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THE TRUSTEES OF COLUMBIA UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

"PROCESSO PARA A DETERMINAGAO DA PRESENGA OU CONCENTRAGCAO DE

UM OLIGO- OU POLINUCLEOTIDO DE INTERESSE NUMA AMOSTRA"

ANTECEDENTES DA INVENCZXZO

Ao longo do presente pedido de patente.de inven-
G8o faz-se referéncia a diversas publicagdes e citagles forne-
cidas pelas mesmas. A descrig8o destas publicagdes no seu todo,
indicam-se agui como referéncia neste pedido de patente,de in-
vengdo para descrever mais completamente o estado da técnica
a que a presente invengdo diz respeito.

E um facto actualmente estabelecido que todos
os organismos vivos, imluindo os agentes infecciosos, por exem-
plo virus, contém ADN ou, algumas vezes, ARN cujas moléculas
sd8o portadoras de informagio genética, sob a forma de um cddi-
go de sequéncia nucleotidica. Embora alguns segmentos deste
cédigo sejam compartilhados por muitos organismos, existem ou-
tros segmentos que contém sequéncias nucleotidicas que sfo Gni
cas para um organismo particular. Diz-se que estas sequéncias
sdo especificas de espécie, e proporcionam uma informagdo ou
um sinal gue pode ser utilizado para a identificagdo desse or-
ganismo. A técnica de hibridagdo dos dcidos nucleicos (1) tem
um grande potencial para rapida detecgdo e classificacgdo dos
agentes infecciosos. No entanto, os ensaios de hibridacgdo

correntes, ainda n&o atingiram a sensibilidade e a rapidez



necessdrias para a sua utilizagfo prdtica em diagndstico. Re-
centemente, pds-se a hipdtese de que a sensibilidade e a velo-
cidade dos ensaios bioldgicos podiam ser melhoradas pela liga-
¢do de um ARN replicdvel a uma sonda de hibridagdo (2). Apds

a hibridagdo, poder-se-ia amplificar o ARN replicdvel incu-
bando com ARN polimerase, dirigida pelo ARN, Op replicase (3).
O grande numero de cdpias de ARN que se sintetizaria, servi-
ria: como uma informag&o de que a hibridagdo se tinha verifi-
cado. Na presente invengfo, faz-se referéncia a sintese de
novas sondas de hibridagfo de dcidos nucleicos que combinam
numa molécula de ARN individual as fungdes duplas de sonda

e de amplificador.

Uma caracteristica que distingue a sintese do
ARN pela QB replicase, reside no facto de um pequeno nimero
de cordfes matriz, poder iniciar a sintese de um grande nime-
ro de corddes produzidos (4).

De um modo rotineiro ocorre in vitro, aumentos
na ordem de um milh&o de vezes da gquantidade do ARN (5), como
um resultado de um mecanismo de reacgfo auto-catalitica (6,7):
os ARNs de corddo simples servem como matrizes para a sintese
dos produtos do cordfo simples complementares; apés se ter
completado o alongamento do corddo produzido, o produto e a
matriz, libertam-se do complexo de replicacao (8); e ambos os
corddes se encontram livres para servirem como matrizes na
prdxima sequéncia de sintese. Por consequéncia, quanto maior
for o excesso de replicase, assim o nimero de cord&es de ARN
aumentard exponencialmente. Apdés o nimero de corddes de ARN

ter igualado o numero de moléculas de replicase activas, a



sintese do ARN continua de uma forma linear. Existem numerosas
vantagens na utilizagdo da amplificagdo do ARN pela Qp repli-
case, como base de um sistema gerador de informagdo: a QB re-
plicase é altamente especifica para as suas prdprias matrizes
de ARN (9); uma sé molécula de ARN matriz pode, em principio,
iniciar replicagdo (10); e a quantidade de ARN sintetizado
(usuvalmente, 200 ng em 50 ul em 15 minutos) & t&o grande gque
pode ser medida com o auxilio de técnicas colorimétricas sim-
ples.

Duas circunstdncias conduziram ao pedido em
curso: 1) a descoberta de gue segmentos de ARN heterdlogos,
se podiam inserir na sequéncia de uma matriz Qp replicase pe-
quena, natural, ARN MDV-1l (11) sem afectar o seu poder de re-
plicagdo (12); e 2) a construgdo de um plasmido que serve de
matriz para a sintese de MDV-1 (+) ARN quando o plasmido sé
incuba in vitro com a ARN polimerase T7 de bacteridfago
(13).

Na presente invengdo, modificou-se este plas-
mido inserindo uma regi&oc de pecliligag@o na sequéncia de cADN
de MDV-1 e depois inserindo sequéncias de sondas de hibrida-
¢d8o de sintese na regifo de poliligag&o. Os plasmidos resul-
tantes serviram como matrizes para a sintese dos "ARNs recom-
binantes", que consistem em uma sequéncia de sonﬁa embebida
na sequéncia de ARN MDV-1 (+). As sequéncias de sonda que se
empregaram na presente invengdo e que se descreverdo posterior-
mente nos pormenores experimentais na secgfo seguinte, s&do
conhecidos por se hibridarem especificamente com o ADN repeti-
tivo do plasmodium falciparum (14-16), um dos protozoarios que

causam maldria. Na presente invengdo demonstra-se que estas



moléculas de ARN recombinantes sdo bifuncionais, pelo facto de
serem capazes de hibridarem especificamente, como'alvos de ADN
complementares e que também sdo capazes de servir como matri-
zes para a amplificagdo exponencial através da Qp replicase.

No pedido de patente de invengdo norte-america-
na N2 4786600 de Kramer e outros, referente a 22 de Novembro
de 1988, descrevem-se moléculas de ARN de cord&o simples re-
combinante e replicdveis que compreendem uma sequéncia de re-
conhecimento, para a ligag&o de uma polimerase de ARN dirigida
pelo ARN, uma sequéncia para a iniciag&o da sintese do corddo
a ser produzido pela polimerase e uma sequéncia heterdloga com
interesse, derivada a partir de uma molécula de ARN diferente,
inserida num sitio especifico, numa regifo interior da molé-
cula recombinante. Kramer e outros, nfo explicam nem sugerem
se a sequéncia inserida f40r uma sequéncia de sonda de hibrida-
G&o, se as moléculas resultantes podem ser replicadas apds hi-
bridagfo para produzir cdpias miltiplas para detecgéo.

No pedido de patente de invengfo norte-ameri-
cana N2 de Série 852692, depositado em 16 de Abril de 1986
Chu e outros, descrevem métodos para a determinagdo da pre-
senga de alvos, isto é, analitos, ligando um ARN replicivel
que serve como um grupo de referéncia a uma sonda, por exem-
plo, um oligonucleotido, um anticorpo ou lectina. Chu e outros,
também descobriram gque uma ARN polimerase que comanda a sin-
tese de ARN, pode ent&o utilizar-se, depois de ter ocorrido
a hibridagdo, para produzir cépias miltiplas do ARN replicd-
vel para detecgdo. Contudo, Chu e outros ndo descrevem nenhum
método no gual, diferentes sequéncias de "sondas" de ARN re-

combinante se possam utilizar simultaneamente no mesmo ensaia.



RESUMO DA PRESENTE INVENGAO

A presente invengdo refere-se a moléculas de
sondas de ARN de corddo simples recombinante hibriddveis e re-
plicdveis que compreendem: uma sequéncia de reconhecimento pa-
ra a ligagdo de uma ARN polimerase que comanda a sintese de
ARN; uma sequéncia necessdria para a iniciac&o da sintese do
corddo que se pretende produzir pela polimerase; e uma sequén-
cia de ARN hetérologo inserida num sitio especifico na regi&o
interna da molécula recombinante e complementar para um oligo-
ou polinucleotido com interesse.

A presente invengdo, também proporciona um mé-
todo para se determinar a presenga ou concentragdo de um oligo-
ou polinucleotido com interesse, numa amostra, compreendendo
os passos: (a) constituir um complexo especifico entre a molé-
cula da sonda de ARN recombinante da reivindicagfo 1 e o oligo-
ou polinucleotido com interesse, incubando a amostra com as
moléculas de sonda de ARN recombinante, sob condigdes adequa-
das e por um periodo suficiente para permitir a hibridagao
das sequéncias nucleotidicas complementares; (b) remogdo das
moléculas sonda de ARN recombinante ndo hibridadas, a partir
da mistura reaccional; (c)jincubac&o da mistura reaccional com
uma ARN polimerase que comanda a sintese de ARN susceptivel
de sintetizar cdpias adicionais das moléculas sonda de ARN
recombinante que se hibridaram com os oligo-ou polinucleoti-
dos com interesse; e (d) a detecgdo das moléculas sonda de
ARN recombinante sintetizadas no passo (c) determinando-se
deste modo a presenga ou concentragdo do oligo-ou polinucleo-

tido com interesse.



