do ADN (N-terminal), Fas (CD95), proteina de
dominio de morte associada a Fas, ligando Fas, Fen-1, IPO0O-38,

Mcl-1, ©proteinas de manutencao de minicromossoma, proteina

25



reparadora de desemparelhamento (MSH2),
poli (ADP-Ribose)polimerase, antigénio nuclear de célula
proliferadora, proteina pl6, proteina p27, p34cdc2, proteina p57
(Kip2), proteina pl05, Stat 1 alfa, topoisomerase I,
topoisomerase II, topoisomerase III alfa ou topoisomerase II

beta.

Os exemplos adequados de alvos de tecido e tumor neural
podem incluir alfa B cristalina, alfa-internexina, alfa
sinucleina, proteina precursora de amildide, beta amildide,
calbindina, colina acetiltransferase, transportador 1 de
aminocdacido excitatdério, GAP43, proteina acidica fibrilar glial,
receptor 2 de glutamato, proteina basica de mielina, receptor do
factor de crescimento do nervo (gp75), alvo de neuroblastoma,
neurofilamento de 68 kD, neurofilamento de 160 kD,
neurofilamento de 200 kD, enolase especifica de neurdnio,
receptor alfad4 nicotinico de acetilcolina, receptor beta?
nicotinico de acetilcolina, ©periferina, produto génico 9
proteico, ©proteina S$-100, serotonina, SNAP-25, sinapsina 1,
sinaptofisina, tau, triptofano hidroxilase, tirosina hidroxilase

ou ubiquitina.

Os exemplos adequados de alvos de diferenciacgao de
aglomerado podem incluir CDla, CDlb, CDlc, CD1ld, CDle, CD2Z,
CD3delta, CD3epsilon, CD3gama, CD4, CD5, <CD6, CCD7, CD8alfa,
CDb8beta, <¢D9, <¢D10, ¢Dlla, ¢D1l1b, CDllc, CDwl2, <CD13, (CD14,
cbl5, CDhl5s, CDl6a, CDléeb, CDwl7, CD18, CD19, CD20, CD21, CDh22,
Cbz23, <Cb24, CD25, CD26, CCD27, <CD28, <CD29, (D30, <CD31, CCD32,
Cb33, (D34, (D35, (D36, CD37, (D38, (D39, <CD40, <CD41l, CD42a,
CDh42b, CD42c, (CD42d, CD43, CD44, CD44R, CD45, CD46, CD47, C(CD4s,
CD49%a, CD4%9b, <CD49c, <(CD49d, CD49%9e, <CD49f, <CD50, CD51, <CD52,
Cb53, CDb4, CD55, <CD56, CD57, CDb8, CD59, CDw60, CD61, CD62E,
Ccb62L, CD62P, CD63, (D64, CD65, CD65s, CDé66a, CD66b, CD66c,
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Ch66d, CDé6be, CD66f, CD68, CD69, (D70, CD71, CD72, CD73, CD74,
Ccbw75, Cbw76, CD77, CD7%9a, CD79b, CD80, CD81, CD82, (D83, CD84,
cpg8s5, CD86, (CD87, CD88, (D89, CDY0O, CD91, CDw92, CDw93, CD94,
cp95, CDY%6, CD97, CD98, CD99, CD100O, CD101, CDl02, CD103, CD104,
cbl0o5, <¢Dl06, CD107a, CD107b, CDwl08, <CD109, <CDl114, <CD115,
cblls, <CD117, CDwll9, <¢D120a, CD120b, CDl2la, CDwlZ2lb, CDl22,
cbl23, Cbl24, Cbwl25, <CDl126, <CD127, <(CDbwl28a, CDwl28b, CD130,
Cbwl31, CD132, D134, D135, <(CDbwl36, <CDwl37, (D138, <(CD139,
CDl140a, CD140b, <CD141, <CDl142, (CD143, <CD1l44, <CDwl45, <(CDld4e,
CcDl147, CD148, CDwl49, CDbwl50, CD151, CD152, CD153, (CD154, CD155,
Cbls6, CD157, CDl158a, CD158b, CDleél, CDlé62, CD163, CDl64, CD165,
GD166 e TCR-zeta.

Outros alvos de progndstico, alvos hormonais ou de
receptores de hormonas, alvos linfdéides, alvos tumorais, alvos
associados ao ciclo celular e alvos de tecido e tumor neural
incluem proteina-F do centrdémero (CENP-F), giantina,
involucrina, lamina A&C (XB 10), LAP-70, mucina, proteinas do
complexo do poro nuclear, proteina do corpo lamelar pl80, ran,
catepsina D, proteina Ps2, Her2-neu, P53, 85100, antigénio do

alvo epitelial (EMA), TdT, MB2, MB3, PCNA ou Kib67.

Sondas

Em algumas formas de realizacgao, um ligante e um marcador
(gerador de sinal ou uma enzima) podem ser acoplados um ao outro
directamente (isto ¢é, sem quaisquer ligadores). Noutras formas
de realizacao, um ligante e um marcador (gerador de sinal ou uma
enzima) podem ser acoplados um ao outro através de um ligador.
Como aqui utilizado, *“acoplado” refere-se genericamente a duas
entidades (por exemplo, ligante e gerador de sinal) estavelmente

ligados um ao outro por gqualquer meio fisico-gquimico. A natureza
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do acoplamento pode ser tal que nao danifica substancialmente a
eficdcia de qualquer uma das entidades. Um ligante e um marcador
podem estar acoplados um ao outro através de interacgdes
covalentes ou nao covalentes. As interacgdes nao covalentes
podem incluir, mas nao estao limitadas a, interacgdes
hidrdéfobas, interacgdes idnicas, interacgdes de pontes de
hidrogénio, interaccgdes de elevada afinidade (tais como
complexagao de Dbiotina-avidina ou biotina-estreptavidina) ou

outras interacgdes de afinidade.

Um ligador pode incluir uma forma de estrutura de ligagao ou
uma sequéncia formada devido a formagaoc da ligagdo nao covalente
ou covalente. Em algumas formas de realizagao, o ligador pode
ser quimicamente estavel, isto é, pode manter a sua integridade
na presenga de um agente quimico. Em algumas formas de
realizagdo, o ligador pode ser susceptivel a agentes quimicos,
isto é, pode ser capaz de dissociar, clivar ou hidrolisar na
presenga de um agente quimico. Os exemplos adequados de
ligadores podem incluir ligag¢gdes dissulfureto (e. g., SPDP ou
SMPT) , estruturas/sequéncias sensiveis ao PH,
estruturas/sequéncias que podem ser reduzidas na presenca de um
agente redutor, estruturas/sequéncias gque podem ser oxidadas na
presenca de um agente oxidante ou qualquer outra ligacao quimica
ou fisica que pode ser facilmente manipulada (dissociada,

clivada ou hidrolisada) na presenca de um agente quimico.

Em algumas formas de realizacgao, um ligante e um marcador
(gerador de sinal ou uma enzima) podem ser ligados quimicamente
um ao outro através de grupos funcionais capazes de reagir e
formar uma ligacao sob condigdes adequadas. Os exemplos
adequados de combinag¢des de grupos funcionais podem incluir, mas
nao estao limitados a, éster de amina e aminas ou anilinas;

acilazida e aminas ou anilinas; halogenetos de acilo e aminas,
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anilinas, 4&lcooils ou fendis; acilnitrilo e &lcooils ou fendis;
aldeido e aminas ou anilinas; halogeneto de alquilo e aminas,
anilinas, 4&alcoois, fendis ou tidis; sulfonato de alquilo e
tidis, &alcooilis ou fendis; anidrido e &lcoois, fendis, aminas ou
anilinas; halogeneto de arilo e tidis; aziridina e tidis ou
tioéteres; 4acido carboxilico e aminas, anilinas, 4&lcools ou
halogenetos de alquilo; diazoalcano e Aacidos carboxilicos;
epdxido e tidis; halocacetamida e tidis; halotriazina e aminas,
anilinas ou fendis; hidrazina e aldeidos ou cetonas;
hidroxiamina e aldeidos ou cetonas; éster de imido e aminas ou
anilinas; 1isocianato e aminas ou anilinas; e isotiocianato e
aminas ou anilinas. Um grupo funcional, num par de grupos
funcionais acima mencionados, pode estar presente num ligante e
um grupo funcional correspondente pode estar presente no gerador
de sinal ou na enzima. Por exemplo, um ligante pode incluir um
acido carboxilico e o gerador de sinal ou a enzima pode incluir
uma amina, anilina, alcool ou halogeneto de acilo, ou
vice-versa. A conjugagao entre o ligante e o gerador de sinal ou
a enzima pode ser efectuada, nesta caso, através da formacgao de

uma amida ou uma ligacao éster.

Em algumas formas de realizacao, o ligante pode ser marcado
intrinsecamente com um gerador de sinal (por exemplo, se O
ligante for wuma proteina, durante a sintese wutilizando um
aminodacido marcado de forma detectavel) ou uma enzima (por
exemplo, se o ligante for uma enzima). Um ligante que seja
marcado intrinsecamente pode nao requerer um gerador de sinal ou
uma enzima separada de modo a ser detectado. De facto, o
marcador intrinseco pode ser suficiente para tornar a sonda
detectavel. Em formas de realizacao alternativas, o ligante pode
ser marcado por ligagao a um gerador de sinal especifico ou a

uma enzima (i. e., marcado extrinsecamente).
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Em algumas formas de realizacao, o ligante e o marcador
(gerador de sinal ou a enzima) sao corporizados numa Unica
entidade. Em formas de realizacao alternativas, o ligante e o
marcador (gerador de sinal ou a enzima) sao corporizados em
entidades discretas (e. g., um anticorpo primario capaz de ligar
um alvo e uma enzima ou um anticorpo secundario marcado com
gerador de sinal capaz de ligar o anticorpo primario ou um
anticorpo primario marcado com hapteno capaz de ligar um alvo e
uma enzima ou um anticorpo anti-hapteno marcado com gerador de
sinal capaz de ligar o anticorpo primario marcado com hapteno).
Quando o ligante e o gerador de sinal ou a enzima forem
entidades separadas, estes podem ser aplicados a uma amostra
bioldgica num Unico Ppasso ou em passos multiplos. Em algumas
formas de realizacao, o ligante e o marcador (gerador de sinal
ou a enzima) sao entidades separadas que sao pré-ligadas antes
da aplicacgdo a amostra bioldgica e aplicadas a amostra bioldgica
num Unico passo. Ainda noutras formas de realizacgao, o ligante e
o marcador (gerador de sinal ou a enzima) sao entidades
separadas que sao aplicadas a amostra bioldégica

independentemente e se combinam apds a aplicacgao.

Ligantes

Os métodos aqui divulgados envolvem a utilizacao de ligantes
que se ligam fisicamente ao alvo de um modo especifico. Em
algumas formas de realizagao, um ligante pode-se ligar a um alvo
com especificidade suficiente, isto é, um ligante pode-se ligar
a um alvo com maior afinidade do que com qualquer outra
molécula. Em algumas formas de realizacao, o ligante pode-se
ligar a outras moléculas, mas a ligagao pode ser tal que a
ligacdo nao especifica pode ter niveis de fundo ou perto deles.

Em algumas formas de realizagao, a afinidade do ligante para o
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alvo de interesse pode estar numa gama dgque €, pelo menos,
2 vezes, pelo menos, S5 vezes, pelo menos, 10 vezes ou mais do
que a sua afinidade para outras moléculas. Em algumas formas de
realizagao, podem ser utilizados ligantes com a maior afinidade
diferencial, embora possam nao ser aqueles com a maior afinidade

para o alvo.

Em algumas formas de realizacao, a ligacao entre o alvo e o
ligante pode ser efectuada por ligacao fisica. A ligacdo fisica
pode incluir ligagcao efectuada wutilizando interacg¢gdes nao
covalentes. As interacg¢gdes nao covalentes podem incluir, mas nao
estdao limitadas a, interacg¢gdes hidréfobas, interacgdes idnicas,
interacgdes por ponte de hidrogénio ou interacgdes de afinidade
(tais como complexacao de biotina-avidina ou
biotina-estreptavidina). Em algumas formas de realizacao, o alvo
e o ligante podem ter areas nas suas superficies ou em cavidades
que originam reconhecimento especifico entre os dois que
resultam em ligacao fisica. Em algumas formas de realizacdo, um
ligante pode-se ligar a um alvo bioldgico com base no ajuste

reciproco de uma porgao das suas formas moleculares.

Os ligantes e o0s seus alvos correspondentes podem ser
considerados como pares de ligacgao, cujos exemplos nao
limitativos incluem pares de ligacao de tipo imune, tais como
antigénio/anticorpo, antigénio/fragmento de anticorpo ou
hapteno/anti-hapteno; pares de ligacgdo de tipo nado imune, tais
como biotina/avidina, biotina/estreptavidina, proteina de
ligagdo a acido félico/folato, hormona/receptor de hormona,
lectina/hidrato de carbono especifico, enzima/enzima,
enzima/substrato, enzima/analogo de substrato,
enzima/pseudo-substrato (andlogos de substrato que nao podem ser
catalizados pela actividade enzimatica), enzima/cofactor,

enzima/modulador, enzima/inibidor ou vitamina Bl2/factor
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intrinseco. Outros exemplos adequados de pares de ligacao podem
incluir fragmentos de acidos nucleicos complementares (incluindo
sequéncias de ADN, sequéncias de ARN, sequéncias de ALN e
sequéncias de APN); Proteina A/anticorpo; Proteina G/anticorpo;
dcido nucleico/proteina de ligacao a acido nucleico; ou

polinucledtido/proteina de ligagdo a polinucledtido.

Em algumas formas de realizacao, o ligante pode ser um
ligante especifico de estrutura ou de sequéncia, em gque a
sequéncia ou a estrutura de um alvo reconhecida e ligada pelo

ligante pode ser suficientemente Unica para esse alvo.

Em algumas formas de realizagao, o ligante pode ser
especifico de estrutura e pode reconhecer uma estrutura
primaria, secundaria ou tercidria de um alvo. Uma estrutura
primdria de um alvo pode incluir a especificagdao da sua
composicdo atdmica e as ligacgdes quimicas que ligam esses atomos
(incluindo estereoquimica), por exemplo, o tipo e a natureza da
organizagao linear dos aminoacidos numa proteina. Uma estrutura
secunddria de um alvo pode referir-se a forma tridimensional
geral de segmentos de biomoléculas, por exemplo, para uma
proteina a estrutura secundaria pode referir-se ao enrolamento
da cadeia peptidica *“estrutural” em varias conformagdes que
podem resultar em aminodcidos distantes serem colocados na
proximidade uns dos outros. Os exemplos adequados de estruturas
secundarias podem incluir, mas nado estadao limitadas a, hélices
alfa, folhas beta ou hélices aleatdrias. Uma estrutura tercidaria
de um alvo pode ser a sua estrutura tridimensional global. Uma
estrutura quaterndria de um alvo pode ser a estrutura formada
pela sua interacgao nao covalente com um ou mais outros alvos ou
macromoléculas (tal como interaccgdes proteicas). Um exemplo de
uma estrutura quaterndria pode ser a estrutura formada pelas

quatro subunidades proteicas da globina para fazer a
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hemoglobina. Um ligante de acordo com as formas de realizacao da
invencao pode ser especifico para qualquer das estruturas acima

mencionadas.

Um exemplo de um ligante especifico de estrutura pode
incluir uma molécula especifica de proteina que se pode ligar a
um alvo proteico. 0s exemplos de moléculas especificas de
proteina adequadas podem incluir anticorpos e fragmentos de
anticorpos, acidos nucleicos (por exemplo, aptameros que
reconhecem alvos proteicos) ou substratos proteicos (nao

catalizaveis).

Em algumas formas de realizagao, um alvo pode incluir um
antigénio e um ligante pode incluir um anticorpo. Um anticorpo
adequado pode incluir anticorpos monoclonais, anticorpos
policlonais, anticorpos multiespecificos (por exemplo,
anticorpos biespecificos) ou fragmentos de anticorpos, desde que

se liguem especificamente a um antigénio alvo.

Em algumas formas de realizacao, uma amostra bioldgica pode
incluir uma célula ou uma amostra de tecido e os métodos aqui
divulgados podem ser utilizados em imuno-histoquimica (IHC). A
imunogquimica pode envolver ligagao de um antigénio alvo a um
ligante baseado em anticorpo para proporcionar informacgdao sobre
0s tecidos ou células (por exemplo, células doentes versus
normais) . Os exemplos de anticorpos (e as correspondentes
doencgas/células doentes) adequados como ligantes para métodos

aqui divulgados incluem, mas nao estao limitados a, anticorpo

anti-receptor de estrogénio (cancro da mama) , anticorpo
anti-receptor da progesterona (cancro da mama), anticorpo
anti-p53 (cancros multiplos), anticorpo anti-Her-2/neu (cancros
maltiplos), anticorpo anti-EGFR (factor de crescimento

epidérmico, cancros multiplos), anticorpo anti-catepsina D (mama

33



e outros cancros), anticorpo anti-Bcl-2 (célula apoptdtica),

anticorpo anti-E-caderina, anticorpo anti-CAl25 (ovario e outros

cancros), anticorpo anti-CAl15-3 (cancro da mama), anticorpo
anti-CA19-9 (cancro do célon), anticorpo anti-c-erbB-2,
anticorpo anti-glicoproteina-P (MDR, resisténcia a
multi-farmacos), anticorpo anti-CEA (antigénio

carcinoembridénico), anticorpo anti-proteina do retinoblastoma
(Rb) , anticorpo anti-oncoproteina ras (p21), anticorpo
anti-Lewis X (também denominado CD15), anticorpo anti-Ki-67
(proliferagao celular), anticorpo anti-PCNA (cancros multiplos),
anticorpo anti-CD3 (células T), anticorpo anti-CD4 (células
auxiliares T), anticorpo anti-CDb (células T), anticorpo
anti-CD7 (timdcitos, célula T imaturas, células assassinas NK),
anticorpo anti-CD8 (células T supressoras), anticorpo
anti-CD9/p24 (ALL), anticorpo anti-CD10 (também denominado
CALLA) (leucemia linfobléastica aguda comum), anticorpo anti-CD11
(monécitos, granuldcitos, AML), anticorpo anti-CD13 (células

mielomonociticas, AML), anticorpo anti-CD14 (mondcitos maduros,

granulécitos), anticorpo anti-CD15 (doenga de Hodgkin),
anticorpo anti-CD19 (células B), anticorpo anti-CD20
(células B), anticorpo anti-CD22 (células B), anticorpo

anti-CD23 (células B activadas, CLL), anticorpo anti-CD30
(células B e T activadas, doenga de Hodgkin), anticorpo
anti-CD31 (marcador de angiogénese), anticorpo anti-CD33 (célula
mieldide, AML) , anticorpo anti-CD34 (células estaminais
endoteliais, tumores estromais), anticorpo anti-CD35 (células
dendriticas), anticorpo anti-CD38 (células plasmaticas, células

T, B e mieldides activadas), anticorpo anti-CD41 (plaguetas,

megacaridcitos), anticorpo anti-LCA/CD45 (antigénio comum do
leucdcito), anticorpo anti-CD45R0O (células T indutoras,
auxiliares), anticorpo anti-CD45RA (células B), anti-CD39,

anticorpo CD100, anticorpo anti-CD95/Fas (apoptose), anticorpo

anti-CD99 (marcador do sarcoma de Ewing, produto do gene MIC2),
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anticorpo anti-CD106 (VCAM-1; células endoteliais activadas),
anticorpo anti-ubiquitina (doenca de Alzheimer), anticorpo
anti-CD71 (receptor de transferrina), anticorpo anti-myc-c
(oncoproteina e um hapteno), anticorpo anti-citoqueratinas
(receptor de transferrina), anticorpo anti-vimentinas (células
endoteliais) (células B e T), anticorpo anti-proteina HPV
(papilomavirus humano), anticorpo anti-cadeias leves capa

(células B), anticorpo anti-cadeias leves lambda (células B),

anticorpo anti-melanossomas (HMBR45) (melanoma), anticorpo
anti-antigénio especifico da prostata (PSA) (cancro da
proéstata), anticorpo anti-S$-100 (melanoma, células gliais,

salivares), anticorpo anti-antigénio tau (doenga associada a
amildide), anticorpo anti-fibrina (células epiteliais),
anticorpo anti-queratinas, anticorpo anti-citoqueratina (tumor),
anticorpo anti-alfa-catenina (membrana celular) ou
anti-antigénio-Tn (carcinoma do c¢délon, adenocarcinomas € cancro

pancreatico) .