A presente inveng8o proporciona ainda um méto-
do para determinar simultaneamente a presenga ou concentragéo
de diversos oligo-ou polinucleotidos diferentes com interesse
numa amostra compreendendo os passos: (a) formagd3o de comple-
x0s especificos entre a mistura de diferentes tipos de molé-
culas sonda de ARN recombinante da reivindicag&o 1, possuin-
do cada um dos tipos, uma sequéncia diferente inserida e os
oligo- ou polinucleotidos de interesse incubando a amostra
com a mistura de moléculas sonda de ARN recombinante sob con-
dig¢des adequadas e durante um periodo suficiente para permi-
tir a hibrida¢do das sequéncias nucleotidicas complementares;
(b) remog&o das moléculas sonda de ARN recombinante ndo hi-
bridadas da mistura de reacgdo; (c) a incubag&o da mistura
reaccional com uma ARN polimerase que comanda o ARN capaz de
sintetizar cdpias adicionais de moléculas sonda de ARN recom-
binante que se hibridaram com os oligo- ou polinucleotidos
com interesse; (d) a separagdo da mistura dos ARN sintetiza-
dos, hibridando-os com polinucleotidos dispostos ordenada-
mente ligados a uma membrana em cada um dos polinucleotidos
é complementar de um dos tipos de ARN sintetizado; e (e) de-
tectando as moléculas sonda de ARN recombinante produzidas
no passo (d), determinando assim a presenga ou concentragdo

de cada oligo- ou polinucleotido com interesse.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1. Estrutura do plasmido poli-pT7- MDV
A linha preta a cheio, representa o cADN de
MDV-1. Quando se cliva este plasmido a endonuclease Smal e

se incumba in_vitro com ARN polimerase T7, as transcrig&es



resultantes sdo ARNs replicdveis.

Figura 2. As sequéncias nucleotidicas de trans
crigdes recombinantes envolvidas no interior de estruturas se-
cunddrias preconizadas por um programa de computador, sfo as
mais estdveis (41). O ARN MDV-fal-un (+) (A) contém uma inser-
G&o de 58 nucledtidos (indicado entre setas) em vez do segmen-
to de 3 nucledtidos, AGU, que surge no ARN de MDV-1 (+) natu-
ral (42). As estruturas secunddrias preconizadas pelo programa
de computador na regifo recombinante exterior a insercgdo, s&o
idénticas ds estruturas secunddrias que se identificaram expe-
rimentalmente no ARN MDV-1l (36,37) o que sugere que a sequéncia
da sonda teria pouco efeito na topologia do territdrio MDV-1.
As letras em destague, indicam os nucledtidos complementares

do ADN, do P. falciparum. As figuras 2(B) e 2(C) indicam a

estrutura secunddria provavel das inser¢Ses presentes no ARN

MDV-fal-st (+) e no ARN poli-MDV (+) (C).

Figura 3. Replicag8o de ARNs recombinantes.
(A) A electroforese em gel de poliacrilamida indicou a mobili-
dade relativa de transcrig8es diferentes: MDV-1 (a),poli-MDV
(b), MDV-fal-un (c) e MDV-fal-st (d). Os nimeros ao lado do
painel indicam a extensdo de cada transcrigfo (em nucleotidos).
(B) Iniciaram-se as reacgdes com QB replicase com 200 fg de
cada transcrigdo. A andlise cinética indicou qué se sinteti-
zaram aproximadamente 100.000 cdépias de cada transcrigdo em
20 minutos. (C) A andlise electroforética do ARN presente
apds 45 minutos indicou gue os produtos eram réplicas das
transcrigdes. Os produtos foram provavelmente um nucleotido

mais extenso do que as transcrigdes, uma vez gue, durante a



replicag&o, se adiciona usualmente uma adenosina 3'-terminal

(21).

Figura 4. Efeito da concentragdo inicial de
ARN no tempo de curso da sintese de ARN recombinante. Iniciou-
-se uma série de reacgdes de 25‘,ﬂ.de Qp replicase com as gquan
tidades que se seguem de ARN MDV-fal-un: 140 pg, 1,4 pg, 14 fq,
0,14 fg e 0 fg o que corresponde a 109, 107, 105, 103 e 0 mo-
léculas de matriz adicionada. Retiraram-se amostras de cada
reacgdo de 5 em 5 minutos, para se determinar a quantidade de
ARN que tinha sido sintetizada. Os resultados demonstraram gque
o tempo gasto na fase exponencial de sintese aumentou, gquando
© nuimero inicial de moléculas de matriz decresceu (5). Cada
redugdo de 100 vezes no numero de moléculas recombinantes uti-
lizadas como matriz, resultou num atraso de 3,59 minutos para
se atingir a saturag@o (o gue indica que a populagdo de ARN
duplicou de 32,4 segundos em 32,4 segundos). A mobilidade
electroforética do ARN presente em cada reacgdo apdés 25 minu-
tos (ver ilustragdo interna) quando comparada com os marcado-
res (m), ARN recombinante (278 nucleotidos de extensdc) e ARN
MDV-1 (233 nucleotidos de extensdo) confirmou gue o produto

das reacgf8es que se iniciaram com o ARN recombinante, era ARN

recombinante.

Figura 5. Hibridag&8o de ARNs recombinantes. Hi
bridaram-se 28 ng de ARN poli-MDV (a), 75 ng de ARN MDV-fal-st
(b), e 75 ng de ARN MDV~fal-un (c) com manchas ponteadas (34)
contendo ou O,S‘fg de ADN pPFR6 (um plasmido que contém 45 cd-

pias da sequéncia alvo do P. falciparum) ou O,B‘Pg de ADN

pUCl3 (o plasmido vector utilizado para construir pPFR6).



O ARN recombinante, hibridou-se especificamente com os plas-
midos que contém as sequéncias alvo. Quando a quantidade,
quer de ARN MDV-fal-un quer de ADN, duplicou (d) verificou-
—se um aumento acentuado na quantidade de ARN que se ligou ao

ADN alvo.

Figura 6. Relag8o de afinidade linear entre o
logaritmo do nimero inicial de moléculas de ARN adicionadas,
a uma reacgdo de Qp replicase e a quantidade de ARN sinteti-
zado. Efectuou-se o diagrama da quantidade de ARN sintetizado
em 25 minutos nas reac¢des apresentadas na figura 4, em fungdo
dologar{tmo de um nimero de moléculas recombinantes que se
adicionaram inicialmente a cada uma das reacgdes. Estes resul-
tados exemplificam como devem ser interpretados os ensaios
biolégicos que utilizam sondas susceptiveis de serem replica-
das: a quantidade de ARN produzido seria proporcional ao lo-

garitmo do nimero de sondas ligadas aos alvos.

Figura 7. Auto-radiograma de reac¢des de hibri-

dagd&8o indicando a gquantidade de ARN presente em cada momento.

DESCRIGAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A presente inveng8o refere-se a uma molécula
sonda de ARN de corddo simples recombinante, susceptivel de
se hibridar e replicar e gque compreende uma sequéncia de re-
conhecimento para a ligagdo de uma ARN polimerase que comanda
o ARN; uma sequéncia necessdria para a iniciagdo da sintese
do corddo pela polimerase; e uma sequéncia de ARN heterdlogo
inserida num sitio especifico da regido interna da molécula
recombinante e complementar de um oligo- ou polinucleotido

de interesse.



Num aspecto da presente invengdo, a sequéncia
de reconhecimento para a ligagdo de uma ARN polimerase gue co-
manda o ARN, consiste numa regifo interna da molécula sonda
de ARN recombinante.

Num outro aspecto da presente invengfo, o local
de inserg@o da sequéncia de ARN heterdlogo nfo se encontra pré
ximo de qualquer sequéncia necessaria para a ligag&8o da ARN
polimerase ou para a iniciag&o da sintese do cordio gque se pre
tende produzir., Ainda um outro aspecto uma tal insergio possui
um efeito minimo na capacidade de replicagio da molécula. Ain
da num outro aspecto da presente invencdo a insergfo da molé-
cula sonda de ARN recombinante, possui um efeito minimo sobre
as estruturas secunddrias e tercidrias da molécula. Na prdtica
da presente invengfo, o local de insergdo especifico da molé-
cula sonda de ARN recombinante situa-se num nucleotido especi-
fico. Na prdtica da presente invengdo, a sequéncia heterdloga
com interesse insere-se entre os nucleotidos 63 e 64.

A sequéncia das moléculas sonda de ARN recom-
binante, da presente inveng&o, que s&o0 necessdrias para a ini-
ciagZ8o da sintese do cordio que se pretende produzir, consis-
te numa sequéncia 3'-terminal rica em citidina.

Uma ARN polimerase que comanda o ARN util na
pratica da presente inveng&o, é a QP replicase.

Na presente invengdo, € 0til uma molécula son-
da de ARN recombinante em que a molécula seja uma variante da
matriz de ARN para a Qp replicase ou um seu mutante. Num outro
aspecto tal matriz de ARN variante € o ARN MDV-1l ou um seu mu-

tante. Num outro aspecto o ARN MDV-1 é o MDV-1l (+). Ainda num



outro aspecto, o ARN MDV-1l & o ARN MDV-1 (-).

S&8o especialmente Uteis na pratica da presente
invengdo para proporcionarem moléculas sonda de ARN recombi-
nante, as transcrigdes derivadas a partir de plasmidos recom-
binantes, por incubagdo com ARN polimerase, dirigida para o
ADN. Na pratica da presente invengfo, a molécula sonda de ARN
recombinante é uma matriz variante de ARN para a Qp replicase,
ou um seu mutante. Num outro aspecto preferido a matriz de ARN
variante € um ARN MDV-1 ou um seu mutante. Ainda em outros as-
pectos o ARN MDV-1 é um ARN MDV-1 (+) ou um ARN MDV-1 (-).

Uma das caracteristicas da presente invencgio
consiste em proporcionar uma molécula sonda de ARN recombinan-
te em que a sequéncia heterdloga se encontra inserida entre os
nucleotidos 63 e 64.

Uma importante caracteristica obtém-se através
desta invengfo em que a sequéncia heterdéloga inserida da molé-
cula sonda de ARN recombinante é complementar de uma sequén-
cia de um dcido nucleico especifico dum agente infeccioso. Tal
agente infeccioso pode ser um virus, um virdide ou virussdide,
um procariota, uma bactéria, um eucariota, ou um protozodrio
parasita, tal como os protozodrios parasitas que causam a ma-
lédria.

Num outro aspecto a sequéncia hetgréloga inse-
rida da molécula sonda de ARN recombinante, pode ser complemen
tar de uma sequéncia de um gene especifico ou de uma porgédo
deste, ou de um alelo de uma sequéncia de um gene especifico
ou de uma porgdo deste.

A presente invengdo proporciona um método para

a determinagdo da presenga ou concentragfo de um oligo- ou po-



linucleotido com interesse numa amostra, compreendendo os se-
guintes passos: (a) a formagdo de um complexo especifico, en-
tre as moléculas sonda de ARN recombinante, conforme anterior-
mente descrito, e o oligo- ou polinucleotido de interesse, in-
cubando a amostra com a molécula sonda de ARN recombinante,
sob condigdes adequadas e durante um periodo suficiente para
permitir que as sequéncias nucleotidicas complementares se hi-
bridem- (b) a remogdo das moléculas sonda de ARN recombinan-
te n&o hibridada, a partir da mistura reaccional; (c) a incuba
¢do da mistura reaccional com uma ARN polimerase, gue comanda
o ARN, susceptivel de sintetizar cdpias adicionais de molécu-
las sonda de ARN recombinantes que se hibridam com o oligo-
ou polinucleotido com interesse; e (d) a detecgfo de molécu-
las sonda de ARN recombinante sintetizadas no passo (c), de-
terminando, deste modo, a presenga ou concentragdo do oligo-
ou polinucleotido com interesse.

Um tal método, conforme se descreveu antes,
pode ser Util para originar sinais altamente amplificados
num ensaio de hibridag&o de dcidos nucleicos. Teoricamente,
o método possui a capacidade de originar um sinal a partir de
uma sé molécula hibridada e, por isso, poder-se-ia utilizar
num ensaio de detecgd8oc de ADN {(ou de ARN) de sensibilidade
elevadissima. O método baseia-se na utilizagdo dg construgdes
de ARN recombinante QB e de op replicase.

Num tal método o oligo- ou polinucleotido com
interesse na amostra pode ligar-se a um suporte sdélido. Em
tais casos, o suporte sdlido pode ser uma membrana de nitro-

celulose ou de nylon.



Para se levar a efeito o método da presente in-
vengdo, anteriormente descrito, e formar um complexo especifi-
co entre as moléculas sonda de ARN recombinante e o oligo- ou
polinucleotido com interesse, isto é, o passo (a), o oligo-
ou polinucleotido com interesse e a molécula sonda de ARN re-
combinante dever&fo encontrar-se em solucglo.

As moléculas de ARN recombinante nfo hibridadas
podem separar-se das hibridadas com o oligo-ou com os polinu-
cleotidos com interesse, empregando técnicas que s&o bem conhe
cidas na especialidade. Habitualmente, com as moléculas de ARN
recombinantes, hibridadas com um oligo-ou um polinucleotido
com interesse, gue por sua vez se liga a um suporte sdlido,
esta separagdo consegue-se facilmente por simples lavagem o
que nfo destrdéi significativamente a conecgdo com o suporte
s6lido. Para além disso, a técnica conhecida como o método de
hibridag¢do intercalada, ("sandwich") também pode ser utilizada
para efectuar a separagdo das moléculas de ARN recombinantes
e hibridadas das ndo hibridadas. Também podem ser utilizadas
as técnicas de cromatografia e electroforéticas. Num aspecto
adicional do método anteriormente descrito, removem-se as mo-
léculas sonda de ARN recombinante n&o hibridadas, da mistura
de reacgdo do passo (b), separando as moléculas sonda de ARN
recombinantes hibridadas das moléculas sonda ndo hibridadas,
através da captura do oligo-ou d polinucleotido num suporte
solido.

Para a detecgdo das moléculas sonda de ARN re-
combinante que se sintetizaram ou replicaram no passo (c) an-

terior, podem utilizar-se meétodos bem conhecidos dos especia-



listas. Por exemplo, pode efectuar-se a detecg8o por absorgdo
ultra-violeta do ARN replicado, por exemplo, pelo método de
contacto de fotoimpressdo (54).

Num outro aspecto, efectua-se a detecgdo pela
incorporagdo de precursores ribonucleosido - S'-trifosfato,
marcados radiocactivamente no interior dos produtos ARN recom-
binante. Noutro aspecto efectua-se a detec¢fo incorporando
precursores ribonucleosidos 5'-trifosfato quimicamente modifi-
cados no interior dos produtos ARN recombinantes.

Pode incorporar-se biotina ou iminobiotina no
interior do ARN replicado que pode entdo ser detectado por
técnicas conhecidas com um aduto enzima-avidina ou enzima-es-
treptavidina, que se liga a biotina ligada ao ARN e catalisa
a produgdo de um cromogénio detectdvel de um modo conveniente.
Ver Mattews (55); Leary e outros (45). A incorporagfo de bio-
tina ou de iminobiotina no interior do ARN replicado pode
efectuar-se utilizando UTP que é biotinilado através de um in-
tervalo para o carbono 5 da porg8o uracilo como um substrato
para o replicado na reacgdo de replicag8o. Estes UTPs sdo
compostos conhecidos. Para além disso, sabe-se gque estes UTPs
sdo substratos para a QB replicase e gque os ARNs gque incluem
grupos uracilo biotinilados através de grupos de espagamento
unidos ao atomo de carbono na posigdo 5, devido a utilizag&o
de tais UTPs na sua sintese, s3o matrizes para a replicag8o
catalisada pela Qp replicase.

O ARN gque resulta do processo de replicagdo
também pode ser biotinilado utilizando acetato de fotobiotina
de acordo com o procedimento de Forster e outros (56) e deste

modo serem detectados por um sistema composto de cromogénio/



/aduto de avidina/enzima, tal como a sintese dos ARNs replica-
dos com UTP biotinilado na reacgdo de replicagd3o. Assim, ainda
num outro aspecto, os precursores 5'-trifosfato de ribonucleo-
sidos quimicamente modificados podem ser biotinilados ou os
prcursores 5'-trifosfato de ribonucleotidos quimicamente modi-
ficados podem ser fluorescentes. Obtém-se uma caracteristica
adicional deste método quando a detecgdo se efectua pela liga-
&0 de corantes fluorogénicos ou cromogénicos especificos do
ARN com produtos de ARN recombinante. O ARN resultante do pro-
cesso de replicagdo pode tornar-se fluorescente por meio de
uma reacgdo catalisada pela ARN ligase T4 para anexar nucleo-
tidos modificados para serem fluorescentes a extremidade 3°

do ARN que se pretende replicar. Ver Cosstick e outros, Nucl.
égigl_ggg; 12, 1791-1810 (57). A fluorescéncia do ARN resul-
tante pode empregar-se para se detectar o ARN por qualquer das
diversas técnicas normalizadas.

Ainda entre os métodos que se podem utilizar
para detectar o ARN replicado encontram-se agueles em gue uma
determinada substdncia que se liga especificamente com um aci-
do nucleico se junta ao sistema no qual a replicagido se efec-
tuou ou ao meio, tal como um suporte carregado positivamente,
tal como papel ECTEOLA, no qual se isolou o ARN replicado, e
medindo o sinal da substdncia de referéncia. Tais substincias

incluem: corantes cromogénicos, tais como "corantes gerais"

(Dahlberg e outros, (58)); azul de metileno (Dingman e Peacock,
(59) , e corante de prata (Sammons e outros (32) ; Igloie,
(60)); compostos fluorogénicos que se ligam ao ARN - por exem-

Plo brometo de etidio {Sharp e outros, (61); Bailey e Davidson,



(62)); e compostos fluorogénicos que se ligam especificamente
a ARNs que s&8o matrizes para replicacgdo através da QB replica-
se - por exemplo uma ficobilipropteina (0i e outros, (63);
Stryer e outros, patente de invengfo norte-americana N®24520110)
conjugados com a subunidade viral de QB replicase.

Também se pode efectuar a deteccdo por métodos
fisicos, tais como a absorgfo de luz ultravioleta e a determi-
nagdo da massa por pesagem.

Na incubagfo da mistura reaccional obtida no
passo (b) utiliza-se uma ARN polimerase gue comanda o ARN.

Um exemplo de uma tal polimerase Util na prdtica da presente
invengdo é a QB replicase.

A presente invengfo também proporciona molécu-
1%5 sonda de ARN recombinante produzidas segundo o método an-
teriormente descrito e em especial moléculas sonda de ARN re-
combinante produzidas segundo o método em que a mistura reac-
cional se incuba com Qp replicase para se sintetizarem as cé-
pias adicionais das moléculas sonda de ARN recombinantes que
se hibridam com os oligo- ou polinucleotidos com interesse.

Um outro aspecto do método, proporcionado pela
presente invencgdo, obtém-se quando o tempo de incubagd&o no
passo(¢) é suficientemente pequeno para gue o numero de corddes
de ARN récombinantes produzidos ndo exceda o niumero de molécu-
las de polimerase, de que resulta que o nimero de moléculas
produzidas de ARN recombinante é linearmente proporcional ao
nimero de moléculas sonda de ARN recombinante, originalmente
hibridadas.