Outros exemplos especificos de anticorpos adequados podem
incluir, mas nao estaoc limitados a, anti-antigénio nuclear da
célula proliferativa, clone pcl0 (sigma Aldrich, P8825);
anti-alfa actina de mUsculo (SmA), clone 1A4 (sigma, A2547);
anti-beta catenina de coelho (sigma, C2206) ;
anti-pancitoqueratina de murganho, clone PCK-26 (sigma, C1801);
anti-receptor alfa de estrogénio de murganho, clone 1D5 (DAKO,
M7047),; anticorpo de beta catenina, clone 15B8 (sigma, C7738);
anti-vimentina de cabra (sigma, V4630); clone AR441 do receptor
de androgénio do ciclo (DAKO, M3562) ; Factor 7 de
Von Willebrand, gueratina 5, queratina 8/18, e-caderina,
Her2/neu, receptor de estrogénio, p53, receptor de progesterona,
beta catenina; anti-murganho de burro (Jackson Immunoresearch,
715-166-150); ou anti-coelho de burro (Jackson Immunoresearch,

711-166-152) .
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Em algumas formas de realizacao, um ligante pode ser
especifico de segquéncia. Um ligante especifico de sequéncia pode
incluir um A&cido nucleico e o ligante pode ser capaz de
reconhecer uma organizagdo linear particular de nucledtidos ou
dos seus derivados no alvo. Em algumas formas de realizagao, a
organizacgao linear pode incluir nucledétidos contiguos ou os seus
derivados que podem, cada, ligar-se a um nucledtido complementar
correspondente no ligante. Numa forma de realizacgao alternativa,
a sequéncia pode nao ser contigua uma vez que um, dois ou mais
nucledtidos podem nao ter residuos complementares
correspondentes na sonda. Os exemplos adequados de ligantes
baseados em acido nucleico podem incluir, mas nao estao
limitados a, oligonucledtidos ou polinucledétidos de ADN ou ARN.
Em algumas formas de realizagdo, os 4acidos nucleicos adequados
podem incluir analogos de acidos nucleicos, tais como
dioxigenina dCTP, 7-azaguanosina de biotina dcTP, azidotimidina,

inosina ou uridina.

Em determinadas formas de realizacao, o ligante e o alvo
podem incluir &acidos nucleicos. Em algumas formas de realizacgao,
um ligante baseado em acido nucleico pode formar uma ligacgao de
Watson-Crick com o alvo de &acido nucleico. Noutra forma de
realizacdo, o ligante de 4acido nucleico pode formar uma ligacéao
de Hoogsteen com o alvo de &cido nucleico, formando assim uma
triplex. Um ligante de acido nucleico que se liga por ligacao de
Hoogsteen pode entrar o sulco maior de um acido nucleico de um
alvo e hibridar <com as bases ai localizadas. Os exemplos
adequados dos ligantes acima, podem incluir moléculas que
reconhecem e se ligam aos sulcos maiores e menores de acidos
nucleicos (por exemplo, algumas formas de antibidéticos). Em
determinadas formas de realizagdo, os ligantes de acido nucleico

podem formar ligagdes de Watson-Crick e Hoogsteen com o alvo de
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acido nucleico (por exemplo, sondas de bis APN sdo capazes de

ligagdo de Watson-Crick e Hoogsteen a um acido nucleico).

O comprimento do ligante de acido nucleico pode também
determinar a especificidade da ligacdao. O custo energético de um
unico desemparelhamento entre o ligante e o alvo de acido
nucleico pode ser relativamente superior para sequéncias mais
curtas do que para mais longas. Em algumas formas de realizacgao,
a hibridacao de ligantes de &cido nucleico mails curtos pode ser
mais especifica do que a hibridacdo de sondas de &acido nucleico
mais longas, uma vez gue as sondas mais longas podem ser mais
susceptiveis a desemparelhamentos e podem continuar a ligar-se
ao acido nucleico dependendo das condigbdes. Em determinadas
formas de realizacao, os ligantes mais curtos podem apresentar
uma estabilidade de ligagao mais Dbaixa a uma determinada
temperatura e sal. Os ligantes que podem apresentar uma
estabilidade maior para ligar sequéncias mais curtas, podem ser
utilizados neste caso (por exemplo, bis APN). Em algumas formas
de realizacao, o ligante de 4acido nucleico pode ter um
comprimento na gama desde cerca de 4 nucledétidos até cerca de
12 nucledétidos, desde cerca de 12 nucledtidos até cerca de
25 nucledtidos, desde cerca de 25 nucledtidos até cerca de
50 nucledtidos, desde cerca de 50 nucledtidos até cerca de
100 nucledétidos, desde cerca de 100 nucledtidos até cerca de
250 nucledtidos, desde cerca de 250 nucledtidos até cerca de
500 nucledétidos ou desde cerca de 500 nucledtidos até cerca de
1000 nucledtidos. Em algumas formas de realizacdo, o ligante de
acido nucleico pode ter um comprimento numa gama que € maior do
que cerca de 1000 nucledtidos. Apesar do comprimento do ligante
de 4acido nucleico, todos os residuos nucleotidicos do ligante
podem nao hibridar com os nucledtidos complementares no alvo de
acido nucleico. Por exemplo, o ligante pode incluir 50 residuos

nucleotidicos de comprimento e apenas 25 desses residuos
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nucleotidicos podem hibridar com o alvo de 4&cido nucleico. Em
algumas formas de realizagao, os residuos nucleotidicos que
podem hibridar podem estar contiguos entre si. 0Os ligantes de
acido nucleico podem ser de cadeia simples ou podem incluir uma
estrutura secundaria. Em algumas formas de realizagao, uma
amostra bioldgica pode incluir uma célula ou uma amostra de
tecido e a amostra bioldgica pode ser submetida a hibridacao
in situ (ISH), wutilizando um ligante de Aacido nucleico. Em
algumas formas de realizacao, uma amostra de tecido pode ser
submetida a hibridacdo in situ para além de imuno-histoquimica
(IHC), para obter informacao desejada relativamente a amostra de

tecido.

Independentemente do tipo de ligante e do alvo, a
especificidade de ligagao entre o ligante e o alvo também pode
ser afectada dependendo das condigbdes de ligagao (por exemplo,
as condigdes de hibridagdo no caso de Acidos nucleicos
complementares). As condigbes de ligagao adequadas podem ser
realizadas por modulagdao de um ou mais de pH, temperatura ou

concentracao salina.

Um ligante pode ser marcado intrinsecamente (gerador de
sinal ou enzima ligada durante a sintese do ligante) ou marcado
extrinsecamente (gerador de sinal ou enzima ligada durante um
passo posterior). Por exemplo, para um ligante baseado em
proteina, um ligante marcado intrinsecamente pode ser preparado
utilizando aminodcidos marcados. De um modo semelhante, um acido
nucleico marcado intrinsecamente pode ser sintetizado utilizando
métodos que incorporam nucledtidos marcados com gerador de sinal
directamente no &acido nucleico crescente. Em algumas formas de
realizacgcao, um ligante pode ser sintetizado de um modo gque oS
geradores de sinal possam ser incorporados posteriormente. Por

exemplo, esta ultima marcagdao pode ser realizada por meios
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gquimicos através da introducdo de grupos amino ou tiol, activos
em acidos nucleicos de cadeilas peptidicas. Em algumas formas de
realizacgdo, um ligante, tais como uma proteina (por exemplo, um
anticorpo) ou um acido nucleico (por exemplo, um ADN), pode ser
marcado quimicamente directamente utilizando guimicas

apropriadas.

Em algumas formas de realizacgao, podem ser utilizadas
combinagdes de ligantes que podem proporcionar uma maior
especificidade ou, em determinadas formas de realizacgao,
amplificagao do sinal. Assim, em algumas formas de realizagao,
pode ser utilizada uma sanduiche de ligantes, em que o primeiro
ligante pode ligar-se ao alvo e servir para proporcionar uma
ligagdo secundaria, em que o ligante secundario pode ou nao
incluir um marcador, o qual pode ainda proporcionar uma ligacgao
terciaria (se requerida), em que o elemento de ligagao terciaria

pode incluir um marcador.

Os exemplos adequados de combinagdes de ligante podem
incluir anticorpo primario-anticorpo secundario, acidos
nucleicos complementares ou outros pares ligando-receptor (tal
como biotina-estreptavidina). Alguns exemplos especificos de
pares de ligantes adequados podem incluir anti-myc de murganho
para proteinas expressas recombinantes com epitopo c-myc;
anti-HisG de murganho para proteina recombinante com epitopo
His-Tag, anti-xpress de murganho para proteina recombinante com
epitopo-marcador, anti-cabra de coelho para moléculas primarias
de IgG de cabra, sequéncia de acido nucleico complementar para
um acido nucleico; anti-tio de murganho para proteinas de fuséo
de tiorredoxina, anti-GFP de coelho para proteina de fusao,
jacalina para o-D-galactose; e melibiose para proteinas de
ligacdo a hidratos de carbono, acgucares, matriz de acoplamento

de niquel ou heparina.
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Em algumas formas de realizacao, uma combinagcao de um
anticorpo primario e um anticorpo secundario pode ser utilizada
como um ligante. Um anticorpo primario pode ser capaz de ligar
uma regido especifica do alvo e o anticorpo secunddrio pode ser
capaz de se ligar ao anticorpo primario. Um anticorpo secundario
pode ser ligado a um gerador de sinal ou uma enzima antes de ser
ligado ao anticorpo primario ou pode ser capaz de se ligar a um
gerador de sinal ou uma enzima num passo posterior. Numa forma
de realizacgao alternativa, podem ser utilizados um anticorpo
primdrio e pares de ligacao ligando-receptor especificos (tal
como biotina-estreptavidina). O anticorpo primario pode ser
ligado a um elemento do par (por exemplo, biotina) e o outro
elemento (por exemplo, estreptavidina) pode ser marcado com um
gerador de sinal ou uma enzima. 0 anticorpo, avidina,
estreptavidina ou biotina secundaria pode ser, cada,

independentemente marcado com um gerador de sinal ou uma enzima.

Em algumas formas de realizacdo, os métodos aqui divulgados
podem ser utilizados num Pprocesso imuno-histoguimico e um
anticorpo primario pode ser utilizado para ligar especificamente
a proteina alvo. Um anticorpo secunddrio pode ser utilizado para
se ligar especificamente ao anticorpo primario, formando assim
uma ponte entre o anticorpo primario e um reagente subsequente
(por exemplo, um gerador de sinal ou enzima), se existir. Por
exemplo, um anticorpo primario pode ser uma IgG de murganho (um
anticorpo produzido em murganho) e o anticorpo secundario
correspondente pode ser um anti-murganho de cabra (anticorpo
produzido em cabra) que tem regides capazes de se ligarem a uma

regiao na IgG de murganho.

Em algumas formas de realizagao, pode ser obtida

amplificagdo do sinal quando varios anticorpos secundarios se
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podem ligar a epitopos no anticorpoe primario. Num PpProcesso
imuno-histoquimico, um anticorpo primdrio pode ser o primeiro
anticorpo utilizado no processo e o anticorpo secundario pode
ser o segundo anticorpo utilizado no processo. Em algumas formas
de realizagdo, um anticorpo primario pode ser Unico anticorpo

utilizado num processo de imunocoloracao.

Geradores de Sinal

O tipo de gerador de sinal adequado para os métodos aqui
divulgados pode depender de uma variedade de factores, incluindo
a natureza da andlise a ser conduzida, o tipo da fonte de
energia e do detector utilizado, o tipo de agente oxidante
utilizado, o tipo de 1ligante, o tipo de alvo ou o modo de
ligacdo entre o ligante e o gerador de sinal (e. g., clivavel ou

nao clivavel).

Um gerador de sinal adequado pode incluir uma molécula ou um
composto capaz de proporcionar um sinal detectavel. Um gerador
de sinal pode proporcionar um sinal caracteristico apds
interacgao com uma fonte de energia ou uma corrente. Uma fonte
de energia pode incluir uma fonte de radiacao electromagnética e
uma fonte da excitagcao de fluorescéncia. A fonte de radiacgao
electromagnética pode ser capaz de proporcionar a energia
electromagnética de qualquer comprimento de onda, incluindo
visivel, infravermelho e ultravioleta. A radiacao
electromagnética pode ser na forma de uma fonte de luz directa
ou pode ser emitida por um composto emissor de luz, tal como um
fluordéforo dador. Uma fonte de excitacdo de fluorescéncia pode
ser capaz de fazer uma fonte fluorescer ou pode originar
emissdes fotdnicas (isto ¢é, radiagao electromagnética, campo

eléctrico dirigido, temperatura, contacto fisico ou interrupcgao
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mecadnica). Os geradores de sinal adequados podem proporcionar um
sinal capaz de ser detectado através de uma variedade de métodos
incluindo medicgdes 6pticas (por exemplo, fluorescéncia),
condutividade eléctrica ou radiocactividade. 0Os geradores de
sinal adequados podem ser, por exemplo, emissores de 1luz,
aceitadores de energia, fluorescentes, radioactivos ou

desactivadores.

Um gerador de sinal adequado pode ser quimica e
estericamente compativel com os constituintes aos gquais esta
ligado, por exemplo, um ligante. Adicionalmente, um gerador de
sinal adequado nao pode interferir com a ligagao do ligante ao
alvo, nem pode afectar a especificidade de ligagao do ligante.
Um gerador de sinal adequado pode ser de natureza organica ou
inorgdnica. Em algumas formas de realizagdo, um gerador de sinal

pode ser de natureza quimica, peptidica ou acidico nucleica.

Um gerador de sinal adequado pode ser directamente
detectavel. Uma unidade directamente detectdavel pode ser tal que
pode ser detectada directamente através da sua capacidade para
emitir um sinal, tal como, por exemplo, um marcador fluorescente
que emite luz de um comprimento de onda particular apds
excitacao por luz de um outro comprimento de onda mais baixo
caracteristico e/ou absorve 1luz de um comprimento de onda

particular.

Um gerador de sinal, adequado de acordo com os métodos aqui
divulgados, pode ser susceptivel a manipulagao agquando da
aplicagao de um agente quimico. Em algumas formas de realizacgao,
um gerador de sinal pode ser capaz de ser destruido quimicamente
apds exposicao a um agente oxidante. A destruigcao quimica pode
incluir desintegracgao completa do gerador de sinal ou

modificagao do componente que produz o sinal do gerador de
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sinal. A modificagao do componente dque produz o sinal pode
incluir qualqguer modificacao gquimica (tais como adicgao,
substituigcao ou remogao) que puder resultar na modificacao das
propriedades geradoras de sinal. Por exemplo, a desconjugagao de
um gerador de sinal conjugado pode resultar na destruigao de
propriedades cromogénicas do gerador de sinal. De um modo
semelhante, a substituicao de um grupo funcional inibidor de
fluorescéncia num gerador de sinal fluorescente pode resultar na
modificagao das suas propriedades fluorescentes. Em algumas
formas de realizacao, um ou mais geradores de sinal
substancialmente resistentes a inactivacao por um agente quimico
especifico podem ser utilizados como uma sonda de controlo nos

métodos proporcionados.

Em algumas formas de realizacgao, um gerador de sinal pode
ser seleccionado de uma molécula emissora de luz, um

125 131
I e I), um marcador

radioisdétopo (e. g., P*? ou H3, 14C,
6ptico ou marcador de densidade electrdénica, um marcador activo
em Raman, uma enzima, um substrato enzimatico (por exemplo, um
substrato cromogénico), uma molécula com ressondncia electrodnica
de spin (tal como, por exemplo, radicais nitroxilo), uma
molécula transferidora de carga eléctrica (i. e., uma molécula
de transdutora de carga eléctrica), um nanocristal semicondutor,
uma nhanoparticula semicondutora, um nanocristal de ouro coldide,

uma microesfera, uma esfera magnética, uma particula

paramagnética ou um quantum dot.

Em algumas formas de realizacao, um gerador de sinal pode
incluir uma molécula emissora de luz. Uma molécula emissora de
luz pode emitir 1luz em resposta a irradiacao com luz de um
comprimento de onda particular. As moléculas emissoras de 1luz
podem ser capazes de absorver e emitir luz através de

luminescéncia (emissdo nao térmica de radiacao electromagnética
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por um material apds excitagao), fosforescéncia (luminescéncia
retardada como resultado da absorcgao de radiacgao),
gquimioluminescéncia (luminescéncia devido a uma reacgao

qgquimica), fluorescéncia ou fluorescéncia polarizada.

Em algumas formas de realizagao, um gerador de sinal pode
essencialmente incluir um fluordéforo. Em algumas formas de
realizagao, um gerador de sinal pode essencialmente incluir um
fluordéforo que possa ser ligado a um anticorpo, por exemplo,
numa analise de imuno-histoquimica. Os fluordéforos adequados que
podem ser conjugados a um anticorpo primario incluem, mas nao
estdao limitados a, fluoresceina, rodamina, Vermelho Texas, Cy2,
Cy3, Cy5, Vermelho VECTOR, ELF (Fluorescéncia Marcada
Enzimaticamente), Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy7, FluorX, calceina,
Calceina-2AM, Laranja (42 kDa), Tangerina (35 kDha), Ouro
(31 kDa), Vermelho (42 kDa) e Carmesim (40 kDa) da CRYPTOFLUOR,
BHMP, BHDMAP, Br-Oregon, Amarelo Lucifer, familia do corante
Alexa, N-[6-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino]caproil]
(NBD), BODIPY, diflureto de dipirrometeno de boro, Verde Oregon,
Vermelho MITOTRACKER, ficoeritrina, Ficobiliproteinas BPE
(240 kDa), RPE (240 kDa), CPC (264 kDa), APC (104 kDa), Azul
Espectral, Agua Espectral, Verde Espectral, Ouro Espectral,
Laranja Espectral, Vermelho Espectral, corantes de infravermelho
(IV), GDP-Ribose Ciclico (c¢cGDPR), Branco Calcofluor, Lissamina,
Umbeliferona, tirosina ou triptofano. Em algumas formas de
realizagao, um gerador de sinal pode essencialmente incluir um
corante de cianina. Em algumas formas de realizagao, um gerador
de sinal pode essencialmente incluir um ou mais de corante Cy3,

corante Cy5 ou corante Cy7.

Em algumas formas de realizagao, o gerador de sinal pode ser
parte de um par FRET. O par FRET inclui dois fluordéforos que séao

capazes de realizar FRET para produzir ou eliminar um sinal
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detectavel, quando posicionados na proximidade um do outro.
Alguns exemplos de dadores podem incluir Alexa 488, Alexa 540,
BODIPY 493, Oyster 556, Fluor (FAM), Cy3 ou TTR (Tamra). Alguns
exemplos de aceitadores podem incluir Cy5, Alexa 594, Alexa 647

ou Oyster 656.

Com aqui descrito acima, uma ou mais das moléculas acima
mencionadas, podem ser utilizadas como um gerador de sinal. Em
algumas formas de realizagao, um ou mais dos geradores de sinal
acima mencionados podem nao ser susceptiveis a destruicao
quimica e pode ser utilizado um ligador clivavel para associar o
gerador de sinal e o ligante. Em algumas formas de realizacgao,
um ou mais dos geradores de sinal acima mencionados, podem ser
susceptiveis a destruicdao do sinal e o gerador de sinal pode
essencialmente incluir uma molécula capaz de ser destruida
quimicamente. Em algumas formas de realizagao, um gerador de
sinal pode incluir um fluordéforo capaz de ser destruido
quimicamente por um agente oxidante. Em algumas formas de
realizagao, um gerador de sinal pode essencialmente incluir
cianina, cumarina, BODIPY, ATTO 658 ou ATTO 634, capaz de ser
destruido quimicamente por um agente oxidante. Em algumas formas
de realizagao, um gerador de sinal pode incluir um ou mais de um
corante Cy3, um corante Cy5 ou um corante Cy7, capaz de ser

destruido ou desactivado.

Enzima e Substratos Enzimaticos

Em algumas formas de realizacgao, uma sonda pode incluir um
ligante acoplado a uma enzima. Em algumas formas de realizacgao,
uma enzima adequada catalisa uma reaccao qguimica do substrato
para formar um produto de reacgao gue se pode ligar a um

receptor (e. g., grupos fendlicos) presente na amostra ou a um
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suporte sdélido ao gual a amostra esteja ligada. Um receptor pode
ser exdgeno (isto €&, um receptor aderido extrinsecamente a
amostra ou ao suporte sdlido) ou enddbgeno (receptores presentes
intrinsecamente na amostra ou no suporte sdélido). A amplificacao
do sinal pode ser efectuada, uma vez que uma Unica enzima pode
catalisar uma reacgao quimica do substrato para ligar

covalentemente miltiplos geradores de sinal perto do alvo.

Em algumas formas de realizacao, uma enzima adegquada pode
ser também capaz de ser inactivada por um agente oxidante. Os
exemplos de enzimas adequadas incluem peroxidases, oxidases,
fosfatases, esterases e glicosidases. Os exemplos especificos de
enzimas adequadas incluem peroxidase de rabano, fosfatase
alcalina, B-D-galactosidase, lipase e glucose oxidase. Em
algumas formas de realizagdao, a enzima ¢é uma peroxidase
seleccionada de peroxidase de rabano, citocromo C peroxidase,
glutationo peroxidase, microperoxidase, mieloperoxidase,

lactoperoxidase e peroxidase de soja.