O método aqui descrito, proporciona uma outra

caracteristica importante quando o tempo de incubag¢do no pas-



so (c) é suficientemente longo para que o numero de corddes
de ARN produzidos exceda o nimero de moléculas de polimerase,
tendo como resultado que o numero de moléculas produzidas de
ARN recombinante é proporcional ao logaritmo do nimero de mo-
léculas sonda de ARN recobinante originalmente hibridadas.

A presente inveng&o também proporciona um mé-
todo para determinar simultaneamente a presenga ou concentra-
G380 de diferentes o0ligo- ou polinucleotidos de interesse numa
amostra, compreendendo os seguintes passos: (a) formacdo de
complexos especificos entre uma mistura de diferentes tipos
de moléculas sonda de ARN recombinante da reivindicagdo 1,
possuindo cada um dos tipos uma sequéncia de insercgdo diferen-
te, e 0s oligo- ou polinucleotidos com interesse, incubando
a amostra com a mistura de moléculas sonda de ARN recombinan-
te sob condigles adequadas e durante um periodo suficiente
para permitir que se hibridem as sequéncias de nucleotidos
complementares; (b) remog&o das moléculas sonda de ARN recom-
binante n&o hibridadas, da mistura reaccional; (c) incubagdo
da mistura reaccional com uma ARN polimerase, dirigida para
o ARN, susceptivel de sintetizar cdpias adicionais de molécu-
las sonda de ARN recombinante, que se hibridam com os oligo-
ou polinucleotidos de interesse; (d) separacdo da mistura de
ARNs recombinantes sintetizados, hibridando-os com um arranjo
ordenado de polinucleotidos ligados a uma membrana em que ca-
da um dos polinucleotidos é complementar de um tipo de ARN
recombinante sintetizado; e (e) detecgdo de moléculas sonda
de ARN recombinante, produzidas no passo (d), determinando

deste modo a presenga ou concentragdo de cada oligo- ou poli-



nucleotido de interesse.

Um bom ensaio clinico requer rapidez, especi-
ficidade e sensibilidade. Por exemplo, os ensaios usuais para
a identificagdo de agentes patogénicos que causam meningite
bacteriana aguda, carecem de rapidez e sensibilidade suficien-
tes. Associados com a meningite encontram-se numerosos e di-

ferentes organismos, incluindo Haemophilu influenzae,

Klebsiella pneumoniea, Neisseria meningitidis, Staphylococcus

aureus e Streptococcus pneumoniae. Usualmente, o paciente é

uma crianga. Os tratamentos eficazes necessitam da identifica-
.

¢80 do agente etioldgico numa amostra de fluido cerebrospinal;
e é essencial gue o tratamento antibidtico seja iniciado o mais
rapidamente possivel. Contudo, as técnicas de laboratério cor-
rentes, necessitam de, pelo menos, 18 horas para identificar o
égente. Para além disso, o volume da amostra é habitualmente
de apenas 50 microlitros'e muitas vezes contém menos de 50 mi-
crorganismos individuais, o que é bastante abaixo dos limites
a gque se podem efectuar os ensaios de detecgd8o directa (64).
Para além disso, o quadro clinico complica-se devido ao marca-
do aumento da abundancia de bactérias que possuem genes de
resisténcia antibidtica nos plasmidos (65,66).

Podem preparar-se séries de moléculas sonda de
ARN recombinante replicdveis, sendo cada uma delas especifi-
ca para um diferente organismo, gue pode causar meningite. Pa-
ra além disso, podem preparar-se séries de moléculas sonda de
ARN recombinante, sendo cada uma delas especifica para dife-
rentes genes de resisténcia a antibidticos, que podiam estar
presentes nos agentes infecciosos.

Utilizando tais séries de moléculas sonda de ARN



recombinante, uma mistura de, por exemplo, 15 diferentes son-
das de ARN recombinante replicdveis, incubam-se com ADN des-
naturado obtido a partir de uma amostra de fluido espinal.
Poucos tipos apenas de moléculas sondas de ARN recombinante,
encontrariam alvos (por exemplo uma sonda bacteriana e trés
sondas de genes de resisténcia). Apds se térem removido as mo-
léculas sonda que ndo se ligaram, utiliza-se a QP replicase
para amplificar as sondas que permaneceram. Apés a amplifica-
cdo, cdloca—se a mistura dos ARNs produzidos em contacto com
uma membrana, contendo manchas-pontos numeradas, contendo

cada uma delas ADN desnaturado complementar de uma das sequén-
cias da sonda original. Deste modo, a mistura dos ARN produ-
zidos € seleccionada para quantificagfdo subsequente. Estes en-
saios permitem o diagndstico rdpido e simultdneo dos agentes
patogénicos e o seu espectro de resisténcia antibidtica.

De um modo semelhante, podia-se utilizar uma
mistura de sondas simultaneamente para detectar o virus da
imunodeficiéncia humana que origina o sindroma da imunodefi-
ciéncia humana adquirida (SIDA) e a concentragdo do painel
completo dos agentes oportunis®s que infectam os pacientes
com a imunidade suprimida.

A presente invengdo encontra-se ilustrada nas
secgdes dos Pormenores Experimentais e Discusséq Experimental
que se segue. Proporcionam-se estas secgdes para auxiliar na
compreensdo da presente invengio mas ndo devem ser interpre-
tadas, nem devem ser construidas para limitar, de gqualquer
modo, a presente invengdo conforme se indica nas reivindica-

¢O0es gue a seguir se apresentanm.



PORMENORES EXPERIMENTAIS

Materiais e Métodos

Enzimas

As endonucleases de restrigdo, ligase T4 poli-
nucleotido quinase e ARN polimerase T7 foram adquiridos no New
England Biolabs. A fosfatase alcalina do intestino da vitela,
ADN ligase T4 e o fragmento Klenow de ADN polimerase I de

Escherichia coli e a desoxi-ribonuclease I pancredtica de bo-

vino foram adquiridas a partir da Boehringer Mannheim. Isolou-
-se a QBp replicase a partir da E. coli Q13 infectada com o

bacteridfago Qp de acordo com o procedimento de Eoyang e

August (17), com omissfo do passo de hidroxilapatite.

Oligonucleotidos

Prepararam-se os fragmentos de ADN de corddo
simples, utilizando quimica jB—cianoetil—fosforamidite (18),
num sintetizador Micro—lkSOA (Systec). Apds desblogueamento e
libertagdo da resina, isolaram-se os oligonucleotidos por
electroforeses preparatdrias em gel (19), eluiram-se a partir
do gel, filtraram-se através de nitrocelulose e purificaram-
-se por cromatografia (20) em cartuchos SEP-PAK Cl8 (Waters

Associates).

Plasmido para a sintese de ARN MDV-1 (+) por Transcricgdo:

O plasmido pT7-MDV contém um promotor para a
ARN polimerase T7 dirigida contra a extensdo total do cADN
preparado a partir do ARN MDV-1l (13). Este plasmido tem sido
construido pelo facto de a transcrigdo a partir do promotor

T7 se iniciar com o primeiro nucleotido do ARN MDV-1 (+). In-

™



troduziu-se um sitio de restrigdo Smal na outra extremidade

da sequéncia de cADN MDV-1, de modo a que gquando este plasmi-
do se lineariza por digestfo com a endonuclease Smal e se in-
cuba depois com a ARN polimerase T7, a transcrigdo termine
dois nucleotidos antes da extremidade do ARN MDV-1 (+). As
transcrigdes resultantes, que se sabe terem partido de um
dinucleotido 3'-terminal natural, CpA-0OH, servem como matri-
zes excelentes para a replicagdo exponencial pela QP replica-
se. Numé outra parte, publicar-se-& uma descrigfo completa

da construgd@o ea utilizagdo deste plasmido (13).

Plasmido contendo uma regifo de poliligacdo com a sequéncia

de ¢ADN MDV-1

Substituiu-se o fragmento PpuM I-BstE II da se-
quéncia de cADN MDV-1 no ADN pT7-MDV pelo fragmento corres-
pondente PpuM I-BstE II de um cADN MDV-1l modificado que con-
tinha uma Gnica sequéncia de reconhecimentos Xba I em lugar
da sequéncia uUnica de reconhecimento Hinf I no cADN MDV-1
(21). Clonou-se depois um fragmento de ADN de sintese (pre-
parado pela complementarizagdo de ACTAGATCTCGAGGCCTG para
dCTAGCAGGCCTCGAGAT) neste sitio Xba I convertendo-o numa re-
gido de poligagdo possuindo sitios de restrigdo tnicos para
Xba I, Bgl II, Xho I e Stu I. Encontra-se o diagrama deste
plasmido gue se designou por poli-pT7-MDV, na fiéura 1. 0
ARN gque se sintetizou a partir deste plasmido, designou-se
por poli-MDV. Nos ARNs recombinantes podem originar-se, por
insergdo de gualquer sequéncia de ADN heterdloga no interior
de um dos sitios de restric&o tnicos na regifdo de poliliga-

¢80 do poli-pT7-MDV, e utilizando-se depois o plasmido resul-



tante como uma matriz para a transcrigdo pela ARN polimerase

T7.

Plasmidos para a sintese de sondas recombinantes por Transcrigdo

Construiu-se o pT7-MDV-fal-un inserindo uma se-
quéncia sonda de sintese (preparada por complementarizagdo de
dTCGAGACTAACATAGGTCTTTAACTTGACTAACA para dTCGATGTTAGTCAAGTTAA-
GACCTATGTTAGTC) num sitio Xho I da sequéncia de poliligacgédo
no poli-pT7-MDV. Construiu-se o pT7-MDV-fal-st inserindo a
sequéncia sonda de sintese relacionada (preparada por comple-
mentarizagdo de dTCGAGACTAACATAGGTCTAACTTGTTAGTCA para
dTCGATGACTAACAAGTTAAGACCTATGTTAGTC) no sitio de poli-pT7-MDV.
Ambas as sequéncias sonda eram complementares do nico motivo
de sequéncias de 21 pares de bases que se repetiam mais de

mil vezes no ADN do P. falciparum (14-16). A sequéncia es-

pecifica aqui utilizada determinou-se por sequenciagd&o do ADN
repetitivo clonado que se isolou a partir da estirpe FCR-3/

/Gambia.

Andlise da sequéncia de nucleotidos

Determinou-se a sequéncia de nucleotidos da re-
gido recombinante de cada plasmido, de acordo com o procedi-
mento de terminagd3o de cadeia (22), utilizando S5'-trifosfato
de 7-desaza-desmiguanosina (Boehringer Mannheim) em substitui-
¢80 do 5'-trifosfato de desoxiguanosina (23) e do 5'{X-tio)
trifosfato de [355]—desoxicitidina (New England Nuclear) de
acordo com a referéncia (24). Efectuaram-se as reacgfes de se-

quénciagdo no ADN plasmidico total (25) utilizando um precur-

sor de 20 nucleotidos (Pharmacia) que era complementar da se-



quéncia promotora T7 (26).

Transcrigdo

Isolaram-se os plasmidos a partir das bactérias
segundo o método de Holmes e Quigley (27) e purificou-se por
cromatografia de filtragdo em gel (28) numa Sephacryl S-1000
(Pharmacia). Digeriu-se entdo o ADN plasmidico, com Sma I ou
Stu I. Efectuou-se a transcrigdo de acordo com uma modificag¢é&o
do protocolo de Axelrod e Kramer (29): incubou-se I‘Pg de ADN
linearizado com 80 unidades de ARN polimerase T7, durante 3
horas a 37°C em 40 pl de ATP 400 pM, [x-322] cTp 400 pn,

GTP 400,PM' UTP 400 pM, Tris-HC1l 50 mM (pH 8,0), MgCl 12 mM,
ditiotreitol 5 mM (recentemente preparado), 100 ug/ml de albu-
mina de soro de bovino, espermidina 4 mM e 1 unidadecpl do
inibidor da ribonuclease, RNasin (Promega Biotec.). Incubaram-
-se as transcrigSes marcadas com [32-P] com 0,1’pg4pl de de-
soxi-ribonuclease I isenéa de ribonuclease (30), para des-
truir a matriz de ADN e depois purificou-se por extracgdo com
fenol/clorofdérmio/dlcool iscamilico, seguida de precipitagdo
com etanol. Determinou-se a concentragdo de cada ARN a partir
da sua radioactividade especifica. Determinou-se a dimens&o

e a homogeneidade do ARN por electroforese através de placas
de gel de poliacrilamida a 6% na presenga de ureia 7 M (31).

Visualizaram-se as bandas de ARN por coloragdo com prata (32).

Replicagdo

Incubaram-se cerca de 1,4 x lO—18 g e

1,4 x 10_10 g de transcritos (dependendo da reacgdo) com

2,4 x 10°% g ae Op replicase a 37°C em 25 pl de ATP 400 pM,



(- ?p1 cre 400 MM, GTP 400 pM, UTP 400 uM, MgCl2 14 mM e
Tris-HC1l 90 mM (pH 7,5). Efectuaram-se amostras de cada reac-
Gdo de 5 em 5 minutos. Determinou-se a quantidade de ARN de
cada amostra de 2 pl, ligando o [32P] ARN a discos de celu-
lose DE81 (Whatman), conforme descrito por Maxwell e seus co-
laboradores (33) e medindo a radiocactividade em cada disco
com um contador de cintilagfSes. Determinou-se a dimensdo e a
homogeneidade do ARN em amostras seleccionadas por electrofo-
rese em gel de poliacrilamida. Detectaram-se as bandas de

2 .
[3 P] ARN por autorradiografia.

Hibridagdo

Utilizaram-se como alvos dois plasmidos dife-
rentes. O primeiro, pPFR6, construiu-se por insercfo de um
fragmento de ADN contendo 45 cdpias dispostas de um modo en-
cadeado da sequéncia repetitiva de 21 pares de base do ADN

do P. falciparum (estirpe FCR-3/Gambia) no interior do sitio

BamHl do ADN de pUCl3 (Boehringer Mannheim). Quinze das 45
sequéncias repetidas eram idénticas a4 sequéncia inserida nas
sondas de ARN recombinante. As outras seguéncias repetidas,
continham micro-heterogeneidades. O segundo plasmido pUC13,
serviu como controlo negativo para a hibridagdo das sondas
de ARN recombinante. Linearizou-se cada plasmido por digest&o
com BamH I, desnaturou-se por incubagfo em NaOH'0,4 N duran-
te 60 segundos, a 42°C, e ligaram-se aliquotas de 0,5 P9 ou
de 1,0 B9 a uma membrana de nitrocelulose BA83 (Schleicher

e Schuell) de acordo com o procedimento de manchas ponteadas
de Kafatos e seus colaboradores (34). Cortou-se a membrana

em secgSes, contendo cada uma delas um par duplo de manchas



ponteadas de PFR6 e pUCl3. Hibridou-se previamente cada sec-
¢d3o de membrana, durante 3 horas a 37°C em 5X SSPE [5X SSPE

€ NaCl 900 mM, fosfato de sédio 50 mM (pH 7,4), e EDTA

5 mM], 2 mg/ml de dodecil-sulfato de sddio, 500 pg/ml de he-
parina (Sigma) e formamida a 20%. Depois incubou-se cada sec-
¢do de membrana durante 4 horas a ZSOC com cerca de 23 ng ou
150 ng de [32P] ARN que se pretende ensaiar e 10 jg de veicu-
lo tARN E. coli n&o marcado (Boehringer Mannheim) dissolvido
em 2 ml de tampdo de pré-hibridacgZo. Ensaiaram-se os seguin-
tes ARNs: poli-MDV, MDV-fal-un, MDV-fal-st e versdes trunca-
das de cada um deles (transcritas a partir dos plasmidos cli-
vados no sitio Stu I). Apds hibridacg&o, lavaram-se trés vezes
as membranas (15 minutos/lavagem) a 25°C com uma solugdo con-
tendo 4X SSPE, 2 mg/ml de dodecil-sulfato de sédio e 400 pg/ml
de heparina, seguida por duas lavagens de 10 minutos a 250C

X o
em 1X SSPE e uma lavagem de 12 minutos a 37 C :em 1X SSPE.

Detectou-se o ARN hibridado por autorradiografia.

Replicagdo dos ARNs recombinangesapés hibridagé&o

Para se estudar .. a replicabilidade do ARN 1li-
gado, eluiu-se o ARN MDV-fal-un hibridado com manchas pon-
teadas, efectuando a fervura em 200 Pl de agua durante 60 se-
gundos. Analisou-se a integridade do ARN eluido, em electro-
forese de gel de poliacrilamida. Determinou-se é replicabili-
dade do ARN eluido, iniciando uma reacg¢gdo de QP replicase,
com 0,1 Pl de eluente. Seguiu-se esta reacgdo de modo cinéti-
co e determinou-se a identidade do ARN produzido por electro-
forese em gel de poliacrilamida. Para além disso, adiciona-

ram-se directamente, manchas ponteadas hibridadas individual-



mente a reacgdes de QB replicase, para se verificar se o ARN
ligado podia servir como uma matriz. Estas reacgdes continham
lOO‘Pg/ml de albumina de soro de bovino para excluir a possi-
bilidade de que a Qp replicase se pudesse ligar a membrana de

nitrocelulose.

Preparagdo de Reacg8Ses de Hibridagdo

Prepararam-se oito diferentes reacgdes de hi-
bridagdo de 70 )l contendo o seguinte nimero de moléculas de
uma transcrigfo da regifio multipla de HIV-1l: 2,5 x 108,

2,5 x 107, 2,5 x 106, 2,5 x 105, 2,5 x 104, 2,5 x 103,

2,5 x 102 e 0. Adicionou-se a cada uma das oito reacgdes

5 x 108 moléculas de um ARN recombinante (indicado na figura
22A) contendo uma sequéncia sonda que é complementar para uma
secgdo conservada da regifo pol do mARN HIV-1 e hibridou-
-se com as moléculas alvo na presenga de tiocinato de guani-
dina 2,5 M. Isolaram-se és hibridos sonda-alvo através de trés
ciclos de captura reversivel de alvo em gotas magnéticas, con-
forme descrito na pagina 36 da proposta. Libertaram-se ent&o
as sondas de ARN recombinante a partir dos hibridos que se
isolaram por incubag8o em SU‘Pl de um tampdo isento de sal a
37%. Utilizaram-se 40 Pl de cada uma destas oito solugdes
parase iniciarem oito reacgdes de amplificagfo ge 120 Bl de

Qp replicase correspondentes. Estas reacgdes incﬁbaram—se em
paralelo. Retiraram-se amostras de 5 ﬁl de cada uma das oito
reacg8es, em intervalos de 2 minutos, entre 6 e 28 minutos.