Em algumas formas de realizagao, um ligante e uma enzima
podem ser corporizados numa Unica entidade, por exemplo, uma
molécula proteica capaz de se ligar a um alvo e também catalisar
uma reacg¢ao quimica de substrato. Noutras formas de realizagao,
um ligante e uma enzima podem ser corporizados em entidades
separadas e podem ser acoplados por formagao de ligagao
covalente ou por utilizacao de pares conjugados ligando-receptor

(e. g., estreptavidina e biotina).

Um substrato enzimdatico pode ser seleccionado dependendo da
enzima utilizada e do alvo disponivel para ligagdo na amostra ou
no suporte sdélido. Por exemplo, em formas de realizacgao que
incluem HRP como uma enzima, um substrato pode incluir um fenol

substituido (e. g., tiramina). A reacgado da HRP na tiramina pode
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produzir um substrato fendlico activado que se pode ligar a
receptores enddgenos como unidades ricas em electrdes (tais como
tirosina ou triptofano) ou grupos fendlicos presentes na
superficie de proteinas de uma amostra bioldégica. Em formas de
realizagao alternativas, nos casos em dgque pode ser utilizado
cloridrato de 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) como um
substrato conjuntamente com uma enzima HRP, 08 receptores
exdégenos como p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB) pode ser aderidos
ao suporte sdélido ou a amostra bioldgica antes de reagir com o

substrato.

Em algumas formas de realizacao, um substrato enzimatico
pode ser desfosforilado apds reaccdo com a enzima. O produto de
reaccao desfosforilado pode ser capaz de se ligar a receptores
enddégenos ou exdgenos (e. g., anticorpos) na amostra ou no
suporte sdélido. Por exemplo, uma enzima pode incluir fosfatase
alcalina (AP) e um substrato pode incluir NADP, fosfatos
substituidos (e. g., nitrofenilfosfato) ou biotina fosforilada.

Os receptores podem incluir, de um modo adequado, proteinas de

ligacgao a NAD, anticorpos para o) produto de reacgao
desfosforilado (e. g., anti nitro-fenol), avidina ou
estreptavidina.

Em algumas formas de realizacao, uma enzima pode incluir
B-galactosidase e um substrato pode incluir f-galactoprianosil-
glicésido de fluoresceina ou cumarina. Os receptores podem
incluir anticorpos ©para unidades desglicosiladas (e. g.,
anti-fluoresceina ou anti-cumarina). Em algumas formas de
realizacgdo, combinag¢des de multiplas enzimas como HRP/AP podem
ser utilizadas como uma enzima. Um substrato pode incluir fenol
substituido fosforilado, e. g., fosfato de tirosina, gque pode
ser desfosforilado pela AP antes de reagir com a HRP para formar

um produto de reacgao capaz de ligar grupos fendlicos ou
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receptores baseados em unidades ricas em electrdes.

Um produto de reacgao do substrato enzimatico pode ser ainda
capaz de proporcionar um sinal detectavel. Em algumas formas de
realizagdo, os substratos enzimaticos utilizados nos métodos
aqui divulgados podem incluir substratos nado cromogénicos ou nao
gquimioluminescentes, isto é&, uma reacgao da enzima e do
substrato enzimatico pode, ela prépria, nado produzir um sinal
detectavel. O0Os substratos enzimaticos utilizados nos métodos
aqui divulgados podem incluir um gerador de sinal extrinsico (e.

g., um fluordéforo) como um marcador. O gerador de sinal e o

substrato enzimatico podem ser ligados directamente (e. g., um
substrato enzimdtico com um marcador fluorescente) ou
indirectamente (e. g., através de um par conjugado
ligando-receptor). Em algumas formas de realizagao, um substrato
pode incluir grupos funcionais protegidos (e. g., grupos
sulfidrilicos). Apds ligacao do substrato activado aos

receptores, o grupo funcional pode ser desprotegido e efectuada
a conjugagao a um gerador de sinal, utilizando um gerador de
sinal gue tem um grupo tiol reactivo (e. g., maleimida ou

iodoacetilo).

Em algumas formas de realizacgao, uma sonda pode incluir
peroxidase de rébano e o substrato é seleccionado de fendis
substituidos (e. g., tiramina). Em algumas formas de realizacao,
a peroxidase de rdbano provoca a ligagdo covalente do substrato
fendlico activado a grupos fendlicos presentes na amostra ou num
suporte sdélido a gque a amostra esteja ligada. Em algumas formas
de realizagao, uma sonda pode incluir um ligante acoplado a HRP

e um substrato pode incluir tiramina acoplada a um fluordforo.
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Agentes Quimicos

Um agente quimico pode incluir um ou mais quimicos capazes
de modificar o gerador de sinal, a enzima ou o ligador clivavel
(se presente) entre o gerador de sinal e o ligante ou o
substrato enzimatico. Um agente gquimico pode ser colocado em
contacto com a amostra na forma de um sdélido, uma solugao, um

gel ou uma suspensao.

Em algumas formas de realizacdao, um agente quimico pode
incluir agentes oxidantes, por exemplo, espécies activas de
oxigénio, vradicais hidroxilo, oxigénio singuleto, perdxido de
hidrogénio ou ozono. Em algumas formas de realizacdo, um agente
guimico pode incluir perdxido de hidrogénio, permanganato de
potdssio, dicromato de sdédio, bromo aquoso, iodo-iodeto de

potdssio ou hidroperdxido de t-butilo.

Um ou mais dos agentes guimicos acima mencionados podem ser
utilizados nos métodos aqui divulgados, dependendo da
susceptibilidade do gerador de sinal, da enzima, do ligante, do
alvo ou da amostra Dbioldgica ao agente quimico. Em algumas
formas de realizacgao, pode ser utilizado um agente gquimico gque
essencialmente nao afecta a integridade do ligante, do alvo e da
amostra bioldégica. Em algumas formas de realizagao, pode ser
utilizado um agente gquimico gue nao afecta a especificidade de

ligagao entre o ligante e o alvo.

Em algumas formas de realizacao, em qgque dois ou mais (até
quatro) geradores de sinal podem ser utilizados simultaneamente,
um agente quimico pode ser capaz de modificar selectivamente um
ou mals geradores de sinal. A susceptibilidade de diferentes
geradores de sinal a um agente quimico pode depender, em parte,

da concentragao do gerador de sinal, temperatura ou pH. Por
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exemplo, dois fluordéforos diferentes podem ter susceptibilidade
diferente a um agente oxidante, dependendo da concentragao do

agente oxidante.

Em algumas formas de realizacdao, um agente quimico pode
incluir essencialmente um agente oxidante. Noutras formas de
realizacao, um agente quimico pode essencialmente incluir uma
solugcdo basica de um agente oxidante. Em algumas formas de
realizacgdo especificas, uma solugdo basica pode ter um pH na
gama desde cerca de 8 até cerca de 10. Em algumas formas de
realizacgdo, uma solucao basica (e. g., bicarbonato de s6dio)

pode ter pH de cerca de 10.

Um agente oxidante adequado pode ser seleccionado de
perdxido, periodato de sédio ou ozono. Em algumas formas de
realizacao, um agente oxidante adegquado pode incluir perdxido ou
uma fonte de perdéxido e a solugao basica pode incluir perdxido
de hidrogénio. A concentracao de perdxido de hidrogénio na
solugao basica pode ser seleccionada para oxidar
substancialmente o gerador de sinal fluorescente num periodo de
tempo predeterminado. Em algumas formas de realizacgao, a
concentragao de perdxido de hidrogénio na solugdo basica pode
ser seleccionada para inactivar substancialmente o gerador de
sinal fluorescente e a enzima num determinado periodo de tempo.
A concentracao de perdxido de hidrogénio na solucao basica pode
ser seleccionada de modo que a integridade da amostra, dos
alvos, do ligante ou da especificidade alvo-ligante possa ser

mantida.

Em algumas formas de realizacdo, uma solugdo basica pode
incluir perdéxido de hidrogénio numa quantidade gue seja numa
gama desde cerca de 0,5 porcento em volume até cerca de

5 porcento em volume, numa gama desde cerca de 1 porcento em
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volume até de cerca de 4 porcento em volume ou numa gama de
cerca de 1,5 porcento em volume até cerca de 3,5 porcento em
volume. Em algumas formas de realizagado especificas, uma solucgao
basica pode incluir perdxido de hidrogénio numa quantidade gque

seja numa gama de cerca de 3 porcento em volume.

Em algumas formas de realizacao, a solugdao basica pode néao
incluir reagentes gque removam os ligantes, os alvos ou ambos os
ligantes e os alvos a partir da amostra, tais como agentes

redutores ou agentes tensioactivos.

Andlise Sequencial de uma Amostra Bioldgica, Colocagdo em

Contacto e Ligagao da Sonda

Uma amostra bioldgica pode ser colocada em contacto com uma
sonda para ligar fisicamente a sonda a um alvo na amostra
biolégica. Em algumas formas de realizagdo, um alvo pode néao
estar facilmente acessivel para ligacdao da sonda e uma amostra
bioldégica pode ser adicionalmente processada para facilitar a
ligacao entre o alvo e o ligante na sonda, por exemplo, através
de recuperacao de antigénio, digestdo enzimatica, recuperagdo de

epitopo ou blogqueamento.

Em algumas formas de realizagao, uma sonda pode ser colocada
em contacto com a amostra bioldgica na forma de uma solugdao. Em
algumas formas de realizagao, uma sonda pode incluir um ligante
acoplado a um marcador (gerador de sinal fluorescente ou uma
enzima). O ligante e o marcador (gerador de sinal ou enzima)
podem ser corporizados numa Unica molécula e a solugao da sonda
podem ser aplicada num Unico passo. Alternativamente, o ligante
e o marcador (gerador de sinal ou enzima) podem ser entidades

distintas e a solucgao da sonda pode ser aplicada num Unico passo
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ou multiplos passos. Em todas as formas de realizacdo, uma sonda

de controlo pode ser ainda ligada a um ou mais alvos na amostra.

Dependendo da natureza do ligante, do alvo e da ligacao
entre os dois, pode ser permitido tempo suficiente de contacto.
Em algumas formas de realizacgao, pode ser utilizado um excesso
de moléculas de sonda (e, desta forma, moléculas ligantes) para
assegurar que todos os alvos na amostra bioldgica estao ligados.
Apds ter sido proporcionado um tempo suficiente para a acgao de
ligacao, a amostra pode ser colocada em contacto com uma solugao
de lavagem (por exemplo, uma solugao tampao apropriada) para
remover quaisquer sondas nao ligadas. Dependendo da concentracao
e do tipo de sonda utilizadas, uma amostra bioldgica pode ser
submetida a uma variedade de passos de lavagem, sendo utilizadas

solugbes de lavagem iguails ou diferentes em cada passo.

Em algumas formas de realizagao, a amostra bioldgica pode
ser colocada em contacto com mais do que uma sonda no primeiro
passo de contacto. A pluralidade de sondas pode ser capaz de
ligagao a diferentes alvos na amostra bioldégica. Por exemplo,
uma amostra bioldgica pode incluir dois alvos: alvol e alvo2 e
podem ser utilizados dois conjuntos de sondas neste caso: sondal
(sendo o ligantel capaz de ligagao ao alvol) e sonda2 (sendo o
ligante2 capaz de ligagao ao alvoZ). Uma pluralidade de sondas
pode ser colocada em contacto com a amostra bioldgica
simultaneamente (por exemplo, como uma Unica mistura) ou
sequencialmente (por exemplo, uma sonda pode ser colocada em
contacto com a amostra bioldgica, seguida por passo de lavagem,
para remover gqualguer sondal nao ligada, seguida por colocagao
em contacto de uma sonda2 com a amostra bioldgica e assim por

diante) .
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O numero de sondas gque podem ser simultaneamente ligadas ao
alvo pode depender do tipo de detecgao utilizado, isto €&, a
definicdo espectral realizavel. Por exemplo, para geradores de
sinal baseados em fluorescéncia, podem ser utilizadas quatro
sondas diferentes (proporcionando quatro sinais fluorescentes
espectralmente resoliaveis) de acordo com os métodos divulgados.
Espectralmente resollveis, em referéncia a um pluralidade de
geradores de sinal fluorescentes, 1ndica que as bandas de
emissao de fluorescéncia dos geradores de sinal sao
suficientemente distintos, isto g, suficientemente nao
sobrepostos, de modo gque os ligantes, aos quais o0s respectivos
geradores de sinal estao ligados, possam ser distinguidos com
base no sinal fluorescente produzido pelos respectivos geradores

de sinal, utilizando sistemas padrao de fotodeteccao.

Em algumas formas de realizagao, uma amostra bioldgica pode
ser essencialmente colocada em contacto com gquatro ou menos
sondas no primeiro passo de colocagao em contacto. Em formas de
realizagdo gue utilizam sondas baseadas em enzima, o numero de
sondas que podem ser simultaneamente ligadas ao alvo também pode
depender do numero de enzimas diferentes e dos seus substratos

correspondentes disponiveis.

Em algumas formas de realizacao, uma amostra bioldgica pode
incluir uma célula inteira, uma amostra de tecido ou a amostra
bioldégica pode estar aderida a uma micromatriz, um gel ou uma
membrana. Em algumas formas de realizagdo, uma amostra bioldgica
pode incluir uma amostra de tecido. A amostra de tecido pode ser
obtida através de uma variedade de processos incluindo, mas nao
limitados a, excisao, aspiracdao ou biopsia cirurgica. O tecido
pode ser fresco ou congelado. Em algumas formas de realizagao, a
amostra de tecido pode ser fixa e impregnada em parafina. A

amostra de tecido pode ser fixa ou, caso contrario, preservada
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através de metodologia convencional; a escolha de um fixador
pode ser determinada pelo objectivo para o qual o tecido ¢é
corado histologicamente ou, caso contrario, analisado. A duracao
da fixagao pode depender do tamanho da amostra de tecido e do
fixador wutilizado. Por exemplo, pode ser utilizada formalina
tamponada a pH neutro, solucao de Bouin ou paraformaldeido, para

fixar ou preservar uma amostra de tecido.

Em algumas formas de realizacao, a amostra de tecido pode
ser primeiro fixa e depols desidratada com uma série crescente
de alcooils, infiltrada e impregnada com parafina ou outros meios
de seccionamento, de modo que a amostra de tecido possa ser
seccionada. Numa forma de realizagao alternativa, uma amostra de
tecido pode ser seccionada e subsequentemente fixa. Em algumas
formas de realizacao, a amostra de tecido pode ser impregnada e
processada em parafina. Os exemplos de parafina gque podem ser
utilizados incluem, mas nao estao limitados a, Paraplast,
Broloid e Tissuemay. Assim que a amostra de tecido esta
impregnada, a amostra pode ser seccionada por um micrdétomo em
secgbes que podem ter uma espessura numa gama desde cerca de
trés micrones até cerca de cinco micrones. Uma vez seccionadas,

as seccgbes podem ser ligadas a laminas utilizando agentes de

adesdo. Os exemplos de agentes de adesdao de lamina podem
incluir, mas nao estao limitados a, silano, gelatina,
poli-L-1lisina. Em formas de realizacao, se for utilizada

parafina como o material de impregnagao, as secgbdes de tecido
podem ser desparafinizadas e reidratadas em agua. As secgdes de
tecido podem ser desparafinizadas, por exemplo, através de
utilizagcdo de agentes orgénicos (talis como xilenos ou séries

gradualmente decrescentes de alcoois).

Em algumas formas de realizacao, além dos processos de

preparagao da amostra discutidos acima, a secgao de tecido pode
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ser submetida a um tratamento adicional antes, durante ou depois
da imuno-histoguimica. Por exemplo, em algumas formas de
realizacgcao, a secgao de tecido pode ser submetida a métodos de
recuperacgao de epitopo, tal como aquecimento da amostra de
tecido em tampao citrato. Em algumas formas de realizagao, uma
secgao de tecido pode ser opcionalmente submetida a um passo de

blogqueamento para minimizar quaisquer ligag¢des nao especificas.

Em algumas formas de realizacao, a amostra bioldgica ou uma
porgdo da amostra bioldgica, ou alvos presentes na amostra
bioldgica, podem ser aderidos na superficie de micromatrizes de
ADN, na superficie de micromatrizes de proteina ou na superficie
de suportes sdélidos (tais como géis, membranas de transferéncia,
laminas de vidro, esferas, ou placas de ELISA). Em algumas
formas de realizacao, os alvos presentes na amostra bioldgica
podem ser aderidos na superficie de suportes sdélidos. Os alvos
na amostra bioldgica podem ser aderidos no suporte sdélido por
formagao de ligacao fisica, por formacdo de ligagdo covalente,

ou ambas.

Em algumas formas de realizagao, os alvos na amostra
bioldégica podem ser aderidos a membranas e sondados
sequencialmente utilizando métodos aqui divulgados. Em algumas
formas de realizacao, os alvos na amostra bioldgica podem ser
processados antes de contactarem a amostra com a membrana. Por
exemplo, as formas de realizacado gue envolvem métodos para
sondar alvos proteicos numa amostra de tecido podem incluir o
passo de extrair as proteinas alvo de uma amostra bioldgica de
um homogenato de tecido ou um extracto. Os tecidos sdlidos ou as
células inteiras podem ser primeiro quebradas mecanicamente
utilizando um liquidificador (para maiores volumes de amostra),
utilizando um homogeneizador (volumes menores) ou por sonicacgao.

Os diferentes compartimentos e organelos celulares podem ser
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separados utilizando técnicas de filtracdo e centrifugacao.
Podem também ser utilizados detergentes, sais e tampdes para
ajudar a lise celular e para solubilizar proteinas. De um modo
semelhante, as formas de realizagao dque envolvem métodos para
sondar acidos nucleicos, podem incluir o passo de preparacgao de
fragmentos de ADN ou ARN, por exemplo, utilizando endonucleases

de restrigao (para ADN).

Em algumas formas de realizagao, os alvos extraidos da
amostra bioldégica podem ser ainda separados por electroforese em
gel. A separacao dos alvos pode ser por ponto isoeléctrico (pI),
peso molecular, carga eléctrica ou uma combinacao destes
factores. A natureza da separacgao pode depender do tratamento da
amostra e da natureza do gel. Um gel adequado pode ser
seleccionado de um gel de poliacrilamida, um gel de

SDS-poliacrilamida ou um gel de agarose.

Uma membrana adequada pode ser seleccionada de modo que a
membrana tenha propriedades nao especificas de ligacao ao alvo.
Em algumas formas de realizagao, uma membrana adequada pode ser
seleccionada de uma membrana de fluoreto de polivinilideno, uma
membrana de nitrocelulose ou uma membrana de nylon. Em algumas
formas de realizacao, uma membrana adequada pode ser
seleccionada de modo que a membrana possa ser substancialmente
estavel para maltiplas sondagens. Em formas de realizagdo que
envolvem sondar os alvos utilizando sondas proteicas, as
membranas podem ser Dbloqueadas utilizando uma solugao de
blogueamento para evitar a ligacdao nao especifica de sondas
proteicas as membranas. Em formas de realizagdo que envolvem a
sondagem de fragmentos de ADN, o gel de ADN pode ser tratado com
uma solugao diluida de HCl1 ou uma solugao alcalina para
facilitar a transferéncia mais eficiente de ADN do gel para a

membrana.
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Em algumas formas de realizacao, a membrana pode ser
submetida a temperaturas numa gama de cerca de 60 °C até cerca
de 100 °C para ligar covalentemente os alvos a membrana, por
exemplo, alvos de ADN a uma membrana de nitrocelulose. Em
algumas formas de realizacao, a membrana pode ser exposta a
radiacao wultravioleta para ligar covalentemente os alvos a
membrana, por exemplo, alvos de ADN a uma membrana de nylon. Em
algumas formas de realizacao, os alvos na amostra bioldgica
podem nao ser separados por electroforese antes da transferéncia
para uma membrana e podem ser sondados directamente numa
membrana, por exemplo, através de técnicas de transferéncia por

gota.

Apds a preparagao da amostra de tecido ou a membrana, uma
solugao de sonda (e. g., solucao marcada com anticorpo) pode ser
colocada em contacto com a secgao de tecido ou a membrana
durante um periodo do tempo suficiente e sob condigbes adequadas
para ligagao do ligante ao alvo (e. g., antigénio). Como
anteriormente descrito, podem ser utilizados dois métodos de
detecgao: directo ou indirecto. Numa detecgao directa, um
anticorpo primarioc marcado com gerador de sinal (e. g.,
anticorpo primario marcado com fluordéforo ou anticorpo primario
marcado com enzima) pode ser incubado com um antigénio na
amostra de tecido ou na membrana que pode ser visualizado sem
interacgao adicional de anticorpo. Numa detecc¢aoc indirecta, um
anticorpo primario ndo conjugado pode ser incubado com um
antigénio e depois um anticorpo secundario marcado, pode-se
ligar ao anticorpo primario. Pode ocorrer amplificacdo de sinal
uma vez que diversos anticorpos secunddrios podem reagir com
diferentes epitopos no anticorpo primario. Em algumas formas de
realizacdo, dois ou mais (no maximo quatro) anticorpos primarios

(marcados ou nao marcados) podem ser colocados em contacto com a

57



amostra de tecido. Os anticorpos nao marcados podem ser depois

colocados em contacto com 0s correspondentes anticorpos

secunddrios marcados. Em formas de realizagdo alternativas,
podem ser utilizados um anticorpo primario e pares
ligando-receptor de ligacgao especifica (tais como
biotina-estreptavidina). O anticorpo primario pode ser ligado a

um elemento do par (por exemplo, biotina) e o outro elemento
(por exemplo, estreptavidina) pode ser marcado com um gerador de
sinal ou uma enzima. 0 anticorpo secundario, avidina,
estreptavidina ou biotina podem ser, cada, marcados

independentemente com um gerador de sinal ou uma enzima.