A concentragdo de magnésio nestas reacgdes (7 mM) foi metade
da habitualmente utilizada, devido ao facto de se ter recen-

temente descoberto gque a baixas concentragdes de magnésio a



proporgdo de replicagido do ARN MDV-1 de contaminagdo era su-
primida em comparagdo com a proporgd3o de replicagd3o do ARN
recombinante. Analisou-se uma porgd3o de ARN contido em cada
uma das 96 amostras, por electroforese em gel de acrilamida
e verificou-se que continha apenas a ARN recombinante, o que
confirmou a utilidade de se utilizar uma concentragdo baixa
de magnésio. Finalmente, uma porgdc de ARN contida em cada
uma das 96 amostras, (correspondente a uma aliguota de l{fl
de reacgdo de amplificag&o) precipitou-se em adcido fosfdrico
a 3,5% e ligou-se a uma membrana de nylon no formato de man-

cha ponteada numa posigdo 96.

Resultados Experimentais

Configuragfo das sondas replicdveis

Um dos objectivos da presente invengfo, consis-
tia em construir um ARN que servisse como uma sonda especifi-

ca para o ADN do P. falciparum e como uma matriz para a am-

plificagdo exponencial pela Qp replicase. Escolheu-se o ARN
MDV-1 como a molécula parente, devido ao facto de os ARNs
MDV-1 modificados poderem sintetizar-se por transcrigdo a
partir de plasmidos recombinantes (13). O ARN MDV-1 contém
muitas estruturas secundarias estdveis (35-37), e estas estru-
turas secundarias s8o necessdrias para a replicagdo (38-40).
O sitio escolhido para a insergdo de sequénciasisonda no in-
terior do ARN MDV-1 encontrava-se localizado no exterior da
molécula (12), em gue era menos provavel gue a insergdo per-
turbasse a estrutura e, desse modo, interferisse provavelmen-
te menos, com a replicagdo. Na selecgio da sequéncia da sonda

ter-se-4a de ter em conta dois conceitos principais: 1) a se-



quéncia inserida tem que assumir uma conformagdo de cordio
simples para se hibridar com as suas sequéncias alvo; 2) a
sequéncia inserida tem de formar estruturas secundarias por-
gue, caso contrario, o produto e matriz podem formar um com-
Plexo duplo letal durante a replicag4o (40). Devido ao facto
destas duas preocupagles imporem restricdes contraditdrias

na configuragdo da sequéncia inserida, prepararam-se ARNs re-
combinantes contendo cada um deles uma sequéncia de sonda di-
ferentes. O primeiro recombinante, o ARN MDV-fal-un, possuia
provavelmente uma regifo sonda nfo estruturada, de acordo com
uma andlise computadorizada da sua sequéncia (41). © segundo
recombinante, o ARN MDV-fal-st, diferia do ARN MDV-fal-un
numa regido de 5 nucleotidos. Como consequéncia formaria pro-
vavelmente, uma estrutura secunddria mais estdvel na regif&o
que continha a sonda. A figura 2 representa a sequéncia nu-
cleotidica e a estrutura secunddria provivel do ARN MDV-fal-un,

ARN MDV-fal-st e ARN poli-MDV.

Replicagdo dos ARNs Recombinantes

Prepararam-se 4 ARNs diferenetes através da
transcrigdo in vitro: MDV-1, poli-MDV, MDV-fal-un e MDV-fal-
-st. A andlise electroforética destas transcrigdes, conforme
se ilustra na figura 3 (A), demonstrou que o0s recombinantes
que continham sequéncias sonda podiam distinguir-se facil-
mente a partir das outras transcrigdes pela sua mobilidade

relativa. Isolaram-se depois as transcrigdes a partir da

mistura reaccional e utilizaram-se como matrizes para a sin-

tese de ARN adicional através de QB replicase. A anilise Cirftica da

quantidade de ARN sintetizado nas reacgdes de QB replicase,



conforme se indica na figura 3 (B), demonstraram que quer os
ARNs recombinantes estruturados guer os ndo estruturados eram
excelentes matrizes para a replicagdo exponencial. Para além
disso, conforme se indica na Figura 3 (C), a andlise electro-
forética do ARN sintetizado em cada reacgdo de Qp replicase
indicou que os produtos eram réplicas homogéneas das trans-
crigdes originais.

Para se comparar a proporgdo de replicac3do do
ARN recombinante com a proporgdo de replicagdo do ARN MDV-1,
iniciaram-se reacgdes de QP replicase com misturas de ARN MDV-
-fal-st (+) e ARN MDV-1l (+). Incubaram-se as reac¢8es durante
20 minutos, permitindo a sintese de, aproximadamente, dez
milhSes de cépias de cada ARN. Analisaram-se os ARNs produzi-
dos pelas reacgles, por electroforese em gel de poliacrilami-
da. Indicam-se no Quadro 1 os resultados, que indicam que,
apesar do ARN recombinante ser 55 nucleotidos mais extenso
do que o ARN MDV-1l a partir do qual é derivado, este se en-
contra amplificado essencialmente na mesma proporc&o pela

QB replicase.



QUADRO 1. Replicagdo de Misturas de ARN MDV-1 e de ARN

Recombinante

ARN INICIAL (fg)

ARN PRODUZIDO (ng)

MDV-1 MDV-fal-st MDV-1 MDV-fal-st
1 1 42 54

10 1 115 13
1 10 17 149

Amplificag8o Exponencial apds

Diluigles en Série

Devido a sensibilidade dos ensaios bioldgicos

que empregam sondas replicdveis, depender de quantas molécu-

las recombinantes podem servir como matrizes para a sintese

de uma quantidade facilmente detectivel de ARN produzido,

iniciou-se uma série de reacgdes de Qp replicase, com gquanti-

dades decrescentes de ARN MDV-

rie de reacgdes indicam-se na
reacGd3o iniciada com cerca de
nante (0,14 fg), produziu 129
apés 30 minutos de sintese, o

cagdo de um bilido de vezes.

fal-un. Os resultados desta sé-
Figura 4 e demonstram que uma
1000 moléculas de ARN recombi-
nanogramas de ARN recombinante,

gue corresponde a uma amplifi-

Obtiveram-se resultados cinéti-

cos virtualmente idénticos numa série de reacg8es paralelas

iniciadas com ARN MDV-fal-st,

© que indica que a falta rela-

—
~



tiva de uma estrutura secundaria na regido da sonda do ARN
MDV-fal-un ndo tem o efeito descernivel na replicacgdo.

A andlise electroforética demonstrou que o pro-
duto da reacgdo para a qual n&o se tinha adicionado matriz
exdgena, era o ARN MDV-1l. Esta andlise encontra-se ilustrada
na Figura 4. Isto era esperado, devido ao método gque se havia
utilizado para isolar a QP replicase (17) ndo eliminar todas
as moléculas de ARN MDV-1 contaminantes (5). Com base no tem-
po desté reacgdo para se atingir a saturag¢fo (quando o numero
de moléculas de ARN iguala o nimero de moléculas de replicase
activas) calculou-se que apenas 40 moléculas de ARN MDV-1 se
encontravam inicialmente presentes. Estes factos foram confir-
mados pelos seguintes resultados: gquando se’iniciava a reac-
G&0 com 100 moléculas de ARN MDV-fal-un, o produto, apds 25
minutos, continha 30% de ARN MDV-1; e quando a reacgdo se ini-
ciava apenas com 10 molépulas de ARN MDV-fal-un continha a
maioria do ARN MDV-1l. Uma vez que se havia utilizado Qp repli-
case isenta de todos os ARNs de contaminacfo (43), esperar-se-

-ia que apenas o ARN recombinante tivesse sido sintetizado.

Hibridag&8o de ARNs recombinantes

Cada um dos ARNs recombinantes demonstrou li-
gar-se especificamente a plasmidos desnaturados contendo uma

quantidade conhecida de sequéncias alvo P. falciparum (Fi-

gura 5). Nenhum ARN recombinante se ligou a plasmidos de con-

trolo que careciam de sequéncias de P. falciparum. Para além

disso, o ARN poli-MDV, que ndo contém uma sequéncia sonda,
nfo se ligou a qualquer plasmido. Tomados em conjunto, estes

resultados demonstram que os ARNs recombinantes se ligam es-



pecificamente aos seus alvos e que, sob as condigdes de hibri-
dagdo que se empregaram, a presenga da estrutura na regido de
sonda tem um efeito minimo na hibridacgdo.

Numa outra experiéncia, prepararam-se versdes
truncadas de cada uma das sondas recombinantes por transcri-
¢do a partir dos plasmidos que se haviam linearizado por di-
gestdo com Stu I, em vez de Sma I. Estas transcrigdes tinham
uma extensdo de 111 nucleotidos e continham 63 nucleotidos a
partir da extremidade 5' do ARN MDV-1 (+) e 48 nucleotidos a
partir da regifo de inserg¢do, incluindo a sequéncia total da
sonda. Nas condigSes de hibridagfo que se empregaram, nfo se
puderam observar quaisquer diferengas entre a hibridag&o dos
ARNs truncados e a hibridag&8oc dos ARNs de extensdo total. Es-
te resultado demonstra que a topologia de restrigio do terri-
tério de MDV-1 (44) que rodeia a regifio de sonda na molécula
de extensdo total, tem um pegueno efeito na capacidade da

sonda para se hibridar com o seu alvo.

Replicagdo de ARNs Recombinantes apds Hibridacd&o

Efectuaram-se experiéncias adicionais para de-
terminar se os ARNs recombinantes hibridados mantinham a sua
capacidade para servir como matrizes para a Qp replicase,
apés todas as manipulag¢des que ocorrem durante a hibridagao
dos filtros. Eluiu-se o ARN MDV-fal-un gque se tinha hibridado

com plasmidos, contendo sequéncias de P. falciparum, a partir

de manchas ponteadas, de acordo com um passo de aquecimento
breve. A anadlise electroforética demonstrou que se tinham 1li-
bertado moléculas recombinantes intactas. Ensaiou-se ent&o

uma por¢&o de ARN eluido, para se observar se esta poderia



servir com uma matriz para a QP replicase. Uma amplificagdo

de dez milhBes de vezes ocorreu em 20 minutos. A andlise elec-
troforética do produto desta reacgdo, demonstrou que se trata-
va de ARN MDV-fal-un puro. A partir dos resultados destas ex-
periéncias, estimou-se que, pelo menos 10% do ARN eluido, man-
tinha a sua actividade bioldgica.

Realizou-se uma outra experiencia para verifi-
car se as sondas recombinantes podiam servir como templatos
para a Qp replicase enquanto ainda ligada as manchas pontea-
das.

Incubaram-se directamente fragmentos de membra-
nas contendo ARN MDV-fal-un hibridado com Qop replicase. As
reacg8es que continham membranas com ARN hibridado com sequén-
cias alvo sintetizaram mais ARN recombinante do que as reac-
¢8es contendo membranas que careciam de sequéncias alvo. Es-
tes resultados prelimina;es, sugerem gue pode ndo ser neces-
sario um passoc especial de libertagfo para se iniciar a repli-

cagdo dos ARNs recombinantes hibridados.

Resultados das Reacg8es de Hibridagdo

Os resultados apresentam-se na Figura 7.

Discussdo Experimental

Na maioria dos ensaios biolégicos_que utilizam
sondas moleculares, a quantidade de sonda ligada € proporcio-
nal ao numeroc de alvos. Os esquemas de amplificagf8o tais como
0s que empregam grupos enzimdticos (45) ou reacgdes em cadeia
de polimerase (46-48) possibilitam a detecgd3o de um pequeno

nimero de alvos. Contudo, a relagdo de afinidade entre a di-



mensdo do sinal amplificado e o numero de alvos continua a
ser linear. As caracteristicas Unicas cinéticas das reacgdes
de QB replicase permitirdo a configuragio dos ensaios bioléd-
gicos, nos quais a dimensdo do sinal amplificado é linearmen-
te proporcional ao logaritmo do nimero de alvos. A Figura 6
representa dados a partir da experiéncia indicada na Figura
4, para ilustrar esta relagdo de afinidade: efectuou-se o
diagrama do logaritmo do nimero de moléculas de ARN recombi-
nante, inicialmente presentes em cada reacgfo, em fungdo da
quantidade de ARN sintetizado em 25 minutos (tempo durante o
qual cada reacgfo completou a fase exponencial de sintese).
Pode considerar-se a quantidade de ARN recombinantes inicial-
mente adicionado a estas reacg®es como representado a quanti-
dade de sonda que se teria ligado aos alvos no ensaio actual
e a quantidade de ARN amplificado durante um estimulo de 25
minutos cujo sinal se teria detectado. Os resultados indicam
que a dimensdo do sinal amplificado, estaria na ordem dos cem
nanogramas, se o numero de alvos fosse té&o pequeno quanto cem
ou tdo grande gquanto um bili&fo. Assim, os ensaios bioldgicos
que empregam a amplificagdo pela Qp replicase seriam capazes
de detectar alvos num intervalo de, pelo menos, seis ordens
de grandeza.

Teoricamente, os ensaios que utilizam OB re-
Plicase seriam extremamente sensiveis devido ao facto de es-
tas reacgdes poderem iniciar com apenas uma molécula de ARN
matriz (10). Na pratica, a sensibilidade dos ensaios limitar-
-se-a ao nivel de persisténcia de sondas n&o especificamente

ligadas. Nas experiéncias anteriormente descritas, verificou-



-se que seiscentas mil moléculas de ARN MDV-fal-un se haviam
ligado nd8o especificamente a manchas ponteadas de nitrocelu-
lose que continham 1,5 pg de ADN pUC1l3. Parece que sera neces-
sdria uma técnica de hibridagfo diferente para verificar os
limites de sensibilidade dos ensaios que empregam sondas re-
plicdveis. Existem vdrios métodos promissores que poderiam
resultar num nivel marcadamente reduzido, incluindo agueles
em que a hibridagdo ocorre em solugfo (49-51) e aqueles que
empregaﬁ técnicas de hibridag&o "intercaladas" ("sandwich")
(52,53). Combinando uma técnica de redugdo efectiva de fundo
com a enorme amplificag8o inerente a utilizagd3o de sondas re-
plicdveis serd possivel desenvolver ensaios que possam detec-
tar algumas centenas de moléculas alvo. Isto permitiria a
detecgd3o de moléculas de ADN ou ARN relativamente raras numa
amostra de investigagdo e a detecg&o de, pelo menos, um agen-
te infeccioso simples numa amostra clinica.

Construiram-se recentemente ARNs recombinantes
replicdveis contendo uma diversidade de sequéncias inseridas.
Isto leva-nos a crer que, pela escolha adequada das inser-
¢8es, podem preparar-se sondas de ARN recombinante capazes de
detectar o acido nucleico de gualquer virus, bactéria ou pa-
rasita eucaridtico.

Os ARNs recombinantes amplificadqs contém uma
sequéncia (a sonda) que identifica gqual foi o alvo detectado.
Contudo, serd possivel conceber ensaios de diagnédstico gue
utilizam uma mistura de ARN recombinantes, contendo cada um
deles uma sequéncia sonda especifica para o genoma de um agen-

te infeccioso diferente. Apds a amplificagdoc com QB replicase,



a populagdo de ARN conteria réplicas apenas daquelas sondas
que se tinham ligado aos seus alvos. A hibridacgdo subsequen-
te destes ARNs amplificados com uma membrana, contendo manchas
ponteadas de ADN dispostas ordenadamente, complementares de
cada uma das sondas permitiria a identificagdo simultdnea de
diversos organismos diferentes na mesma amostra.

A densidade de cada ponto da Figura 7 indica

a quantidade de ARN que se encontra em cada momento. Embora
ndo se‘tenha observado ARN durante os momentos iniciais de
cada reacgdo, este é o periodo no qual a populagido de ARN au-
menta exponencialmente. O ARN torna-se visivel aproximadamen-
te ao mesmo tempo que o nimero de moléculas de ARN iguala o
nimero de moléculas de replicase activa ("ponto de saturacgio").

Por comsequéncia, a quantidade de ARN nos pontos de tempos
visiveis, aumenta linearmente. Os resultados indicam que o
momento, no qual o pontq de saturagdo ocorre em cada reaccgéo
de amplificagdo, é uma fungZo do nimero de moléculas alvo
que se encontrava originalmente presentes na reacgdo de hibri-
dagdo correspondente. Quanto menos moléculas alvo se encontra-
vam presentes, menor era o nuimero de sondas que se ligaram
aos alvos e, assim, menor foi o nimero de sondas que se en-
contravam disponiveis para iniciarem a reacgdo de amplifica-
Gdo. Este resultado demonstra que se poderia degenvolver um
ensaio automatizado, no qual o dispositivo de detecgdo (ba-
seado talvez na fluorescéncia de um ligante ARN, tal como o
brometo de etidio) se poderia utilizar para determinar o tem-
po de saturagdoc. O nimero de sondas originalmente presentes

na reacgdo de amplificagdo (o qual seria proporcional ao na-

mero de alvos na amostra) podia entdo calcular-se a partir



f =
do tempo que esta levasse a atingir a saturagdo. Os resultados
indicam também uma via alternativa para determinar o nidmero
de alvos presentes na amostra. A guantidade de ARN presente
num momento particular de tempo, apés todas as reacgdes de sa-
turagido terem sido atingidas (por exemplo, aos 24 minutos), é
linearmente proporcional ao logaritmo do nimero de sondas ori-
ginalmente presente em cada reacgdo de amplificagdo (ver tam-
bém figura 6).

Finalmente, os resultados deste ensaio aperfei-
¢oado indicam que o limite corrente de sensibilidade se encon-
tra entre 2500 e 25000 moléculas de alvo. As reacg8es inicia-
das com sondas libertadas a partir de reacgdes de hibridacg&o
que continham um pequeno numero de alvos proporcioraram resultados vir-
tualmente indistinguiveis. Uma vez gue o ARN gue se obteve a
partir destas reacg¢8es era ARN recombinante, o ARN libertado
deve consistir na sua maior parte, de sondas ndo especifica-
mente hibridadas que nfo foram removidas durante o procedi-

mento de isolamento de hibridos.
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REIVINDICACDOES

l.- Processo pard a determinagao da presenga ou concentra-
gao de um oligo- ou polinucleotido .de interesse numa amostra, ca-
racterizado pelo facto:

a) de se formar um complexo especifico entre a molécula
sonda de RNA recombinante constituida por:
i) uma sequencia de identificagao para a ligagao de um

RNA/RNA polimerase dirigida;

ii) uma sequéncia necessaria para a iniciagdo da sintese
do cordao pela polimerase; e
iii) uma sequencia de RNA heterdloga inserida num sitio

especifico na regido interna da molécula recombinante e complemen-

tar a um oligo- ou polinucleotido de interesse,

e o oligo- ou polinucleotido de interesse, incubando a amostra



com as moléculas sonda de RNA recombinante sob condigoes adequadas

e durante um intervalo de tempo suficiente para permitir hibridar
sequencias de nucleotidos complementares;
b) de se remover moléculas sonda de RNA recombinante nio

hibridadas da mistura reaccional;

c) de se incubar a mistura reaccional com uma RNA/RNA poli-
merase dirigida susceptivel de sintetizar copias adicionais das
molééulas'sonda de RNA recombinante que s3o hibridadas nos oligé-
ou polinucleotidos de interesse; e

d) de se detectar as moleculas sonda de RNA recombinante

sintetizadas no passo c), determinando, assim, a presenga ou con-
centragao do oligo- ou polinucleotido de interesse.