Em formas de realizagdo em que o anticorpo primario ou o
anticorpo secundario podem ser conjugados a um marcador
enzimatico, pode ser adicionado um substrato acoplado a gerador
de sinal fluorescente para proporcionar visualizagao do
antigénio. Em algumas formas de realizagdao, o substrato e o
gerador de sinal fluorescente podem ser corporizados numa Unica
molécula e podem ser aplicados num Unico passo. Noutras formas
de realizagao, o substrato e o gerador de sinal fluorescente
podem ser entidades distintas e podem ser aplicados num uUnico

passo ou multiplos passos.

Uma enzima acoplada ao ligante pode reagir com o substrato
para catalizar uma reacgdo quimica do substrato para ligar
covalentemente o) substrato acoplado ao gerador de sinal
fluorescente, a amostra bioldgica ou o suporte sdélido ao qual a
amostra esteja ligada. Em algumas formas de realizacao, uma
enzima pode incluir peroxidase de rabano e o substrato pode
incluir tiramina. A reaccao da peroxidase de rabano (HRP) com o
substrato de tiramina pode <causar a ligagao covalente do
substrato de tiramina a grupos fendlicos presentes na amostra ou

a um suporte soé6lido ao qual a amostra esteja ligada. Em formas
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de realizagdao que utilizam conjugados enzima-substrato, a
amplificacao de sinal pode ser alcancgada uma vez gue uma enzima
pode catalizar multiplas moléculas de substrato. Em algumas
formas de realizacgdo, os métodos aqui divulgados podem ser
utilizados para detectar alvos de baixa abundédncia utilizando
métodos de detecgdo indirecta (e. g., utilizando anticorpos
primarios-secundarios), utilizando métodos de amplificacao de
sinal de HRP-tiramida, ou combinacg¢des de ambos (e. g., métodos
indirectos de amplificagao de sinal de HRP-tiramida). A
incorporagdao de técnicas de amplificagdo de sinal nos métodos
aqui divulgados e correspondentemente o tipo de técnicas de
amplificacao de sinal incorporadas, pode depender da
sensibilidade requerida para um alvo particular e do numero de

passos envolvidos no protocolo.

Observagcao de um Sinal a partir da Sonda

Um sinal a partir do gerador de sinal pode ser detectado
utilizando um sistema de detecgao. A natureza do sistema de
deteccgao utilizado pode depender da natureza dos geradores de

sinal utilizados. O sistema de detecgao pode incluir um sistema

de deteccdo do ressonadncia electrdnica de spin (ESR), um sistema
de detecgao de dispositivo acoplado de carga (CCD) (e. g., para
radioisdétopos), um sistema de detecgcdo de fluorescéncia, um

sistema de detecgao eléctrico, um sistema de deteccao de filme
fotografico, um sistema de detecgdo quimioluminescente, um

sistema de detecgcdo enzimatico, um sistema de deteccgdo de

microscopia de forga atdmica (AFM) (para a detecgao de
microesferas), um sistema de deteccdao de microscopia de tunel de
varrimento (STM) (para a deteccgdao de microesferas), um sistema

de deteccdo Optica, um sistema de deteccdao de campo prdéximo ou

um sistema de deteccao de reflexao interna total (TIR).
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Uma ou mais das técnicas acima mencionadas podem ser
utilizadas para observar uma ou mais caracteristicas de um sinal
a partir de um gerador de sinal (acoplado com um ligante ou
acoplado com um substrato enzimatico). Em algumas formas de
realizagcao, a intensidade do sinal, comprimento de onda do
sinal, posigao do sinal, frequéncia do sinal ou deslocamento do
sinal, podem ser determinados utilizando wuma ou mais das
técnicas acima mencionadas. Em algumas formas de realizacao, uma
ou mails caracteristicas acima mencionadas do sinal podem ser

observadas, medidas e registadas.

Em algumas formas de realizagao, um gerador de sinal
(acoplado com  um ligante ou acoplado com  um substrato
enzimatico) pode incluir um fluordéforo e o comprimento de onda
de fluorescéncia ou a intensidade de fluorescéncia podem ser
determinados utilizando um sistema de detecc¢dao de fluorescéncia.
Em algumas formas de realizagao, um sinal pode ser observado
in situ, 1isto ¢é, um sinal pode ser observado directamente a
partir do gerador de sinal associado através do ligante ao alvo
na amostra bioldgica. Em algumas formas de realizacao, um sinal
a partir do gerador de sinal pode ser analisado na amostra
bioldégica, obviando a necessidade de sistemas de deteccgao

separados baseados em matriz.

Em algumas formas de realizacgao, a observagao de um sinal
pode incluir a captura de uma imagem da amostra bioldgica. Em
algumas formas de realizacgcao, pode ser utilizado um microscédpio
ligado a um dispositivo de captura de imagem, como um sistema de
deteccao, de acordo com os métodos aqui divulgados. Em algumas
formas de realizacgao, um gerador de sinal (tal como fluordéforo)
pode ser excitado e o sinal (tal como o sinal de fluorescéncia)

obtido pode ser observado e registado na forma de um sinal
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digital (por exemplo, uma imagem digitalizada). O mesmo processo
pode ser repetido para diferentes geradores de sinal (se
presentes) que estao ligados na amostra, utilizando os filtros

de fluorescéncia apropriados.

Aplicagdo de um Agente Quimico para Modificar o Sinal

Um agente gquimico pode ser aplicado a amostra para modificar
o sinal. Em algumas formas de realizacdo, a modificacdo de sinal
pode incluir uma ou mais de uma alteracdao na caracteristica do
sinal, por exemplo, uma diminuigao na intensidade do sinal, um
deslocamento no pico do sinal, uma alteracao na frequéncia de
ressonadncia ou clivagem (remocao) do gerador de sinal resultando
na remog¢aoc do sinal. Em algumas formas de realizacao, um agente
guimico pode ser aplicado para modificar o sinal por inactivacgéao
substancial do gerador de sinal fluorescente e da enzima
(se utilizada). Em algumas formas de realizagao, um agente
quimico pode incluir um agente oxidante que pode
substancialmente oxidar o gerador de sinal fluorescente. Em
algumas formas de realizagdao, um agente guimico pode ser
aplicado para modificar o sinal por oxidagao substancial da

ligagao clivavel para remover o gerador de sinal por clivagem.

Em algumas formas de realizacdo, um agente guimico pode
estar na forma de uma solugao e a amostra pode ser colocada em
contacto com a solugao de agente quimico durante uma gquantidade
de tempo predeterminada. Em algumas formas de realizacgao, um
agente quimico pode ser uma solugao basica gque tem um agente
oxidante. A concentracao da solugdo basica e o tempo de contacto
pode ser o dependente do tipo de modificagao de sinal desejado.
Em algumas formas de realizagdo, uma solucdo de agente qguimico

pode ser colocada em contacto com a amostra e o passo de
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oxidagao pode ser realizado durante menos de 30 minutos. Em
algumas formas de realizagcao, o passo de oxidacao pode ser
realizado durante menos de 15 minutos. Em algumas formas de
realizagcao, o passo de oxidacgao pode ser realizado durante cerca
de 30 segundos a cerca de 15 minutos. Em algumas formas de
realizagao, o passo de oxidagao pode ser realizado durante cerca
de 5 minutos. Em algumas formas de realizacgao, o passo de

oxidagdo pode ser realizado a temperatura ambiente.

Em algumas formas de realizagao, as condigdes de contacto
para o agente quimico podem ser seleccionadas de modo gque o
ligante, o alvo, a amostra bioldégica e a ligacao entre o ligante
e o0 alvo possam nao ser afectadas. Em algumas formas de
realizagcao, um agente quimico pode afectar apenas o gerador de
sinal e a enzima (se utilizada) e o agente oxidante pode nao
afectar a ligacao de alvo/ligante ou a integridade do ligante.
Assim, a titulo de exemplo, um ligante pode incluir um anticorpo
primdrio ou uma combinagao de anticorpo primario/secundario. Um
agente oxidante, de acordo com os métodos aqui divulgados, pode
afectar apenas o gerador de sinal, e o anticorpo primario ou a
combinag¢do de anticorpo primario/anticorpo secundario pode
permanecer essencialmente nao afectado. Em algumas formas de
realizagdo, um ligante (tais como um anticorpo primario ou uma
combinagcdo de anticorpo primario/anticorpo secundario) pode
permanecer ligado ao alvo na amostra bioldgica, apds contacto da

amostra com o agente oxidante.

Em algumas formas de realizacao, um ligante pode permanecer
ligado ao alvo na amostra bioldgica apds ter contactado a
amostra com o agente oxidante e a integridade do ligante pode
permanecer essencialmente nao afectada (por exemplo, um
anticorpo pode nao substancialmente desnaturar ou eluir na

presenga de um agente gquimico). Em algumas formas de realizagao,
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apds aplicagcao do agente oxidante a amostra, menos de
25 porcento dos ligantes podem ser removidos dos alvos na
amostra Dbioldégica. Em algumas formas de realizacgao, apds
aplicacdao do agente oxidante a amostra, menos de 20 porcento,
menos de 15 porcento, menos de 10 porcento ou menos de 5
porcento dos ligantes podem ser removidos dos alvos na amostra

bioldgica.

Em algumas formas de realizagao, pode ser observada uma
caracteristica do sinal apds contacto da amostra com um agente
oxidante, para determinar a eficacia da modificacdo de sinal.
Por exemplo, uma cor pode ser observada antes de aplicacao do
agente oxidante e a cor pode estar ausente apds aplicagao do
agente oxidante. Num outro exemplo, a intensidade de
fluorescéncia a partir de um gerador de sinal fluorescente pode
ser observada antes do contacto com o agente oxidante e apds
contacto com o agente oxidante. Em algumas formas de realizacgao,
uma diminuigcdo na intensidade do sinal por uma quantidade
predeterminada pode ser referida como uma modificagao de sinal.
Em algumas formas de realizacao, a modificagao de sinal pode-se
referir a uma diminuigdao na intensidade do sinal por uma
quantidade numa gama maior que cerca de 50 porcento. Em algumas
formas de realizacgao, a modificagdao de sinal pode-se referir a
uma diminuicdo na intensidade do sinal por uma quantidade numa
gama maior do que cerca de 60 porcento. Em algumas formas de
realizagao, a modificagao de sinal pode-se referir a uma
diminuig¢dao na intensidade do sinal por uma quantidade numa gama

maior do que cerca de 80 porcento.
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Colocagao em Contacto da Amostra com uma Sonda Subsequente e

Ligagao a um Alvo Subsequente

A amostra biocldgica ou a amostra ligada a um suporte
s6lido pode ser colocada em contacto com uma sonda subsequente
utilizando um ou mails processos aqui descritos acima para a
primeira sonda. A sonda subsequente pode ser capaz de ligar
alvos diferentes do alvo ligado nos passos anteriores. Em formas
de realizacao em que uma pluralidade de sondas pode ser colocada
em contacto com a amostra bioldgica nos passos de contacto da
sonda anterior, a sonda subsequente pode ser capaz de ligar um
alvo diferente dos alvos ligados pelo conjunto anterior de
sondas. Em algumas formas de realizagdo, uma amostra bioldgica
pode ser colocada em contacto com um pluralidade de sondas no
passo subsequente de contacto da sonda. Em formas de realizacgao
em que podem ser utilizados ligantes acoplados a enzimas como
sondas, os passos de ligacao podem ainda incluir passos
reaccionais envolvendo reacgao da enzima com um substrato

enzimatico acoplado ao gerador de sinal fluorescente.

Em algumas formas de realizacao, o gerador de sinal (e. g.,
um gerador de sinal fluorescente) utilizado nos diferentes
passos de ligacao pode ser o mesmo, isto €, detectavel no mesmo
canal de deteccadao. 0s métodos que utilizam o mesmo gerador de
sinal em diferentes passos de ligacao podem permitir a deteccgao
de multiplos alvos quando esta disponivel um nUmero limitado de
canals de deteccao. Em algumas formas de realizacgao, em gue pode
ser utilizado um conjunto de sondas (2 a 4 sondas) no primeiro
passo de ligagao, as sondas subsequentes podem incluir os mesmos
geradores de sinal gue nos passos anteriores de ligagao. Por
exemplo, um primeiro passo de ligagao pode incluir diferentes
ligantes conjugados com Cy3, Cy5 e Cy7. Em algumas formas de

realizagcao, os passos subsequentes de ligagao podem também
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incluir o mesmo conjunto de corantes, isto &, Cy3, Cy5 e Cy7.

Em algumas formas de realizacgao, o gerador de sinal (e. g.,
um gerador de sinal fluorescente) wutilizado nos diferentes
passos de ligacao pode ser diferente, isto é, independentemente
detectavel nos diferentes canais de detecgdo. Por exemplo, em
algumas formas de realizagao, uma primeira sonda pode incluir
uma corante Cy3, que tem um comprimento de onda de emissao
fluorescente na regiao verde e uma sonda subsequente pode
incluir um corante Cy7 que tem um comprimento de onda de emissao

fluorescente na regiao vermelha.

Em formas de realizagao que utilizam enzimas acopladas a
ligante como sondas, as enzimas e os substratos utilizados nos
diferentes passos de ligagcao e reacgao podem ser os mesmos. Um
agente oxidante pode inactivar a enzima anterior antes de ligar
a amostra a uma enzima subsequente, para prevenir reacgao
cruzada da enzima anterior com o substrato subsequente. Por
exemplo, um primeiro passo de ligagdao e reacgao pode incluir
ligante acoplado a HRP e tiramina acoplada a wum primeiro
fluordéforo. O passo de oxidacao pode envolver o0s passos de
oxidar substancialmente o) fluordforo e inactivar
substancialmente a HRP. Em algumas formas de realizacao, os
passos de oxidagao e inactivacdao podem ocorrer simultaneamente.
Em algumas formas de realizagao, os passos de oxidacao e
inactivacdo podem ocorrer sequencialmente. Apds oS passos de
oxidagao e inactivacao, a amostra pode ser colocada em contacto
com um subsequente ligante acoplado a HRP, que pode ser ainda
feita reagir com tiramina acoplada a um segundo fluordéforo. De
um modo semelhante, o0s passos subsequentes de ligagao e reacgao
podem ser realizados wutilizando multiplas iteragdes de HRP-
tiramina como conjugados enzima substrato, cada passo de ligacgao

e reacgao seguido pelo passo de oxidagcao e 1inactivacao. O
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primeiro fluordéforo e os fluordforos subsequentes podem ser
iguais ou diferentes dependendo do nuUmero de canais de deteccéao

disponiveis para deteccéao.

Em algumas formas de realizacao, o primeiro passo de ligacgao
pode incluir um conjunto de sondas (e. g., 2 a 4 sondas), cada
sonda incluindo um ligante capaz de ligagao a um alvo diferente
e cada enzima capaz de catalizar uma reaccao guimica de um
substrato diferente. Por exemplo, numa forma de realizagao, o0
primeiro conjunto de sonda pode incluir um ligantel acoplado a
HRP e um ligante2 acoplado a AP. O passo de reacgao pode incluir
colocar a amostra em contacto com tiramina acoplada a Cy3 e NADP
acoplado a Cy7. Apds reacgao das enzimas com os seus substratos
correspondentes e observacao dos sinais, o0s corantes de cianina
podem ser oxidados e as enzimas inactivadas por adigac de um
agente oxidante adequado. Os passos subsequentes de sondagem
podem incluir o mesmo conjunto de pares ligante-enzima e
substrato-fluordéforo ou diferentes conjuntos de pares
ligante-enzima e substrato-fluordforo. A pluralidade de sondas e
0 substrato-gerador de signal podem ser colocados em contacto
com a amostra bioldgica simultaneamente (por exemplo, como uma
Unica mistura) ou sequencialmente (por exemplo, uma sondal pode
ser colocada em contacto com a amostra bioldgica, seguida pelo
passo de lavagem para remover qualquer sondal nao ligada,
seguida pela colocagao de uma sondaZ2 em contacto com a amostra

bioldgica e assim por diante).

Observagao de um Sinal Subsequente a partir de uma Sonda

Subsequente.

Um ou mais métodos de deteccgdo, aqui descritos acima, podem

ser utilizados para observar uma ou mals caracteristicas de um
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sinal subsequente (e. g., segundo, terceiro, etc.) a partir de
um gerador de sinal subsequente (presente na sonda subsequente).
Em algumas formas de realizacéao, a 1intensidade de sinal,
comprimento de onda do sinal, posigao do sinal, frequéncia do
sinal ou deslocamento do sinal podem ser determinados utilizando
uma ou mais das técnicas acima mencionadas. Semelhante ao
primeiro sinal, um sinal subsequente obtido (por exemplo, um
sinal de fluorescéncia) pode ser registado na forma de um sinal
digital (por exemplo, uma imagem digitalizada). Em algumas
formas de realizagao, a observacao de um sinal subsequente pode
também incluir a captura de uma imagem Optica da amostra

bioldgica.

Reiteracgao dos Passos de Colocagao em Contacto, Ligacgao e

Observacgao

Em algumas formas de realizacdo, apds colocar a amostra em
contacto com uma sonda subsequente (e. g., segunda, terceira,
etc.), a oxidagcao do gerador de sinal e a subsequente
administracdo de sonda podem ser repetidas miltiplas vezes. Em
algumas formas de realizacao, apds observagao de um segundo
sinal a partir da segunda sonda, a amostra bioldgica pode ser
colocada em contacto com um agente oxidante para modificar o
sinal da segunda sonda. Além disso, uma terceira sonda pode ser
colocada em contacto com a amostra bioldgica, em gque a terceira
sonda pode ser capaz de ligacao a um alvo diferente da primeira
e segunda sondas. Do mesmo modo, um sinal da terceira sonda pode
ser observado seguido por aplicagao de agente oxidante para
modificar o sinal. Os passos de ligagao, observagao e oxidacgao
podem ser repetidos iterativamente multiplas vezes, utilizando
uma n-ésima sonda capaz de ligagado a alvos adicionais para

proporcionar ao utilizador informagao sobre uma variedade de
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alvos, utilizando uma variedade de sondas e/ou geradores de
sinal. Em formas de realizagao em gque podem ser utilizados
ligantes acoplados a enzimas como sondas, oS passos de ligacgao
podem ainda incluir passos reaccionals que envolvem reacgao da
enzima com um substrato enzimatico acoplado ao gerador de sinal
fluorescente. Em algumas formas de realizacgao, os passos de
oxidacao, ligacgdo, reaccgado (se aplicavel) e observagado podem ser
repetidos uma ou mais vezes. Em algumas formas de realizacao, os
passos de oxidacao, ligagdo, reaccgao {(se aplicavel) e observacgao
podem ser repetidos, pelo menos, 5, pelo menos 10 ou, pelo

menos, 20 vezes.

Em algumas formas de realizagadao, uma série de sondas pode
ser colocada em contacto com a amostra bioldgica de um modo
sequencial para obter uma analise multiplexada da amostra
bioldégica. Em algumas formas de realizacgdao, uma série de
conjuntos de sonda (incluindo no méaximo 4 sondas num conjunto)
podem ser colocados em contacto com a amostra bioldgica, de um
modo sequencial, para obter uma andlise multiplexada da amostra
biolégica. A andlise multiplexada refere-se genericamente a
andalise de multiplos alvos numa amostra bioldgica utilizando o

mesmo mecanismo de deteccao.

Colocagao em Contacto da Amostra com um ou mais Corantes

Morfoldgicos

Em algumas formas de realizacadao, uma amostra bioldgica pode
incluir uma célula ou um tecido, e a amostra pode ser colocada
em contacto com um corante morfoldgico antes, durante ou apds o
passo de contacto com a primeira sonda ou com a sonda
subsequente. Um corante morfoldégico pode incluir um pigmento gue

pode corar diferentes componentes celulares, de modo a facilitar
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a identificacdo do tipo de célula ou do estado da doenca. Em
algumas formas de realizacgcao, a corante morfoldgico pode ser
prontamente distinguido dos geradores de sinal nas sondas, isto
¢, o corante nao pode emitir sinal gque possa sobrepor-se ao
sinal da sonda. Por exemplo, para um corante morfoldgico
fluorescente, o sinal do corante morfoldgico nao pode
auto-fluorescer no mesmo comprimento de onda que os fluordforos

utilizados nas sondas.