2.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de o oligo- ou polinucleotido na amostra estar ligado

a um suporte solido.

3.- .Processc de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado

por o suporte sdlido ser uma nitrocelulose ou membrana de "nylon".

4.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo facto de no passo a) o oligo- ou polinucleotido de interesse

e a molecula sonda de RNA recombinante estarem em solugao.

5.~ Processo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
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pelo facto de no passo b) se separar as moléculas sonda de RNA
recombinante hibridadas das moléculas sonda nao hibridadas pela

retengd3o do oligo- ou polinucleotido num suporte sdlido.

6.- Processo de acordo com a reivindicagdao 1, caracterizado
pelo facto de se efectuar a detecgao por incorporagioc de pre-
cursores de ribonucleosido S'-trifosfato marcados radioactivamen-

te nos produtos de RNA recombinante.

7.~ Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo facto de se efectuar a detecgdo por incorporagdo de precur-
sores de ribonucleosido 5'-trifosfato quimicamente modificado

nos produtos de RNA recombinante.

8.- Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo facto de os precursores de ribonucleosido §5'-trifosfato qui-

micamente modificado serem biotinilados.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado

pelo facto de os precursores de ribonucleosido 5'-trifosfato qui-

micamente modificado serem fluorescentes.

10.- Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

pelo facto de se efectuar a detecgao pela ligacdo de corantes flug

rogenicos ou cromogénicos especificos de RNA aos produtos de



RNA recombinante.

11l.-

pelo facto

12.-
pelo facto

replicase.

13.-
pelo facto

curto para

Processo de acordo com a reivinvidagdo 1, caracterizado

de se efectuar a detecgdo por métodos fisicos.

Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado

de no passo c) a RNA/RNA polimerase dirigida ser CF

Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
de o tempo de incubagado no passo c) ser suficientemente

que o numero de corddoes de RNA recombinante nao exceda

o numero de moléculas de polimerase, pelo que o nimero de molécu-

culas de RNA recombinante € linearmente proporcional ao numero de

moléculas sonda de RNA recombinante originalmente hibridadas.

14.-
pelo facto

longo para

Processo de acordo com a reivinvidagao 1, caracterizado
de o tempo de incubagao no passo c) ser suficientemente

que o numero de corddes de RNA recombinante exceda o

nimero de moléculas de polimerase, do que resulta o numero de mo-

léculas de

RNA recombinante ser proporcional ao logaritmo do nime-

ro de moléculas sonda de RNA recombinante originalmente hibridadas.

15.-

Processo para a determinagao simultanea da presenga ou

concentracao de varios oligo- ou polinucleotidos diferentes de
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intefesse numa amostra, caracterizado pelo facto:

a) de se formar complexos especificos entre uma mistura de
tipos diferentes de moléculas sonda de RNA recombinante, tal como
definidas na reivindicag¢ao 1, possuindo cada tipo ﬁma sequeéncia

inserida diferente, e os oligo- ou polinucleotidos de interesse,

por incubagao da amostra com a mistura de moléculas sonda de RNA
recombinante sob condigoes adequadas e durante um intervalo de

tempo suficiente para permitir hibridar sequéncias de nucleotidos

complementares;

b) de se remover moléculas sonda de RNA recombinante nao hi-
_bridadas da mistura reaccionalj;

c) de se incubar a mistura reaccional com uma RNA/RNA pdli-
merase dirigida susceptivél de sintetizar copias adicionais das

moléculas sonda de RNA recombinante que sao hibridadas nos oligo-

ou polinucleotidos de interesse;

d) de se separar a mistura de RNAs recombinantes sintetizados
hibridando-os numa sequéncia ordenada de polinucleotidos ligados

a uma membrana, onde cada polinucleotido € complementar de um tipo

de RNA recombinado sintetizado; e
e) de se detectar as moléculas sonda de RNA recombinante pro-
duzidas no passo d), determinando, assim a presenca ou concentra-

z30 de cada oligo- ou polinucleotido de interesse.

16.- Processo de acordo com as reivindicagoes anteriores,

caracterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante
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a sequéncia de identificagdo para a ligagao de uma RNA/RNA poli-

merase dirigida estar numa regido interna da molécula.

17.- Processo de acordo com as reivinvidagoes 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante

o sitio de insergdo nd3o estar perto de qualquer sequéncia necessa-
ria para a ligagdo da RNA polimerase ou para a iniciagdo da sinte-

se dos cordoes.

18.-  Processo de acordo com as reivinvidagoes 1 a 16, ca-
racterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante
a insergao ter um efeito minimo na replicabilidade da molécula.

H
13.- Processo de acordo com as reivinvidagoes 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de, na molécula sonda de RVA recombinante

a insergao ter um efeito minimo sobre a estrutura secundaria e

terciaria da molécula.

20.- Processo de acordo com as reivinvidagoces 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de na molécula sonda de RVA recombinante
a sequencia necessaria para a iniciagdo da sintese de corddes ser

uma sequencia 3'-terminal rica em citidina.

21.- Processo de acordo com as reivindicagoes 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante
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a RNA/RNA polimerase dirigida ser QF replicase.

22.- Processo de acordo com as reivindicagoes 1 a 16, ca-’

racterizado pelo facto de na molecula sonda de RNA recombinante

- » 3 -~ - . - “'
c sitio de insergaoc especifico ser num nucleotido especifico.

23.- Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 16, ca-
racterizado pelo facto de a molécula sonda de RNA recombinante

ser um suporte de RNA variante para CF.replicase ou um seu mutante.

24.~- Processo de acordo com a reivinvidagao 23, caracteriza-
do pelo facto de o suporte de RNA variante ser MDV-1 RNA ou um seu

mutente.

25.- Processo de acordo com a reivindicagzo 24, caracteriza-

do pelo facto de o MDV-1 RNA ser MDV-1 (+) RNA.

26.- Processo de acordo com a reivindicagao 24%, caracteriza-

do pelo facto de o MDV~1l RNA ser MDV-1 (-) RNA.

27.- Processo de acordo com a reivinvidagao 25, caracteriza-
do pelo facto de na molécula sonda se RNA recombinante a sequéncia

heterdloga de interesse estar inserida entre os nucleotidos 63 e

64y,

Ve s



28.- Processo de acordo com as reivindicagoes 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de a molécula sonda de RNA recombinante

ser um transcrito derivado de um plasmideo recombinante por incu-

bagdao com um RNA/RNA polimerase dirigido.

29.- Processo de acordo com a reivindicagao 28, caracteriza-
do pelo facto de a molécula sonda de RNA recombinante ser um supor

te de RNA variante para Q{,replicase ou um seu mutante.

30.- Processo de acordo com a reivinvidagao 29, caracteriza-
do pelo facto de a molécula sonda de RNA recombinante ser MDV-1
RNA ou um seu mutante.

31.- Processo de acordo com a reivindicagao 30, caracteriza-

do pelo facto de o MDV-1 RNA ser MDV-1(+) RNA.

32.- Processo de acordo com a reivinvidagao 30, caracteriza-

do pelo facto de o MDV-1 RNA ser MDV-1(-) RNA.

33.- Processo de acordo com a reivindicagao 31, caracteriza-

do pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante a sequencia

heterdloga ser inserida entre os nucleotidos 63 e 64.

34.- Processo de acordo com as reivindicagoes 1 a 16, ca-

racterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante
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a sequéncia heterdloga inserida ser complementar de uma sequéncia

de acido nucleico especifico de um agente infeccioso.

35.- Processo de acordo com as reivindicagoes 1 a 16, ca-
racterizado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante
a sequencia heterdloga inserida ser complementar de uma sequéncia

de genes especificos ou a uma sua porgao.

36.- Processo de acordo com a reivindicagao 35, caracteri-
zado pelo facto de na molécula sonda de RNA recombinante a se-

quencia de genes especificos ser um alelo ou uma sua corgao,

Lisboa, 20 de Abril de 1989
O Agente Gt ca Vicpiwiude Industrial



"PROCESSO PARA A DETERMINAGAO DA PRESENCA
OU CONCENTRAGAO DE UM OLIGO- OU POLINU-

CLEOTIDO DE INTERESSE NUMA AMOSTRA"

A presente invengao refere-se a métodos para determinar

a presenga ou concentragao de um oligo- ou polinucleotido de inte-

reése numa amostra
a) formando-se um complexo especifico entre a molécula sonda
de RNA recombin§nte,
D) removendo-se moléculas sonda de RNA recombinante ni3o hibri-

dadas da mistura reaccional;

c) incubando-se a mistura reaccional com uma RNA/RNA polime-
rase dirigida susceptivel de sintetizar cdpias adicionais
das moléculas sonda de RNA recombinante que s3o hibridadas
nos oligo- ou polinucleotidos de interesse; e

d) detectanZo-se as moléculas sonda de RNA .recombinante sinte-

tizadas no pacsso c¢).

O Agente Cliciet da Procricdade Industrial

Lisboa, 20 de Abril de 1989
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