Um corante morfoldégico pode ser colocado em contacto com a
amostra bioldégica antes, durante ou apds gualguer um dosS passos
acima mencionados. Em algumas formas de realizagao, um corante
morfoldégico pode ser colocado em contacto <com a amostra
bioldégica juntamente com o passo de contacto da primeira sonda.
Em algumas formas de realizacao, um corante morfoldgico pode ser
colocado em contacto com a amostra bioldgica antes de colocar a
amostra em contacto com um agente qguimico e apds ligar
fisicamente a primeira sonda ao alvo. Em algumas formas de
realizagao, um corante morfoldgico pode ser colocado em contacto
com uma amostra bioldgica apds se ter colocado a amostra em
contacto com um agente quimico e se ter modificado o sinal. Em
algumas formas de realizagao, um corante morfoldgico pode ser
colocado em contacto com uma amostra bioldgica juntamente com o©
passo de colocar em contacto a segunda sonda. Em algumas formas
de realizacgao, uma amostra bioldgica pode ser colocada em
contacto com o corante morfoldgico apds ligacao da segunda sonda
ao alvo. Em algumas formas de realizagcao em gque o0s corantes
morfoldgicos podem resultar em ruido de fundo para o sinal
fluorescente do gerador de sinal, os corantes morfoldgicos podem
ser colocados em contacto com a amostra bioldgica apds os passos
de sondar, oxidar e sondar de novo. Por exemplo, corantes
morfoldgicos como H&E podem ser sequencialmente representados

por imagem e registados apds os métodos aqui divulgados.
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Em algumas formas de realizacao, podem ser wutilizados
croméforos, fluordforos ou enzimas/substratos enzimdticos como
corantes morfoldgicos. Os exemplos adequados de cromdéforos gque
podem ser wutilizados como corantes morfoldgicos (e as suas
células, compartimentos subcelulares ou componentes celulares
alvo) podem incluir, mas nao estao limitados a, Eosina
(componentes celulares alcalinos, citoplasma), Hematoxilina
(dcidos nucleicos), Laranja G (glébulos vermelhos, células
pancreaticas e hipofisarias), Verde-claro SF (colagénio),
Romanowsky-Giemsa (morfologia celular global), May-Grunwald
(células sanguineas), Contra-corante Azul (Trevigen), Verde
Etilo (CAS) (amildide), Amarelo S Feulgen-Naftol (ADN), Giemsa
(cora diferencialmente varios compartimentos celulares), Verde
Metilo (amildide), pironina (dcidos nucleicos), Naftol-Amarelo
(gldébulos vermelhos), Vermelho Neutro (nucleos), corante
Papanicolaou (uma mistura de Hematoxilina, FEosina Y, Laranja G e
mistura de Castanho Bismarck (morfologia <celular global)),
Contra-corante Vermelho B (Trevigen), Contra-corante Vermelho C
(Trevigen), Vermelho da Siria (amildide), reagente de Feulgen
(pararosanilina) (ADN) , cromo-alimen de Galocianina (ADN) ,
cromo-alumen de Galocianina e Amarelo S naftol (ADN), Verde
Metilo-Pironina Y (ADN) , Tionina-reagente de Feulgen (ADN) ,
Laranja Acridina (ADN), Azul de Metileno (ARN e ADN), Azul de
Toluidina (ARN e ADN), Azul Alciano (hidratos de carbono),
Vermelho Ruténio (hidratos de carbono), Preto do Sudao
(lipidos), Sudao IV (lipidos), 6leo de Vermelho-0O (lipidos),
corante tricromatico de Van Gieson (mistura de acido fucsinico e
acido picrico) (células musculares), c¢orante tricromdtico de
Masson (mistura de hematoxilina, &cido fucsinico e Verde-Claro)
(cora diferencialmente colagénio, citoplasma, nucléolos),
Aldeido de Fucsina (fibras de elastina) ou corante de Weigert

(diferencia fibras reticulares e colagénias).
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Os exemplos de corantes morfoldgicos fluorescentes adequados
(e as suas células, compartimentos subcelulares ou componentes
celulares alvo, se aplicavel) podem incluir, mas nao estao
limitados a: 47 ,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (adcidos
nucleicos), FEosina (componentes celulares alcalinos,
citoplasma), Hoechst 33258 e Hoechst 33342 (duas bisbenzimidas)
(dcidos nucleicos), Iodeto de propidio (dcidos nucleicos),
Laranja Espectral (dcidos nucleicos), Verde Espectral (acidos
nucleicos), Quinacrina (acidos nucleicos),
fluoresceina-faloidina (fibras de actina), Cromomicina A3
(acidos nucleicos), reacgao de Acriflavina-Feulgen (acido
nucleico), reacgao de Auramina O-Feulgen (acidos nucleicos)
Brometo de etidio (acidos nucleicos), corantes Nissl
(neurdnios), fluordforos de ADN de elevada afinidade, tais como
POPO, BOBO, YOYO e TOTO e outros, e Proteina Verde Fluorescente
fundida com proteinas de ligagcdo a ADN (e. g., histonas), ACMA,

Quinacrina e Laranja Acridina.

Os exemplos de enzimas adequadas (e as suas posigdes ou
actividades celulares primarias) podem incluir, mas nao estao
limitadas a, ATPases (fibras musculares), succinato
desidrogenase (mitocdndria), citocromo ¢ oxidases (mitocdndria),
fosforilases (mitocdndria), fosfofrutocinases (mitocdbndria),
acetil <colinasterases (células nervosas), lactases (intestino
delgado), fosfatases acidas (lisossomas), leucina
aminopeptidases (células hepaticas), desidrogenases
(mitocdbndria), miodenilato desaminases (célula muscular), NADH

diaforases (eritrdécitos) e sacarases (intestino delgado).

Em algumas formas de realizagao, um corante morfoldgico pode
ser estavel para um agente oxidante, 1isto ¢é, as propriedades

geradoras de sinal do corante morfoldgico podem nao ser
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substancialmente afectadas pelo agente oxidante. Em algumas
formas de realizacdo, em gque uma amostra bioldgica pode ser
corada com uma sonda e um corante morfoldgico ao mesmo tempo, a
aplicacao do agente oxidante para modificar o sinal da sonda
pode nao modificar o sinal do corante morfoldgico. Em algumas
formas de realizacdo, um corante morfoldgico pode ser utilizado
como um controlo para co-registar a informagao molecular (obtida
através dos passos iterativos de sondagem) e a informacao

morfoldgica (obtida através dos corantes morfoldgicos).

Colocar em Contacto a Amostra com uma ou mais Sondas de

Controlo

Em algumas formas de realizacgao, uma sonda de controlo pode
ser ligada a um ou mails alvos na amostra bioldégica. Em algumas
formas de realizacadao, uma sonda de controlo pode ser ligada aos
alvos conjuntamente com o passo de contacto da primeira sonda.
Em algumas formas de realizagao, uma sonda de controlo pode ser
aplicada a amostra bioldgica simultaneamente com a primeira
sonda. Em algumas formas de realizagdao, uma sonda de controlo
pode ser aplicada a amostra bioldégica segquencialmente, isto &,
antes ou depois da aplicagao da primeira sonda, mas antes da

aplicacao do agente oxidante.

Uma sonda de controlo pode incluir um gerador de sinal que é
estavel para um agente oxidante ou as propriedades geradoras de
sinal do gerador de sinal nao sao substancialmente afectadas
quando colocadas em contacto com o agente oxidante. Um gerador
de sinal pode incluir um radioisdétopo que seja estavel ao agente

oxidante ou um fluordéforo que seja estavel ao agente oxidante.

125 131

Um radioisdétopo adequado pode incluir P*? ou u?, YC, I ou I.

Um fluordéforo adequado pode incluir DAPI.
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Em algumas formas de realizagao, um gerador de sinal
adequado pode ser acoplado a um ligante para formar uma sonda de
controlo. Por exemplo, um marcador radiocactivo pode ser acoplado
a um anticorpo para formar uma sonda de controlo e o anticorpo
pode-se ligar a um ou mais antigénios alvo presentes na amostra
bioldégica. Noutras formas de realizagao, um gerador de sinal
adequado pode ser capaz de ligar um ou mais alvos na amostra e
também proporcionar um sinal detectavel que € estavel na
presenga do agente oxidante. Por exemplo, uma sonda de controlo
adequada pode ser DAPI que € capaz de ligar a acidos nucleicos
na amostra e também capaz de proporcionar um sinal fluorescente

que é estavel ao agente oxidante.

Em algumas formas de realizacgao, uma sonda de controlo pode
ser utilizada nos métodos aqui divulgados para proporcionar uma
indicagdo da estabilidade dos alvos aos passos i1terativos de
coloragcao. Por exemplo, uma sonda de controlo pode ser ligada a
um alvo conhecido na amostra e um sinal do controlo observado e
quantificado. O sinal de controlo pode ser depois monitorizado
durante os passos iterativos de coloragao, para proporcionar uma
indicagao da estabilidade dos alvos ou ligantes aos agentes
oxidantes. Em algumas formas de realizacgao, uma medida
quantitativa (por exemplo, intensidade de sinal) do sinal de
controlo pode ser monitorizada para quantificar a quantidade de
alvos presentes na amostra apds 0s passos iterativos de

sondagem.

Em algumas formas de realizagao, uma sonda de controlo pode
ser utilizada para obter informagao quantitativa da amostra de
interesse, por exemplo, a concentracdo dos alvos na amostra ou o
peso molecular dos alvos na amostra. Por exemplo, um alvo de

controlo (tendo concentracgao conhecida ou peso molecular
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conhecido) pode ser carregado conjuntamente com a amostra de
interesse numa técnica de transferéncia. Uma sonda de controlo
pode ser ligada ao alvo de controlo e um sinal de controlo
observado. O sinal de controlo pode ser depois correlacionado
com os sinais observados a partir da amostra de interesse,

utilizando os métodos aqui descritos abaixo.

Em algumas formas de realizagao, uma sonda de controlo pode
ser utilizada nos métodos aqui divulgados para proporcionar o
co-registo de maltipla informacgao molecular (obtida através dos
passos iterativos de sondagem) e informacao morfoldgica (obtida,
e. g., utilizando DAPI). Em algumas formas de realizagao, os
métodos aqui divulgados podem incluir o co-registo de mualtiplas
imagens fluorescentes com as imagens morfoldgicas de campo claro
obtidas, e. g., utilizando H&E. Em algumas formas de realizacgao,
as sondas utilizadas nos passos iterativos de sondagem podem nao
ter dqualquer informag¢dao compartimental comum que possa ser
utilizada para registar as 1imagens de H&E. Uma sonda de
controlo, como um corante nuclear DAPI, pode ser utilizada para
co-registar o nuUcleo corado com hematoxilina nas imagens de
campo claro com as imagens fluorescentes. As imagens
fluorescentes e as imagens de campo claro podem ser
co-registadas utilizando algoritmos de registo de 1imagem gue
podem ser agrupados em duas categorias: técnicas baseadas em

intensidade e baseadas em caracteristica.

Correlagao do Primeiro Sinal e dos Sinais Subsequentes

Em algumas formas de realizagao, um Pprimeiro sinal, um
subsequente sinal ou o primeiro sinal e os subsequentes sinais,
podem ser analisados para obter informacao relativamente a

amostra bioldgica. Por exemplo, em algumas formas de realizacgao,
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uma presencga ou auséncia de um primeiro sinal pode indicar a
presenca ou auséncia do primeiro alvo (capaz de ligagao ao
primeiro ligante) na amostra bioldgica. De um modo semelhante, a
presencgca ou auséncia de um segundo sinal pode indicar a presencga
ou auséncia do segundo alvo (capaz de ligacgao ao segundo ligante
na amostra bioldgica). Em formas de realizagao em que podem ser
analisados alvos maltiplos utilizando uma pluralidade de sondas,
a presenga ou auséncia de um sinal particular pode indicar a
presenga ou auséncia do correspondente alvo na amostra

bioldgica.

Em algumas formas de realizagao, o0s passos de observacgao
podem incluir uma medida quantitativa de, pelo menos, um alvo na
amostra. Em algumas formas de realizacao, um valor de
intensidade de um sinal (por exemplo, intensidade de
fluorescéncia) pode ser medido e pode ser correlacionado com a
quantidade de alvo na amostra bioldgica. Uma correlacdao entre a
quantidade de alvo e a intensidade do sinal pode ser determinada
utilizando padrdes de calibracao. Em alguma forma de realizacgao,
0s valores de 1intensidade dos primeiro e segundo sinais podem
ser medidos e correlacionados com as respectivas quantidades do
alvo. Em algumas formas de realizagao, através da comparacao das
duas intensidades do sinal, podem ser verificadas as quantidades
relativas do primeiro alvo e do segundo alvo (relativamente um
ao outro ou relativamente a um controlo). De um modo semelhante,
nos casos em que podem ser analisados alvos multiplos utilizando
sondas maltiplas, podem ser determinadas as quantidades
relativas de alvos diferentes na amostra bioldgica, por medicgao
de diferentes intensidades do sinal. Em algumas formas de
realizacgao, uma ou mais amostras de controlo podem @ser
utilizadas, como aqui descrito acima. Por observagao de uma
presenga ou auséncia de um sinal nas amostras (amostra bioldgica

de interesse versus um controlo), pode ser obtida informacgao
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relativamente a amostra bioldgica. Por exemplo, através da
comparagao de uma amostra de tecido doente versus uma amostra
normal, pode ser obtida informagdao relativamente aos alvos
presentes na amostra de tecido doente. De um modo semelhante,
através da comparacao de intensidades do sinal entre as amostras
(i. e., amostra de interesse e um ou mais controlos), pode ser

obtida informacgdo relativamente a expressadao de alvos na amostra.

Em algumas formas de realizagcao, pode ser observada uma
posicao do sinal na amostra bioldgica. Em algumas formas de
realizacgao, pode ser observada uma localizagao do sinal, no
sinal bioldégico, wutilizando corantes morfoldgicos. Em algumas
formas de realizacao, podem ser observadas posigdes relativas de
dois ou mais sinais. Uma posicgao do sinal pode ser
correlacionada com uma posicao do alvo na amostra bioldgica,
proporcionando informagdo relativamente a localizagdo de alvos
diferentes na amostra bioldgica. Em algumas formas de
realizagao, um valor de intensidade do sinal e uma posicao do
sinal podem ser correlacionados para obter informacao
relativamente a localizagdo de alvos diferentes na amostra
bioldégica. Por exemplo, determinados alvos podem ser expressos
mais no citoplasma relativamente ao nucleo, ou vice-versa. Em
algumas formas de realizacdo, a informagdo relativamente a
localizacao relativa de alvos pode ser obtida por comparacao de

valores de posicgao e intensidade de dois ou mais sinais.

Em formas de realizacgao que utilizam técnicas de
transferéncia, 0s passos de observacgao podem incluir a
observacao de uma posicao do sinal na transferéncia. A posicgao
do sinal na transferéncia pode ser depois correlacionada com o0s
padrdes de calibracao carregados conjuntamente com a amostra no
gel, para obter a informagao relativamente ao peso molecular dos

alvos nas diferentes pistas. Em algumas formas de realizacao,

76



uma posigado do sinal na transferéncia pode ser correlacionada
com um peso molecular do alvo e o ponto isoeléctrico do alvo,
e. g., em 2D-PAGE. Em algumas formas de realizagdo, proteinas
estruturais, tais como actina ou tubulina, podem ser sondadas
utilizando sondas de controlo em transferéncias de Western, para

quantificar a quantidade de alvos na amostra.

Em algumas formas de realizagao, um ou mais dos passos de
observagao ou correlagcao podem ser realizados utilizando meios
auxiliados por computador. Em formas de realizagcdo em que o
sinal ou sinais do gerador de sinal podem ser armazenados na
forma de imagem ou imagens digitais, pode ser conduzida analise
auxiliada por computador da{s) imagem(s). Em algumas formas de
realizagao, as imagens (e. g., sinais a partir da(s) sonda(s) e
dos corantes morfoldgicos) podem ser sobrepostas utilizando
superimposicao auxiliada por computador para obter informacao
completa da amostra bioldgica, por exemplo, informacéao

topoldgica e de correlacao.

Em algumas formas de realizagao, um ou mais dos acima
mencionados podem ser automatizados e podem ser realizados
utilizando sistemas automatizados. Em algumas formas de
realizagao, todos o0s passos podem ser realizados utilizando

sistemas automatizados.

Os métodos aqui divulgados podem ter aplicacgdes analiticas,
de diagndstico e terapéuticas, em Dbiologia e medicina. Em
algumas formas de realizacao, os métodos aqui divulgados podem
ter aplicacgéao em histoquimica, particularmente,
imuno-histoquimica. A andlise de amostras de células ou tecidos
de um doente, de acordo com os métodos agqui descritos, pode ser
utilizada diagnosticamente (e. g., para identificar doentes que

tém uma doenga particular, gque estiveram expostos a um toxina
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particular ou estao a responder bem a uma terapéutica ou
transplante de &érgao particular) e prognosticamente (e. g., para
identificar doentes que 1rao provavelmente desenvolver uma
doenga particular que respondem bem a uma terapéutica particular
ou gue aceiltam um transplante de 6érgao particular). Os métodos
aqui divulgados, podem facilitar uma andlise exacta e de
confianga de uma pluralidade (e. g., potencialmente um numero
infinito) de alvos (e. g., marcadores de doencga) a partir da

mesma amostra bioldgica.

EXEMPLO 1 Oxidacao selectiva de corantes de cianina

utilizando perdxido de hidrogénio sem afectar DAPI.

Uma solucao de perdxido de hidrogénio (H20;) foil preparada
num tampaoc de bicarbonato de sédio por mistura de 1 volume de
biocarbonato de sédio 1 molar (1 M), 3 volumes de 4agua e
1 volume de 30 porcento (v/v) de perdéxido de hidrogénio. o pH do
bicarbonato de sédio foi ajustado a um pH 10 utilizando
hidrdéxido de sédio, antes de misturar com perdxido de

hidrogénio.

Trés solucgdes separadas de corantes de cianina: Cy3, Cyb e
Cy7 foram preparadas em &agua a uma concentracdo de cerca de
2 pM. Uma fracgao de uma solugao de corante de cianina foi
misturada com uma fracgao da solucao de H;0, para preparar uma
solugao de amostra com uma concentragao final de cerca de 3
volumes percentuais de H;0, e 1 micromolar (1 uM) de corante de
cianina (amostras 1 (Cy3), 2 (Cy5) e 3 (Cy7)). Uma solugao de
corante de cianina 1 uM em agua (sem H;0;) foi utilizada como um

controlo.
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A reacgdao de oxidagao do corante de cianina foi monitorizada
através da medicdo do espectro de absorcdao do corante num
espectrofotdédmetro de ultravioleta/visivel (UV/Vis) em funcgao do
tempo. A Fig. 1 mostra o espectro de absorcao da Amostra 1 em
fungdo do comprimento de onda, apds uma duragao de 10 minutos e
15 minutos. O wvalor da absorvéncia diminuiu consideravelmente
gquando comparado com o controlo. A Fig. 2 mostra os valores de
absorvéncia para as Amostras 1, 2 e 3 em fungao do comprimento
de onda. A absorvéncia das Amostras 1, 2 e 3 foili reduzida a zero
apés a duragao do tempo, apresentando destruigcdo guimica do
corante por H;0,. A duracaoc do tempo para as Amostras 1, 2 e 3
foi diferente para o diferente corante: 19 minutos para a
Amostra 1, 15 minutos para a Amostra 2 e 3 minutos para a

Amostra 3.

Uma solugao de 47 ,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) foi
preparada em Aagua a uma concentragao de cerca de 57 uM. Uma
fracgao da solugao de DAPI foili misturada com uma fracgao da
solugao de Hy0, para preparar uma solugdo com uma concentragao
final de cerca de 3 volumes percentuais de H;0, e 10 pg/mL de
DAPI (Amostra 4). Uma solugao de DAPI a 10 pg/mL em Aagua (sem

H,0,) foi utilizada como um controlo.

A reaccgdo de oxidagdo de DAPI foi monitorizada através da
medigao do espectro de absorgao da Amostra 4 em fungao do tempo.
A Fig. 3 mostra o espectro de absorc¢cao da Amostra 4 em funcao do
comprimento de onda, ap6s uma duracao de 30 minutos e
140 minutos. O valor da absorvéncia da Amostra 4 nao variou
muito mesmo depois de um periodo de 140 minutos e foi na mesma
gama que o controlo, nao apresentando efeito significativo de

H202 em DAPI.
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EXEMPLO 2 Oxidacao selectiva de corantes de cianina

utilizando periodato de sédio sem afectar DAPI.

Uma solucao de periodato de sdédio (NaIO,) foi preparada por
mistura de uma solugao 0,2 molar de NalIO, em soro fisioldégico
tamponado com fosfato 0,1X (PBS). Trés solugbdes separadas de
corantes de cianina, Cy3, Cy5 e Cy7 foram preparadas em agua a
uma concentracgao de cerca de 2 uM. Uma fracgdao de uma solugao de
corante de cianina foi misturada com uma fracg¢ao da solugao de
NaIO, para preparar uma solugdo com uma concentragao final de
cerca de 1 pM de NalOs e 1 uM de corante de cianina
(Amostras 5 (Cy3), 6 (Cyb) e 7 (Cy7)). Uma solucgao de corante de
cianina com 1 pM em 4&gua (sem NaIO,) foi wutilizada como um

controlo.

A reacgao de oxidagao do corante de cianina foi monitorizada
através da medigcdo do espectro de absorcdao do corante num
espectrofotdémetro de ultravioleta/visivel (UV/Vis) em funcao do
tempo. A Fig. 4 mostra o espectro de absorgao da Amostra 5 em
funcao do comprimento de onda, apds uma duragao de 20 minutos,
60 minutos e 210 minutos. O valor da absorvéncia diminuiu em
fungao do tempo quando comparado com o controlo. A perda
completa da absorvéncia foi observada apds 210 minutos para a
Amostra 5. A Fig. 5 mostra o espectro de absorcao da Amostra 6
em funcdao do comprimento de onda, apds uma duragao de 12 minutos
e 16 minutos. O valor da absorvéncia diminuiu em fung¢ao do tempo
quando comparado com o controlo. A perda completa da absorvéncia

foi observada rapidamente, apdés 16 minutos.

Uma solugcao de 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPTI) foi
preparada em agua a uma concentragao de cerca de 57 uM. Uma
fracgao da solugao de DAPI fol misturada com uma fracgao da

solugao de NalIO, para preparar uma solugao com uma concentragao
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final de cerca de 0,1 M de NaIO; e 10 pg/mL de DAPI (Amostra 8).
Uma solugdo de DAPI a 10 ug/mL em agua (sem NalIO,) foi utilizada

como um controlo.

A reaccgado de oxidagdo de DAPI foi monitorizada através da
medigao do espectro de absorgao da Amostra 8 em fungao do tempo.
A Fig. 6 mostra o espectro de absorcao da Amostra 8 em funcao do
comprimento de onda, apds uma duragcao de 22 minutos, 70 minutos
e 210 minutos. O valor da absorvéncia da Amostra 8 nao variou
muito, mesmo apds um periodo de 210 minutos e uma guantidade
significativa de DAPI permaneceu 1intacta gquando comparada ao

controlo.

EXEMPLO 3 Destruigao selectiva de corantes de cianina

utilizando base de hidrdéxido de sdédio sem afectar DAPI.

Uma solugao de NaOH foil preparada a uma concentragao de
0,1 M e 1 M. Trés solugdes separadas de corantes de cianina,
Cy3, Cy5 e Cy7 foram preparadas em 4agua a uma concentracao de
2 pM. Uma fracgao de uma solugao de corante de cianina foi
misturada com uma fracgao da solugdao de NaOH de duas
concentracdes diferentes de NaOH: NaOH a 0,1 M (Amostras 9a, 10a
e 1la) e NaOH a 1 M (Amostras 9b, 10b e 11b). Uma solucgao de
corante de cianina a 1 pM em &agua (sem NaOH) foi utilizada como

um controlo.

A destruicao com base do corante foli monitorizada através da
medicao do espectro de absorgao das amostras em funcgao do tempo.
A Fig. 7 mostra os espectros de absorcao das Amostras 9a, 10a e
1lla em funcgao do comprimento de onda, apds duracao de menos de
5 minutos. O valor da absorvéncia da Amostra 9a nao variou muito

e uma quantidade significativa de Cy3 permaneceu intacta quando
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comparada ao controlo. A Amostra 10a mostrou uma decomposigao de
20 porcento do corante Cyb5, enquanto a Amostra 1lla mostrou uma
decomposicao de 70 porcento do corante Cy7 utilizando NaOH a
0,1 M. A Fig. 8 mostra os espectros de absorg¢ao das Amostras 9b
e 10b em funcao do comprimento de onda, apdés duracao de menos de
5 minutos. A Amostra 9b mostrou uma decomposicao de 50 porcento
do corante Cy3, enquanto a Amostra 10b mostrou uma decomposicao

de 80 porcento do corante Cy5 utilizando NaOH a 1 M.

Uma solugao de 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPT) foi
preparada em &agua, a uma concentragdo de cerca de 57 uM. Uma
fracgao da solugao de DAPI foil misturada com uma fracgao da
solugao de NaOH de duas concentragdes diferentes de NaOH a 0,1 M
(Amostras 12a) e NaOH a 1 M (Amostras 12b). Uma solucao de
corante de DAPI de 10 ug/mL em agua (sem NaOH) foi utilizada
como um controlo. A destruigao com base de DAPI foi monitorizada
através da medigcao do espectro de absorcao das Amostras 12a e
12b em fungao do tempo. A Fig. 9 mostra os espectros de absorgao
das Amostras 12a e 12b em fungao do comprimento de onda. O valor
da absorvéncia das amostras nao variou muito e uma dquantidade
significativa de DAPI permaneceu intacta quando comparada ao

controlo.

EXEMPLO 4 Destruigao selectiva dos corante Cy5 e Cy7 sem
afectar Cy3

Uma solugdo de 5 porcento (p/v) de um nucledfilo foi
preparada por mistura de cloridrato de tris[2-carboxietil]-
fosfina (TCEP.HCl) em tampao de biocarbonato de sédio a 1 M
(pH final 7,7). Trés solugdes separadas de corantes de cianina,
Cy3, Cy5 e Cy7 foram preparadas em 4dagua a uma concentracao de

cerca de 2 puM. Uma fracgao de uma solugao de corante de cianina
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foi misturada com uma fracg¢ao da solugao de TCEP.HC1l para
preparar as Amostras 13 (Cy3), 14 (Cy5) e 15 (Cy7). Uma solugao
de corante de c¢ianina a 1 pM em &gua (sem TCEP.HC1l) foi

utilizada como um controlo.

A destruigcao do corante foi monitorizada através da medigao
do espectro de absorgao das amostras em funcao do tempo. A
Fig. 10 mostra os espectros de absorc¢ao das Amostras 13, 14 e 15
em fungao do comprimento de onda. O valor da absorvéncia da
Amostra 13 nao variou muito e uma quantidade significativa de
Cy3 permaneceu intacta quando comparada ao controlo, apds uma
duragcao de 60 minutos. As Amostras 14 e 15 mostraram uma
decomposicao significativa dos corantes Cy5 e Cy7 apds uma

duragao de 0,5 minutos.

EXEMPLO 5 Destruicgao selectiva do corante Cy7 sem
afectar Cy3

Uma solucao de perdxido de hidrogénio (H,0,) foil preparada
numa solucao de soro fisioldégico tamponado com fosfato (PBS) por
mistura de uma solugdao a 6 porcento (v/v) de H;0, em PBS 0, 8X
(pH final 6,6). Duas solugbdes separadas de corantes de cianina,
Cy3 e Cy7 foram preparadas em agua a uma concentragcao de cerca
de 2 uM. Uma fracgao de uma solugao de corante de cianina foi
misturada com uma fracgcao da solugao de H,0, para preparar as
Amostras 16 (Cy3) e 17 (Cy7)). Uma solugao de corante de cianina

1 uM em agua (sem H;0,) foi utilizada como um controlo.

A destruicao do corante foi monitorizada através da medicgéao
do espectro de absorgcao das amostras em funcao do tempo. A
Fig. 11 mostra os espectros de absorcao das Amostras 16 e 17 em

fungao do comprimento de onda. O valor da absorvéncia da
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Amostra 16 nao variou muito e uma quantidade significativa de
Cy3 permaneceu intacta quando comparada ao controlo, apds uma
duracao de 60 minutos. A Amostra 17 mostrou uma decomposicao

significativa do corante Cy7 apds uma duracao de 60 minutos.

Os seguintes exemplos 6-21 ilustram formas de realizagao da
invencao de acordo com as quais sao conduzidas multiplas
capturas de imagem de amostras de tecido. A coloracao multipla é
obtida por coloracao, captura de imagem, destruicao quimica do

corante, recoloracgao, captura de imagem e repeticdao dos passos.

EXEMPLO 6 Preparacgao de Amostras de Tecido para Coloragao

As amostras de tecido humano adulto foram obtidas como
ldminas de tecido impregnadas em parafina. As amostras de tecido
incluiram lédminas de c¢dlon (Biochain, T2234090), tecido mamario
normal (Biochain, T2234086), cancro da proéstata (Biochain,
T2235201-1), adenocarcinoma de c¢délon (Biochain, T2235090-1),
micromatriz de tecido mamdrio (Imgenex, IMH 367, p6l), TMA da
mama (Imegenex IMH 367, p32) e prdéstata normal (Biochain,
T2234201). As léminas impregnadas em parafina de tecido humano
adulto foram submetidas a um protocolo de imuno-histoquimica
para as preparar para coloracao. 0 protocolo incluiu
desparafinizacgao, reidratacao, incubacgao e lavagem. A
desparafinizacdo foi realizada através de lavagem das laminas
com Histochoice (ou tolueno) durante um periodo de 10 minutos e
com agitacado frequente. Apds desparafinizacdo, a amostra de
tecido fol reidratada por lavagem da lamina com solugao de
etanol. A lavagem foli realizada com trés solugdes diferentes de
etanol com concentragdes decrescentes. As concentragdes de
etanol utilizadas foram 90 porcento em volume, 70 porcento em

volume e 50 porcento em volume. A lémina foi depois lavada com
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soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS, pH 7,4). A
permeabilizagdao membranar do tecido foil realizada por lavagem da
ldamina com uma solug¢do de 0,1 porcento em peso de Triton TX-100.
Foi utilizado tampao de citrato a pH 6,0 (Solugao de Exposicgao
do Vector) para recuperagao do antigénio. As laminas foram
expostas ao tampao num panela de pressao durante um periodo de
15 minutos, seguido por arrefecimento a temperatura ambiente
durante um periodo de 20 minutos. A lamina foi depois bloqueada
contra ligagdao nao especifica, por lavagem com PBS e 900 pL de
3 porcento, em volume, de albumina de soro bovino (BSA) durante
45 minutos a 37 °C. Para a coloracao com anticorpos secundarios
(opcional), a léamina foi também bloqueada com 100 pL de soro da

espécie hospedeira do anticorpo secundario.

EXEMPLO 7 Conjugagao de anticorpos com um corante

Os anticorpos conjugados com corante foram preparados de
acordo com o seguinte processo. 0Os anticorpos utilizados para
conjugagao e coloragao incluiram anti-antigénio nuclear de
célula proliferativa, clone PC 10 (sigma Aldrich, P8825) ;
anti-alfa actina do masculo 1liso (SmA), clone 1A4 (sigma,
A2547); anti-beta catenina de coelho (sigma, C2206) ;
anti-pancitoqueratina de murganho, clone PCK-26 (sigma, C1801);
anti-receptor alfa de estrogénio de murganho, clone 1D5 (DAKO,
M7047),; anticorpo de beta catenina, clone 15B8 (sigma, C7738);
anti-vimentina de cabra (sigma, V4630); clone AR441 do receptor
de androgénio do ciclo (DAKO, M3562) ; Factor 7 de
Von Willebrand, gueratina 5, queratina 8/18, e-caderina,
Her2/neu, receptor de estrogénio, p53, receptor de progesterona,
beta catenina; anti-murganho de burro (Jackson Immunoresearch,
715-166-150); e anti-coelho de burro (Jackson Immunoresearch,

711-166-152) .
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Uma coluna de centrifugacao YM-10 Micron foi molhada com
250 mLn de PBS e a coluna foi centrifugada durante 15 minutos.
Foram pipetados 500 mL do anticorpo (200 pg/mL) na coluna
molhada. A coluna foi <centrifugada durante 30 minutos a
11000 rpm, a 4 °C. O anticorpo/proteina concentrado foli depois
transferido para um tubo novo e centrifugado durante 30 segundos
para remover a proteina concentrada. Uma solugao de tampao de
acoplamento foi depois misturada com a solugao concentrada de
anticorpo. A solugao tampao de acoplamento incluiu carbonato de
sédio a 1 M (pH entre 8-9) e foram utilizados 5 pL do tampédo por
100 pL da solugao de anticorpo. A solugao de anticorpo e tampao
foi adicionada a 0,01-0,1 mg do corante de cianina. O corante
foi reconstituido em DMSO a uma concentragdo de 10-20-mg/mL
antes de dincubar com o anticorpo. A solucao resultante foi
misturada exaustivamente por pipetagem e guaisquer Dbolhas
formadas foram removidas através de centrifugacao do tubo. A
solugao foi coberta com uma folha de aluminio e incubada a
temperatura ambiente durante um periodo de cerca de
30-45 minutos. Apds a 1incubacgdo, a solugadao foi adicionada a
coluna de centrifugacao YM-10 e centrifugada durante 30 minutos
a 4 °C, a 11000 rpm. A solugao foi lavada com PBS e centrifugada
para remover dqualguer corante nao conjugado ou anticorpo. A
solugao de anticorpo conjugado com corante foi depois diluida
com 50 porcento de glicerol e armazenada num congelador a

-20 °C.

EXEMPLO 8 Coloragao e captura de 1imagem de tecido com

corantes

Uma lamina preparada no Exemplo 6 foi incubada com um

anticorpo conjugado com corante preparado no Exemplo 7. A

86



incubagao foi conduzida em 3 porcento BSA durante 45 minutos em
37 °C. Apds incubagdo, a lamina foi submetida a uma série
extensa de lavagens com PBS. Quando foram utilizados anticorpos
secundarios (opcionais), a lamina fol incubada com um anticorpo
secundario em BSA durante 45 minutos, a 37 °C. Apds incubacgao, a
lamina fol submetida a uma série extensa de lavagens com PBS.
Uma lémina corada com anticorpo primdrio ou anticorpo secundario
(opcional) foi opcionalmente contra-corada com o corante

morfoldgico DAPI e foil coberta com uma lamela.

Uma lamina coberta com lamela foili submetida a captura de
imagem utilizando uma céamara. A camara utilizada foi uma cémara
de elevada resolugdo monocromatica Leica DFC 350FX montada num
microscdépio de fluorescéncia Leica DMRA2. A ampliacao utilizada
foi 20x, salvo indicacgdo em contrdario. Apds aquisicdo da imagem,
a lamela foili removida e a lamina foi lavada com PBS para a

preparacao da destruicao de sinal.

EXEMPLO 9 Destruicao do corante, coloracao e captura de

imagem

Uma solugao de NaOH e uma solugao de H;0, foram utilizadas
para a destruicao de sinal. Uma solugao de NaOH foi preparada
utilizando 500 plL de NaOH a 50 porcento em volume e 49,5 mlL de
PBS. O pH final da solugao de NaOH foi de cerca de 11,9-12,5.
Uma solugao de Hy0, foi preparada por mistura de 10 mL de
carbonato de sédio a 0,5 M (pH 10), 5 mL de H;0, a 30 porcento em
volume e 35 mL de &agua. Uma léamina fol colocada na solugao de
NaOH ou H;0, durante 15 minutos com agitacadao suave. Apds
15 minutos, a lamina fol lavada novamente com PBS, coberta com
uma lamela e representada novamente por imagem (opcional), para

verificar a eficacia da destruicao do corante, ou corada
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novamente e representada por imagem. A recoloragao e 0S pPassos
de recaptura de imagem foram realizados utilizando o processo
descrito no Exemplo 8. Depois da captura de imagem, uma lamina
foi submetida a destruigcao de sinal, coloracao e ciclos de
captura de imagem, e o processo foil repetido multiplas vezes. As
Amostras de tecido foram representadas por 1imagem utilizando
1-9 anticorpos diferentes. Apds a captura de imagem com a série
de cianina, a lamina foi opcionalmente corada e representada por

imagem com corantes morfoldgicos H&E.

EXEMPLO 10 Coloracao de canal Unico e captura de imagem de

um tecido normal do cdlon utilizando NaOH

Uma léamina com c¢dlon normal foil corada com um anticorpo
primdrio anti-antigénio nuclear de <célula proliferativa de
murganho (PCNA) c¢lone PC 10 e visada com um anti-murganho
conjugado com Cy3 de burro, para formar a Amostra 18a. A Amostra
18a foil representada por imagem e depois tratada com uma solugao
de NaOH para formar a Amostra 18b que foi novamente representada
por 1imagem. Os passos de coloragao, captura de imagem e
destruigaoc do corante foram realizados de acordo com @o©Os
processos aquil descritos acima nos Exemplos 8 e 9. A Fig. 12
mostra micrografias (ampliacao de 10x) da Amostra 18a (antes da
destruigao do corante) e da Amostra 18b (apds destruicao do
corante). Apds tratamento com NaOH, permaneceu pouco ou nhenhum

sinal de Cy3.
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EXEMPLO 11 Coloracao de canal Unico e captura de imagem de

um tecido normal do c¢délon utilizando NaOH

Uma lamina com c¢délon normal fol corada com um anticorpo
primario anti-alfa actina do musculo 1liso de murganho (SmA)
clone 1A4 e visada com um anti-murganho conjugado com Cy3 de
burro, para formar a Amostra 19a. A Amostra 19a fol representada
por imagem e depoils tratada com uma solugao de NaOH para formar
a Amostra 19b qgue foili novamente representada por imagem. Os
passos de coloragao, captura de imagem e destruicao do corante
foram realizados de acordo com 0s processos aqui descritos acima
nos Exemplos 8 e 9. A Fig. 13 mostra micrografias (ampliacgao de
10x) da Amostra 1%9a (antes da destruicao do corante) e da
Amostra 19b (apds destruigcdao do corante). Apds tratamento com

NaQOH, permaneceu pouco ou nenhum sinal de Cy3.

EXEMPLO 12 Coloragao de dois canails e captura de imagem de

um tecido normal da mama utilizando NaOH

Um tecido normal da mama foi corado com um anticorpo
primario SmA, visado com um anti-murganho conjugado com Cy3 de
burro e contra-corado com DAPI para formar a Amostra 20a. A
Amostra 20a foi representada por imagem e depois tratada com uma
solugao de NaOH para formar a Amostra 20b que fol novamente
representada por imagem. Os passos de coloragao, captura de
imagem e destruigao do corante foram realizados de acordo com os
processos aqui descritos acima nos Exemplos 8 e 9. A Amostra 21b
fol corada novamente com um anticorpo primario de anti-beta
catenina de coelho e visada com um anti-coelho conjugado com Cy3
para formar a Amostra 20c. A Amostra 20c foi representada por
imagem e depois contra-corada com H&E para formar a Amostra 20d

e representada novamente por imagem.
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A Fig. 14 mostra micrografias da Amostra 20a (antes da
destruicao do corante) e da Amostra 20b (apdés destruicao do
corante). Apds tratamento com NaOH, permaneceu pouco ou nhenhum
sinal de Cy3 e foi observado apenas DAPI. A micrografia da
Amostra 20c mostrou que a captura de imagem no mesmo canal Cy3
foi possivel por coloragao com um anticorpo diferente. Foi
obtida informagcao morfoldgica sobre o tecido através de

coloracao adicional com H&E (Amostra 20d).

EXEMPLO 13 Coloracgao de dois canais e captura de imagem de

tecido de cancro da préstata utilizando NaOH

Um tecido de cancro da préstata foi corado com um anticorpo
primdario anti-pancitoqueratina de murganho clone PCK-26 e visado
com um anti-murganho conjugado com Cy3 de burro, para formar a
Amostra 2la. A Amostra 2la fol representada por imagem e depois
contra-corada com DAPI para formar a Amostra 21b. A Amostra 21b
foi representada por imagem e depois tratada com uma solugao de
NaOH para formar a Amostra 21c que fol novamente representada
por 1imagem. Os passos de coloracgao, captura de 1magem e
destruicao do corante foram realizados de acordo com ©0OsS
processos aqui descritos acima nos Exemplos 8 e 9. A Amostra 21c
foili corada novamente com um anticorpo primario SmA e visada com
um anti-coelho conjugado com Cy3 para formar a Amostra 21d e

representada novamente por imagem.

A Fig. 15 mostra micrografias da Amostra 2la e b (antes da
destruicao do corante) e da Amostra 21c (apdés destruicao do
corante). Apds tratamento com NaOH, permaneceu pouco oUu nhenhum
sinal de Cy3 e foi observado apenas DAPI. A micrografia da

Amostra 21d mostrou que a captura de imagem no mesmo canal Cy3
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foi possivel por coloragao com um anticorpo diferente. Foi
obtida informacdao nuclear sobre o tecido através de coloracéao

com DAPI (Amostra 21b).

EXEMPLO 14 Coloracgao de dois canais e captura de imagem de

um adenocarcionoma do cdlon utilizando NaOH

Uma léamina de adenocarcionoma do c¢dlon foi corada com um
anticorpo primario anti-pancitoqueratina de murganho clone
PCK-26 e visada com um anti-murganho conjugado com Cy3 de burro,
para formar a Amostra 22a. A Amostra 22a foli representada por
imagem e depois contra-corada com DAPI para formar a Amostra
22b. A Amostra 22b fol representada por imagem e depois tratada
com uma solugao de NaOH para formar a Amostra 22c que foi
novamente representada por imagem. Os passos de coloragao,
captura de imagem e destruicao do corante foram realizados de
acordo com 0s processos aqul descritos acima nos Exemplos 8 e 9.
A Amostra 22c¢ foi corada novamente com um anticorpo primario SmA
e visada com um anti-coelho conjugado com Cy3 para formar a

Amostra 22d e representada novamente por imagem.

A Fig. 16 mostra micrografias da Amostra 22a e b (antes da
destruicao do corante) e da Amostra 22c (apds destruicao do
corante). Apds tratamento com NaOH, permaneceu pouco ou nenhum
sinal de Cy3 e foi observado apenas DAPI. A micrografia da
Amostra 22d mostrou que a captura de imagem no mesmo canal Cy3
foi possivel por coloragao com um anticorpo diferente. Foi
obtida informag¢ao nuclear sobre o tecido através de coloragao

com DAPI (Amostra 22Db).
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EXEMPLO 15 Coloracao de dois canais e captura de imagem de
uma micromatriz de tecido mamario com medigdo de linha de base

utilizando o NaOH

Uma micromatriz de tecido mamario (Amostra 23a) foi
representada por 1imagem no canal DAPI e Cy3 para medir a
autofluorescéncia do tecido. A Amostra 23a foi depois corada com
DAPI para formar a Amostra 23b, representada por imagem e depois
tratada com NaOH para formar a Amostra 23c e representada
novamente por imagem. A Amostra 23a foi também corada com um
anticorpo primario anti-receptor alfa de estrogénio de murganho
clone 1D5 e visada com um anti-murganho conjugado com Cy3 de
burro, para formar a Amostra 23d. A Amostra 23d fol representada
por imagem e depois tratada com uma solugao de NaOH para formar
a Amostra 23e que foli novamente representada por 1imagem. Os
passos de coloracgao, captura de imagem e destruicao do corante
foram realizados de acordo com o0s processos aqul descritos acima

nos Exemplos 8 e 9.

A Fig. 17 mostra micrografias das Amostras 23a-e. As
micrografias das Amostras 23c¢c e 23e foram comparadas a
autofluorescéncia (linha de Dbase) observada na Amostra 23a.
Ambas as Amostras mostraram redugao de sinal. A amostra corada
com DAPI mostrou redugdo de sinal possivelmente devido a

destruicgdo dos acidos nucleicos aos quais se liga DAPI.

EXEMPLO 16 Coloracao de trés canais e captura de imagem de

TMA da mama utilizando NaOH

Uma lémina de TMA da mama foili corada com um anticorpo
primédrio anti-pancitoqueratina de murganho clone PCK-26, visada

com um anti-murganho conjugado com Cy3 de burro e contra-corada
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com DAPI para formar a Amostra 24A. A Amostra 24A foi
representada por imagem e depois tratada com uma solucao de NaOH
para formar a Amostra 24b que fol novamente representada por
imagem. Os passos de coloragao, captura de imagem e destruicgao
do corante foram realizados de acordo com 0SS processos aqui
descritos acima nos Exemplos 8 e 9. A Amostra 24b foi novamente
corada com um anticorpo beta catenina conjugado directamente com
Cy3 para formar a Amostra 24c e novamente representada por
imagem. A matriz fol novamente tratada com NaOH e marcada com
anticorpo SmA conjugado directamente com Cy3 para formar a
Amostra 24d e novamente representada por 1imagem. As imagens
obtidas foram registadas, pseudo-coradas e sobrepostas
(Amostra 24e) para produzir informagao espacial da expressao do
antigénio. A Amostra 24d foi corada adicionalmente com H&E para

formar a Amostra 24f.

A Fig. 18 mostra micrografias da Amostra 24A (antes da
destruigao do corante) e da Amostra 24b (apds destruicao do
corante). Apds tratamento com NaOH, permaneceu pouco ou nhenhum
sinal de Cy3 e apenas foli observado DAPI. As micrografias das
Amostras 24c e 24d mostraram que a captura de imagem no mesmo
canal Cy3 foi possivel através de <coloragdo com anticorpos
diferentes. Foi obtida informacdao morfoldgica sobre o tecido por

coloracao com H&E (Amostra 24f).

EXEMPLO 17 Coloracgao de doze canais e captura de imagem da

préstata normal utilizando NaOH

Foram capturadas imagens antes da coloracgao para definir a
linha de base da autofluorescéncia proveniente de cada canal.
Uma lamina de prdéstata normal foi corada com uma mistura de

anticorpos primarios: clone de anti-pancitoqueratina de murganho
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e anti-vimentina de cabra. 0Os dois anticorpos primarios foram
visados com uma segunda mistura de anticorpos secundarios
anti-murganho conjugado com Cy3 de burro e anti-cabra conjugado
com Cy5 de burro para formar a Amostra 25a. A Amostra 25a foi
representada por 1imagem e depois tratada com uma solugao de
NaOH. O tecido foi depois corado com uma segunda mistura de
anticorpos primarios: clone do receptor de androgénio e alfa
catenina. Os doils anticorpos primarios foram visados com uma
outra mistura de anticorpos secundarios conjugados com Cy3 e Cy5
para formar a Amostra 25b. A Amostra 25b fol representada por
imagem e depois tratada com uma solucao de NaOH. Isto foi
seguido por passos de coloracao-captura de imagem-tratamento com
NaOH-coloragao utilizando sete anticorpos directamente
conjugados com Cy- (Amostras 25c-25i). 0Os anticorpos utilizados
foram: alfa actina do muasculo liso, beta catenina, pancaderina,
factor 7 de Von Willebrand, queratina 5, queratina 8/18 e
e-caderina. Cada passo de coloracgao incluiu contra-coloracao com

DAPI (Amostra 257).

A Fig. 19 mostra micrografias da Amostra 25a (canais Cy3 e
Cy5), Amostra 25b (canais Cy3 e Cyb) e Amostras 25c¢c-25j. A
Fig. 19 mostra a captura multipla de imagem no mesmo canal Cy3
foi possivel através de coloragao com anticorpos diferentes. A
captura de maltipla imagem de 12 canais foi possivel com 9 dos

canais a serem canais Cy3.

EXEMPLO 18 Coloracao de quatro canails e captura de imagem da

prdéstata normal utilizando H0;

Foram capturadas imagens antes da coloragdo para definir a
linha de base da autofluorescéncia proveniente de cada canal.

Uma lémina da préstata normal foi corada com uma pancaderina
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conjugada directamente com Cy3 para formar a Amostra 26a. A
lamina foi representada por imagem e tratada com H,0,
(Amostra 26b), corada novamente com SmA conjugado com Cy3
(Amostra 26c¢), tratada com H,0, (Amostra 26d), corada novamente
com pancitoqueratina conjugada com Cy3 (Amostra 26e), tratada
com H,0, (Amostra 26f), corada novamente com vimentina conjugada

com Cy (Amostra 26g) e tratada com H;0, (Amostra 26g).

A Fig. 20 mostra micrografias das Amostras 26a-g. A Fig. 20
mostra que a captura maltipla de imagem no mesmo canal Cy3 foi
possivel através de coloragao com anticorpos diferentes e

destruindo o sinal utilizando H,0,.

EXEMPLO 19 Corante residual apds coloracado para proteinas

abundantes utilizando NaOH.

Uma proéstata normal (Amostra 27a) foi representada por
imagem no canal Cy3 para medir a autofluorescéncia do tecido. A
Amostra 27a foili depois corada com SmA conjugado com Cy3 para
formar a Amostra 27b, representada por 1imagem e depois tratada
com NaOH para formar a Amostra 27c, e novamente representada por
imagem. Os passos de coloragao, captura de imagem e destruigao
do corante foram realizados de acordo com o©0sS processos aqui
descritos acima nos Exemplos 8 e 9. A Fig. 21 mostra as
micrografias das Amostras 27a-c. Foil observado corante residual

apdés tratamento com NaOH.

Os valores de corante residual foram também monitorizados
durante a captura multipla de imagem de doze canais descrita no
Exemplo 17. Utilizando Gimp 2.2, as intensidades médias de pixel
foram recolhidas para cada fundo e imagem tratada com NaOH, e

dispostas em tabelas. A Fig. 22 mostra uma representacao grafica
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da intensidade média de pixel do fundo para cada ciclo na
captura de imagem, assim como uma pequena imagem de como era o
fundo antes da coloracaoc. Um grande pico na intensidade de
corante residual foi observado no ciclo 4 como SmA, uma proteina

abundantemente expressa foi corada no ciclo 3.

EXEMPLO 20 Corante residual apds coloracado para proteinas

abundantes utilizando NaOH e tratamento com H»0,.

Duas laminas de proéstata foram coradas com SmA conjugado
directamente com Cy3 (Amostras 28a e 28b). A ambas as laminas
foram dados passos de pré-tratamento, concentragao, recuperacgao
de antigénio idénticos e a uUnica diferenca foi o método de
destruicao de sinal: sendo 0 primeiro método com NaOH
(Amostra 28c) e o outro com H;0, (Amostra 28d). Outras duas
laminas de préstata foram coradas com pancaderina conjugada
directamente com Cy3 (Amostras 2%9a e 29b). A ambas as laminas
foram dados passos de pré-tratamento, concentracgdao, recuperacao
de antigénio idénticos e a uUnica diferenca foi o método de
destruicao de sinal: sendo 0 primeiro método com NaOH

(Amostra 29c¢) e o outro com H,0, (Amostra 29d).

A Fig. 23 mostra micrografias lado a lado de coloracdao SmA e
pancaderina e remogao de sinal. O H;O0, mostrou remogao mais
eficiente do corante para SmA e pancaderina, quando comparado a

NaOH.
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EXEMPLO 21 Corante residual apds coloragdao de multiplos
ciclos para proteinas abundantes utilizando NaOH e tratamento

com Hy0;.

Duas laminas da préstata foram coradas com SmA conjugado
directamente com Cy3 (Amostras 30a e 30b). A ambas as léaminas
foram dados passos de pré-tratamento, concentracgdo, recuperacao
de antigénio idénticos e a uUnica diferenca foi o método de
destruicao de sinal: sendo 0 primeiro método com NaOH
(Amostra 30c) e o outro com H,0, (Amostra 30d). As laminas foram
submetidas a 9 ciclos de coloracao e destruicao de sinal, antes

da coloracgao com pancitoqueratina conjugada com Cy3.

A Figura 24 compara a coloragao do primeiro ciclo de
coloragcao com pancaderina ao 9° ciclo da pancitoqueratina
utilizando NaOH e H;0, para destruir o sinal, apdés cada
coloracao. O Hy0, mostrou uma remogao mais eficiente do corante
apdés 9 ciclos quando comparado ao NaOH. A Figura 25 compara o
fundo de amostras nao coradas (Amostras 30e e 30f) e apds 9
ciclos de tratamento com NaOH e H,0, (Amostras 30c e 30d). O H,0,
mostrou remogcao mais eficiente do corante para SmA e pancaderina
gquando comparado ao NaOH. A Figura 26 ¢é uma matriz de
intensidades médias de pixel para o fundo de cada ciclo, para as
lédminas de NaOH e H;0,. 0O fundo para a lamina de H,0, foi
significativamente menor para cada ciclo, apds a linha de base
inicial. Abaixo de cada ciclo estada também uma pequena imagem de
cada fundo, estando a imagem de fundo de NaOH no cimo e a imagem

de fundo de H,0, em baixo.
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EXEMPLO 22 Estabilidade do anticorpo a agentes quimicos

Uma lamina de tecido de cdlon fol corada com um anticorpo
primdrio anti-beta catenina de coelho e visada com um anticorpo
secundario anti-coelho de burro conjugado com Cy3, para formar a
Amostra 3la. A Amostra 3la fol representada por imagem e depois
tratada com uma solugao de NaOH para formar a Amostra 31b que
foi novamente representada por imagem. Os passos de coloragao,
captura de 1imagem e destruicao do corante foram realizados de
acordo com 0s processos aquil descritos acima nos Exemplos 8 e 9.
A Amostra 31b foi corada novamente com um anticorpo secundario
anti-coelho conjugado com Cy3 para formar a Amostra 31lc e
novamente representada por imagem. A Fig. 27 mostra micrografias
das Amostras 3la-c. A Fig. 27 mostra que o anticorpo primario

permanece ligado a amostra apds tratamento com NaOH.

Uma lémina de tecido de cdélon foi corada com um anticorpo
primario anti-PCNA de murganho e visada com um anticorpo
secundario anti-murganho de burro conjugado com Cy3 para formar
a Amostra 3la. A Amostra 3la fol representada por 1imagem e
depois tratada com uma solucao de NaOH para formar a Amostra 32b
que foili novamente representada por imagem. Os passos de
coloracgao, captura de 1imagem e destruigao do corante foram
realizados de acordo com o0s processos aqul descritos acima nos
Exemplos 8 e 9. A Amostra 32b fol corada novamente com um
anticorpo secundario anti-murganho conjugado com Cy3 para formar
a Amostra 32c e novamente representada por imagem. A Fig. 28
mostra gque o anticorpo primario ainda estd ligado a amostra apds

tratamento com NaOH.

Os seguintes exemplos 23-26 ilustram formas de realizagao da
invengao de acordo com as quais sado conduzidas multiplas

capturas de imagem de amostras de tecido utilizando conjugados
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enzima-substrato-fluordforo. A coloragcao multipla é obtida por
coloracao, captura de imagem, destruicdo quimica do fluordforo,

recoloracgao, captura de imagem e repeticao dos passos.

EXEMPLO 23 Conjugagao de anticorpos com uma enzima

Os anticorpos utilizados foram anti-B-catenina de coelho
directamente conjugado com a enzima peroxidase de rabano (HRP),
anti-queratina 5 de murganho e anti-murganho de burro conjugado
com anticorpo de HRP. O substrato para a enzima HRP foi

substrato de tiramida conjugado com Cyb.

EXEMPLO 24 Coloracao e captura de imagem de tecido com HRP

Uma lémina preparada como no Exemplo 6 foi incubada com
anticorpo anti-B-catenina conjugado com HRP preparado no
Exemplo 23. A incubacgdo do anticorpo primario foi conduzida em
3 porcento de BSA durante 45 minutos a 37 °C. Apds incubacéao, a
ldamina foi submetida a uma série extensa de lavagens com PBS. A
lédmina corada com HRP foi incubada com substrato de tiramida
conjugada com Cy5 em PBS/0,1% de Triton X-100 durante
10 minutos. Apds incubacdo, a lamina foi submetida a uma série
extensa de lavagens com PBS. 0O substrato de tiramida Cy5 foi
depois submetido a captura de imagem com um gerador de imagens
Zeiss Axio. A ampliagao utilizada foi 20x, salvo indicagao em
contrdario. A FIG. 29 mostra uma micrografia da Amostra 33 apds
coloracgdo para B-catenina. Apds a aquisicdo de imagem, a lamina

foi lavada com PBS para preparar a destruigcao de sinal.
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EXEMPLO 25 Modificagao de sinal, coloracao e captura de

imagem

Foi wutilizada uma solugao de H;0, para a destruicao de
sinal. Uma solucao de H;0, foli preparada por mistura da 10 mL de
carbonato de sédio a 0,5 M (pH 10), 5 mL de Hy;0, a 30 porcento em
volume e 35 mL de &agua. Uma lamina foi colocada na solugao de
H,0, durante 15 minutos com agitacao suave. Apdés 15 minutos, a
lamina foi lavada novamente com PBS (Amostra 34), coberta com
uma lamela e submetida novamente a captura de 1imagem para
verificar a eficacia da destruigao do corante. O passo de
recaptura de imagem fol realizado utilizando o processo acima
descrito no Exemplo 24. A FIG. 29 mostra uma micrografia da
Amostra 34 apds modificagdao de sinal gque mostra a remogao
substancial do sinal apds destruicdo de sinal. A Amostra 34 foi
depois reincubada com tiramida Cy5 para determinar a actividade
residual da enzima HRP e submetida a captura de 1imagem, como
acima. A FIG. 29 mostra uma micrografia da Amostra 35 e nao mais
Cy5 e enzima HRP sdao quimicamente inactivados por solugao de

H,0,, de modo gue nao ocorre mais reacgao enzima-substrato.

EXEMPLO 26 Recoloracao e recaptura de imagem de tecido com

corante

A lamina (Amostra 35) do Exemplo 25 foi incubada com
anticorpo anti-queratina 5 de murganho. A incubacao foi
conduzida em 3 porcento de BSA durante 45 minutos a 37 °C. Apds
incubagdo, a lémina foi submetida a uma série extensa de
lavagens com PBS. O anticorpo de queratina 5 foi depois
detectado com um anticorpo anti-murganho de burro conjugado com
HRP, em BSA durante 45 minutos a 37 °C. A lamina corada com HRP

foi incubada com substrato de tiramida conjugada com Cyb5, como
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no Exemplo 25. Apds incubagédo, a lamina foi submetida a uma
série extensa de lavagens com PBS. A lamina corada novamente com
Cy5 (Amostra 36) fol contra-corada com o corante morfoldgico,
DAPI, e coberta com uma lamela. A lamina coberta com lamela foi
re-submetida a captura de 1magem utilizando o processo acima
descrito no Exemplo 24. A FIG. 29 mostra uma micrografia da

Bmostra 36 apds coloragao para a proteina k5.

Os seguintes exemplos 27-31 ilustram formas de realizacao da
invencao de acordo com as quals sao conduzidas multiplas
capturas de imagem de transferéncias por gota. A coloragao
multipla € obtida por coloracgao, captura de imagem, destruicao
guimica do fluordforo, recoloracgao, captura de 1magem e

repeticao dos passos.

EXEMPLO 277 Imobilizagao de alvos numa membrana de

transferéncia

As proteinas alvo, ©péptido PB-catenina (Sigma 26561-1,
lote R1078-005) e antigénio CEA foram aplicados numa membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) a trés concentragdes
diferentes: 1 micrograma, 100 nanogramas e 10 nanogramas. A
membrana foi bloqueada utilizando 5% de leite em 1xTBS-T (tampao
de soro fisioldgico tamponado com Tris mais Tween 20) durante

1 hora a temperatura ambiente.

EXEMPLO 28 Coloracao de PB-catenina e captura de imagem das

transferéncias

Uma membrana de transferéncia preparada no Exemplo 27 foi

incubada com um anticorpo primario, anticorpo anti-f-catenina de
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coelho (Sigma, C7738). A incubacao foi conduzida a uma diluicgéao
de 1:200 de anticorpo, utilizando 1 porcento de leite em 1xTBS-T
durante 1 hora a temperatura ambiente (t.a.). Apds incubacao, a
membrana de transferéncia foil submetida a uma série extensa de
lavagens. A membrana de transferéncia foi depois incubada com um
anticorpo secundario anti-coelho de burro conjugado com Cy5
(preparado como no Exemplo 6) a diluigdo de 1:500, wutilizando
1 porcento de leite em 1xTBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente (t.a.). Apds incubacgcao, a membrana de transferéncia
(Amostra 37) foi lavada com 1xTBS-T. As imagens da membrana de
transferéncia (Amostra 37) foram capturadas no gerador de imagem
Typhoon (GE Healthcare) utilizando o canal Cy5 e uma voltagem de
450 V. A FIG. 30 mostra uma imagem da Amostra 37. Como mostrado
na FIG. 30, sao observados pontos de intensidades de sinal
varidveis para as trés concentragdes diferentes de proteina alvo

f-catenina.

EXEMPLO 29 Destruicao do corante e captura de imagem

Foi wutilizada uma solugao de Hy;0, para a destruicao de
sinal. Uma solugao de H,0, foil preparada por mistura da 10 mL de
carbonato de sdédio a 0,5 M (pH 10), 5 mL de H;0, a 30 porcento em
volume e 35 mL de agua. A membrana de transferéncia preparada no
Exemplo 28 foi colocada na solugao de H;0, durante 15 minutos a
temperatura ambiente com agitacdo suave. Apdés 15 minutos, a
membrana foi lavada trés vezes utilizando 1xTBS-T durante
5 minutos, para formar a Amostra 38. A membrana de transferéncia
(Amostra 38) foil submetida novamente a captura de imagem e as
imagens de transferéncia foram capturadas no gerador de imagem
Typhoon (GE Healthcare) utilizando o canal Cy5 e uma voltagem de
450 V. A FIG. 30 mostra uma imagem da Amostra 38. Como mostrado

na FIG. 30, nao foram observados pontos apds o passo de
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destruigcao do corante, indicando destruigcao substancialmente

completa de Cyb.

EXEMPLO 30 Coloracao do antigénio CEA e captura de imagem da

transferéncia

A membrana de transferéncia do Exemplo 29 foi incubada com
um anticorpo priméario, anticorpo anti-CEA de murganho. A
incubacgao foi conduzida a diluigao de 1:200 utilizando
1 porcento de 1leite em 1xTBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente (t.a.). Apds incubacgao, a membrana de transferéncia foi
submetida a uma série extensa de lavagens. A membrana de
transferéncia foi depois incubada com um anticorpo secundario
anti-murganho de burro conjugado com Cyb (preparado no
Exemplo 6) a diluigdo de 1:500, utilizando 1 porcento de leite
em 1xTBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente (t.a.). Apds
incubacgao, a membrana de transferéncia (Amostra 39) foi
submetida a uma série extensa das lavagens. As 1imagens da
transferéncia (Amostra 39) foram capturadas no Typhoon
utilizando o canal Cy5 e uma voltagem de 450 V. A FIG. 30 mostra
uma imagem da Amostra 39. Como mostrado na FIG. 30, sao
observados pontos de intensidades de sinal variaveis para as
trés concentragbes diferentes do antigénio CEA. O Exemplo
ilustra que dois alvos diferentes ©podem ser detectados

utilizando um Unico gerador de sinal.

EXEMPLO 31 Quantificacao do sinal apds cada passo

As amostras 37, 38, 39 e 40 foram ainda analisadas para
quantificar os sinais nos trés pontos detectados para cada

péptido (um exemplo representativo de regides escolhidas para a
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analise é mostrado na FIG. 30, com regides assinaladas com um
gquadrado numerado de 4-9 na FIG 30). Os sinais de cada amostra,
cada um dos pontos do péptido, foram normalizados a uma média de
trés pontos 1, 2 e 3 de fundo, como mostrado na FIG. 30. A
FIG. 31 é uma representacdo grafica de intensidades de sinal
relativas dos pontos para as Amostras 37, 38, 39 e 40, mostrando
que as intensidades de sinal reduzem 10 vezes apds o passo de

destruig¢ao do corante (Amostra 38).

Os seguintes exemplos 32-34 ilustram formas de realizacgao da
invengao de acordo com as quais o fluordforo é destruido por um
agente oxidante, sem remover significativamente a sonda

(anticorpo primario) do suporte sdédlido.

EXEMPLO 32 Preparacgao das Culturas Celulares

Alexa 488, BODIPY FL C5 (D6184), hidroxicumarina (H 1193)
foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA); ATTO 495, ATTO 635 e
ATTO 655 foram obtidos da ATTO-TEC (Siegen, Alemanha) ;
DY-734-NHS foi obtido da Dyomics (Jena, Alemanha); A cadaverina
de fluoresceina foi obtida da Biotium Inc. (Hayward, CA).
IgG-Cy3 anti-murganho de cabra e IgG-Cy5 anti-murganho de cabra
foram obtidos da Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. (West
Grove, PA). DPBS e PBS foram obtidos da Invitrogen; 16% de PFA
foi obtida da Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA). O
soro de cabra foi obtido da Vector Laboratories (Burlingame,
CA). Todos os restantes reagentes foram obtidos da Sigma (St.

Louis, MO).

As células LS174T (ATCC, CL-188) que expressam antigénio
carcino-embridénico (CERD) foram cultivadas em EMEM (ATCC,

N° cat. 30-2003) suplementado com 10% de FBS. As células foram

104



incubadas a 37 °C e 5% de CO, . Apds confluéncia de 90%, foram
sub-cultivadas ou inoculadas em placas de 96 pocos e mantidas a

crescer durante mais dois dias.

As células confluentes em placas de 96 pocgos foram lavadas
duas vezes com DPBS (com calcio) e depois foi adicionado 2% de
PFA (concentracao final) para fixar as células durante
10 minutos, seguida de permeabilizacao utilizando 0,1% de
Triton X-100 em PBS durante 5 minutos. Em seguida, as células
foram incubadas numa tampao de Dbloqueamento (10% de soro de
cabra + 3% de BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente. O
anti-CEA de murganho (concentragac final de 10 pg/mL em 3% de
BSA) foi adicionado imediatamente apds o passo de bloqueamento e

incubado de um dia para o outro.

EXEMPLO 33 Colocacgao em contacto do anticorpo primario com

agentes oxidantes

Para investigar o efeito de agentes oxidantes no anticorpo
primario, diversas solugdes de agentes oxidantes (como descritas
na Tabela 1) foram adicionadas a metade da placa, durante
30 minutos e depois exaustivamente lavadas com PBS. Os agentes
oxidantes utilizadas foram perdéxido de hidrogénio, bromo aquoso,
permanganato de potassio, dicromato de sddio, solugao de I,/KI,
perdéxido de t-butilo e hidroperdxido de t-butilo. A outra metade
da placa foi utilizada como controlo, com incubagbdes de PBS e
lavagens paralelas e nao foram aplicadas solugdes de agentes
oxidantes. Para testar o efeito de uma base na sonda, diferentes
bases, tais como NaOH, DBU aquoso (diazobiciclo-undeceno) e
butilamina aquosa, foram também colocadas em contacto com a

placa. O PBS foi aplicado como um agente de controlo.
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Todos os pogos foram incubados com 50 upL/pogo de IgG-Cy3
anti-murganho de <cabra ou IgG-Cy5 anti-murganho de cabra
(diluig¢ao 1:200). Toda a placa foi digitalizada, utilizando o
espectrofotdémetro Gemini M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
Foi digitalizado um total de c¢inco pontos em cada pogo e,
depois, calculada a média para obter uma leitura para cada pogo.
Para o corante Cy3, a fluorescéncia foi lida a um comprimento de
onda de excitagcao a 544 nm, 580 nm de emissao e 570 nm de
exclusao. Para Cyb, 640 nm de Excitacao, 675 de Emissao e 665 de

exclusao.

A Tabela 1 mostra os valores de fluorescéncia medidos apds
aplicagao do agente oxidante ao anticorpo primario, como
mostrado nas colunas 2 (Cy3) e 4 (Cy5). Os valores na Tabela sao
intensidade de fluorescéncia normalizada, isto €, uma razao da
intensidade de fluorescéncia medida para pogos colocados em
contacto com o agente oxidante, relativamente a intensidade de
fluorescéncia medida para os pogos de controlo (sem solugao
oxidante aplicada), multiplicada por 100. deste modo, um valor
préximo de 100% significa que a solugao oxidante nao tem efeito
sobre o anticorpo primario, quando comparada com o seu controlo

(sem solugao oxidante aplicada).

A Tabela 1 mostra que algum agente oxidante (e. g., H05)
ndo tem quase efeito no anticorpo primario (P > 0,1), ao passo
que noutros casos, a concentracao do agente oxidante pode ser
variada (e. g., para I,/KI), de modo a que o anticorpo primario
nao seja substancialmente afectado. As bases utilizadas (NaOH e
butilamina) apresentaram destruicao substancial dos anticorpos
primarios ao longo de numa variedade de concentragdes

utilizadas. O PBS ndo mostrou efeito no anticorpo primario.
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EXEMPLO 34 Colocagao em contacto dos fluordforos com agentes

oxidantes

Para testar o efeito do agente oxidante em células
marcadas com fluordforo, foram adicionadas diversas solugdes de
agentes oxidantes (como descritas na Tabela 1) a diferentes
filas (parte de controlo da placa) durante 30 minutos. A placa
foi 1lida novamente apds lavagem exaustiva, como descrito no

Exemplo 33.

A Tabela 1 mostra gue algum agente oxidante (e. g., H0,)
nado tem quase efeito no anticorpo primario, mas resulta em perda
substancial de propriedades de fluorescéncia para o corante de
cianina. 0Os dados referidos na Tabela 1 mostram ainda que a
destruigao de sinal fluorescente funcionou melhor a pH elevado
para solugbes de H;0,. Como aqui descrito, noutros casos, a
concentracao do agente oxidante pode ser variada (e. g., para
I,/KI), de modo a que o) anticorpo primario nao seja
substancialmente afectado, mas que o seja o corante de cianina.
As bases utilizadas (NaOH e Dbutilamina) apresentaram perda
substancial de sinal do corante de cianina, mas esta pode ser
devida a destruigdo (ou remogdo) do anticorpo primario pela
base. O PBS nado mostrou efeito no anticorpo primario e no

corante de cianina.
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Tabela 1 Intensidade de fluorescéncia normalizada medida

apdés colocagao em contacto da placa com diferentes agentes

oxidantes.

Solugdo de Em Cy3 Descolora- Em Cy Descolora-

Descoloracédo primario ¢do de Cy3 Primdrio ¢do de Cy5
(até 6 (até 4 (2 (1 conjunto)

conjuntos) conjuntos) conjuntos)

Agentes oxidantes

3% de Hy;0,, pH 10 105% 11% 124% 0%

3% de Hy;0,, pH 5 99% 73%

Bromo Aquoso 100% 14%

4% de permanga- 0% 0% 1% 0%

nato de potassio

1% de permanga- 80% 4%

nato de potassio

4% de dicromato 111% 69% 88% 25%

de sdédio.2H,0

4% de dicromato 213% 10%

de sé6dio.2H,0 em

Acido acético

5% de I, 9% 0% 7% 4%

10% de KI

0,5% de I, 82% 10%

1% de KI

0,05% de I,, 101% 72%

0,1% de KI

3,5% de perdxido 45% 103% 490% 84%

de t-butilo em

Acetonitrilo

108



(continuacgao)

Solugdo de Em Cy3 Descolora- Em Cy Descolora-

Descoloracgdo primério ¢80 de Cy3 Primdrio ¢do de Cy5
(até 6 (até 4 (2 (1 conjunto)

conjuntos) conjuntos) conjuntos)

3,5% de 166% 65% 107% 44%

hidroperdéxido de

t-butilo

Bases

NaOH a 0,35 N 17% 11% 14%

NaCOH a 0,1 N 37% 13% 34%

5% de DBU 40% 12% 40%

1% de DBU 38% 41%

5% de 20% 13% 38%

Butilaminina

Controlo

PBS 108% 79% 91% 96%

EXEMPLO 35 Medigao do espectro de descoloragao de corante

A densidade o¢ptica (D.0O.) foi utilizada para monitorizar a
destruigao de corante. Foram misturados 10 pL de corante com
volume igual de solugao oxidante e, depois, foram aplicados 2 uL
da solucgéao mista no Espectrofotdémetro ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc. Wilmington, DE). A densidade dptica (D.O.)
foi lida num gama de espectro variando entre 200 nm e 750 nm.
Para o estudo cinético, as medig¢des foram tomadas no tempo 0,

5 min, 15 min e 30 min.
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EXEMPLO 36 Estudo cinético de destruigcdao de Cy3 e Cy5 com
H20;

Para estudar a cinética de destruicao de corante, foi
utilizado perdéxido de hidrogénio (H20, a 1,5%, a pH 10) como um
agente oxidante e Cy3 e Cy5 como corantes representativos,
utilizando o método descrito no Exemplo 36. O espectro de
fluorescéncia da mistura de solucgéao oxidante-corante foi
monitorizado, durante um periodo de 30 minutos. A FIG. 32 mostra
o perfil temporal dos espectros de Cy3 e Cy5. Foil observada uma
diminuigdo réapida na D.O., indicando destruigdo de corante. Em
ambos os casos, a incubagao de 15 minutos, em H,0, a 1,5%, podia
praticamente destruir os corantes. Os valores de D.O. no pico de

excitacdo reduziram para 2%, para Cy3 e Cy5 apds 15 minutos.

EXEMPLO 37 Efeito das concentragdes de Hy;0, na descoloracgao

de Cy3

Foi testada uma gama de concentracdes de H;0, desde 0 até
1,5% e o espectro de absorcao foi monitorizado ao longo de
30 minutos, utilizando o método descrito no Exemplo 35. O pH da
solugao de Hy0, foi mantido a 10. O Cy3 foi utilizado como um
corante e a absorvéncia fol registada no seu comprimento de onda
maximo a 550 nm. Excepto para H;0, a 0,1%, todas as outras
concentragdes de Hy;0, mostraram-se muito semelhantes e quase
reduziram a absorvéncia do corante para 5%, no intervalo de
15 minutos, <como mostrado na FIG. 33. Nao existe diferenca
estatistica entre tratamentos com concentragbes de 0,5%, 1% e

1,5% (P > 0,1).
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EXEMPLO 38 Efeito de H,0, em diversos fluordforos

Um painel de corantes fluorescentes foil testado para o
efeito de H;0, (H;0, a 3%, pH 10) em diferentes fluordforos,
utilizando o método descrito no Exemplo 35. O espectro de
absorcao fol monitorizado ao longo de 30 minutos e os valores de
absorvéncia sao mostrados na FIG. 34. 0Os dados aqui mostrados
sdo valores de D.O., ao comprimento de onda de absorgdo maximo
do corante, normalizados para 0.D. no tempo 0. A fluoresceina,
que € muito sensivel a fotodescoloracgao, fol relativamente
estavel a este método oxidante. ATTO 496 e Alexa 488 também
foram menos sensiveis ao agente oxidante, quando comparados com
outros corantes. A FIG. 34 mostra que os corantes podiam ser

destruidos utilizando H,0,.

EXEMPLO 39 Efeito de H,0, em Quantum Dots (QD 655)

Foi testada uma gama de concentragdes de H;0, (diluigao de
20x a 2000x) e o espectro de absorg¢ao foi monitorizado ao longo
de 30 minutos, utilizando o método descrito no Exemplo 36. O pH
da solucgao de Hy;0, foi mantido a 10. Os valores de absorvéncia
foram comparados com uma amostra de controlo de uma solugao de

QD 655, a diferentes concentracdes (diluicao de 20x a 2000x).

Um solugao de conjugado de IgG anti-murganho de cabra de
F(ab’)2 Qdot 655 (1 pM) foi diluida 10x, 100x ou 1000x com
solucao de bicarbonato de sédio a 0,775 M (ajustada para pH 10).
A cada solucao, foi adicionado um volume igual de 6% de perdxido
de hidrogénio. Fracgdes de 100 pL de cada, em triplicado, foram
colocadas numa placa de microtitulacao de 96 pogos. As amostras
sem perdxido, mas diluidas para a mesma concentracdo final com

agua, foram utilizadas como controlos. Foi utilizada uma solucgao
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de bicarbonato diluida 2% Ccomo controlo do fundo. A
fluorescéncia foili medida ao longo do tempo, num leitor de placas
spectromax M2, utilizando os seguintes parédmetros: 350 nm de

Excitagao, 655 nm de Emissao e auto-exclusao de 630 nm. Para a

menor concentracgao, foi alcancada redugao de 99% em
fluorescéncia apobs 5 min. No intervalo de 30 min, a

fluorescéncia de todas as amostras de perdxido foi reduzida em

>99,5%. A fluorescéncia de amostras de controlo ficou
mailoritariamente intacta (>93% para a amostra de menor

concentracao e ~99% para a amostra de maior concentracgao).

Foi utilizado trés porcento de perdéxido de hidrogénio, em
tampao bicarbonato (pH 10), para destruir o sinal. Os valores de
absorvéncia foram comparados com uma amostra de controlo de uma
solugao de QD 655, a diferentes concentragdes (diluicao de 20x a
2000x). A todas as concentragdes de Qdot, a fluorescéncia foi
reduzida para menos de 6% do valor de controlo no intervalo de

de 5 minutos, como mostrado na FIG. 35.

EXEMPLO 40 Efeito de radicais hidroxilo na fluoresceina

Os espectros de absorcao do corante de fluoresceina FAM
cadaverina (“FAM-CAD") foram medidos utilizando diferentes
condigdes de agente oxidante para as Amostras 41 (FAM-CAD, H;0; e
H,O (1:1:1), 42 (FAM-CAD, Hy0, e FeCls (1:1:1)), 43 (FAM-CAD, H,0
e FeCls (1:1:1)), 44 (FAM-CAD e H;O (1:2)). Uma solugao de
Fluoresceina-cadaverina foi misturada com perdéxido de hidrogénio
a 9% e uma solugdo de FeCls a 2% em agua, na razao de 1:1:1 em
volume. A mistura fol deixada repousar durante 5 minutos. Uma
vez dque a adicdo de FeCl; altera o pH para altamente acidico e
gque se sabe que o espectro de fluoresceina ¢é diferente sob

condic¢des acidicas, antes da medigcdo do espectro UV/VIS, a
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solugdo foil tornada basica por adigdo de NaOH a 1 N, filtrada e
0o seu espectro foli registado. As solucgdes tratadas de modo
semelhante, excepto nos casos em qgque o perdxido de hidrogénio
foi substituido com &agua ou a solucao de FeCls foil substituida
com agua, foram utilizadas como controlos. Uma solugaoc em gue
FeCls e perdxido de hidrogénio foram substituidos com &gua, foi
também utilizada como outro controlo. Embora na presenca de
peréxido os espectros tenham um pouco de ruido e a linha de base
esteja elevada devido a formagdo de bolhas, os espectros mostram
claramente gque enquanto as amostras de controlo nao foram
afectadas, praticamente toda a fluoresceina foi destruida na
amostra de teste. A absorvéncia reduziu consideravelmente apds
5 minutos para a Amostra 42, como mostrado na FIG. 36, indicando
que a fluoresceina pode ser destruida por utilizacdo de um

agente oxidante para criar radicais hidroxilo.

As formas de realizacao anteriores sao, deste modo, para
serem consideradas, em todos os aspectos, ilustrativas em vez de
limitativas da invencao aqui descrita. O ambito da invencao &,
assim, 1indicado pelas reivindicagdes anexas em vez da descrigao
anterior e todas as alteragdes no ambito e gama de equivaléncia

das reivindicacgdes pretendem estar, deste modo, ai abrangidas.

Lisboa, 2 de Dezembro de 2011
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REIVINDICACOES

Método de sondagem de multiplos alvos numa amostra

bioldégica, compreendendo:

(a) proporcionar uma amostra bioldégica contendo
miltiplos alvos aderidos a um suporte sdélido;

(b) ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou
mais alvos presentes na amostra;

(c) observar um sinal da sonda fluorescente ligada no
passo (b);

(d) oxidar a sonda fluorescente ligada, com uma solugao
compreendendo um agente oxidante que inactiva
substancialmente a sonda fluorescente;

(e) ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou
mais alvos presentes na amostra do passo (d); e

(g) observar um sinal da sonda fluorescente ligada no

passo (e).

Método da reivindicacao 1, em que a solugao no passo (d) é

uma solucao basica.

Método da reivindicagcao 1, em gue o passo de oxidacao é
realizado sem remover mais do que cerca de 20% da sonda

fluorescente a partir do alvo aderido ao suporte sdlido.

Método da reivindicacdo 1, em gque a sonda fluorescente

compreende um ligante e um gerador de sinal fluorescente.

Método da reivindicacdo 4, em gue o gerador de sinal

fluorescente compreende um corante de cianina.

1



10.

11.

12.

13.

Método da reivindicacao 1, em que os passos (d)-(f) sao

repetidos uma ou mais vez.

Método da reivindicacgao 1, compreendendo ainda a medicao de
um ou mais valores de 1intensidade do sinal observado no
passo (c) de observacgao, no passo (f) de observagao ou nos

passos (c) e (f).

Método da reivindicacao 7, compreendendo ainda a correlacgao
do valor da intensidade com uma quantidade de alvo presente

na amostra.

Método da reivindicacdo 4, em gque o gerador de sinal
fluorescente no passo (b) é o mesmo que o gerador de sinal

fluorescente no passo (e).

Método da reivindicagao 4, em gque o gerador de sinal
fluorescente no passo (b) é diferente do gerador de sinal

fluorescente no passo (e).

Método da reivindicacao 1, em que os sinais observados no
passo (c) e no passo (f) sado ambos detectavels no mesmo

comprimento de onda de detecgao.

Método da reivindicacao 1, em gque o sinal observado no passo
(c) ou no passo (f) s&o independentemente detectaveis a um

comprimento de onda diferente de detecgao.

Método de sondagem de multiplos alvos numa amostra

bioldégica, compreendendo:



(a) proporcionar uma amostra bioldégica contendo
miltiplos alvos aderidos a uma membrana;

(b) ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou
mais alvos presentes na amostra;

(c) observar um sinal da sonda fluorescente ligada no
passo (b);

(d) oxidar a sonda fluorescente ligada, com uma solucgao
compreendendo um agente oxidante que inactiva
substancialmente a sonda fluorescente;

(e) ligar, pelo menos, uma sonda fluorescente a um ou
mais alvos presentes na amostra do passo (d); e

(g) observar um sinal da sonda fluorescente ligada no

passo (e).

14. Método da reivindicacao 13, compreendendo ainda a separagao

de multiplos alvos por electroforese antes do passo (a).

Lisboa, 2 de Dezembro de 2011
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