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(57) Resumo: COMPOSIGAO DE ENZIMAS DE ACIDO
NUCLEICO MULTICOMPONENTES (MNAZIMA), METODOS PARA
DETECTAR A PRESENCA DE PELO MENOS UM FACILITADOR DE
COMBINACAO, UM ALVO, UMA VARIANTE DE SEQUENCIA DE
ACIDOS NUCLEICOS, PARA DETECTAR A PRESENGA DE PELO
MENOS UM ACIDO NUCLEICO METILADO E PARA DETECTAR
PELO MENOS UM FACILITADOR DE COMBINAGCAO USANDO UMA
CASCATA DE AMPLIACAO, METODOS PARA FABRICAR UMA
PLURARIDADE DE ENZIMAS DE AcCIDO NUCLEICO
MULTICOMPONENTES (MNAZIMA), E USO DE PELO MENOS UM
OLIGONUCLEOTIDEO. A presente invengéo refere-se a Enzimas de
Acido Nucléico Muiticomponentes (MNAzimas) e métodos para seu
uso. AS MNAzimas compreendem dois ou mais componentes
oligonucleotideos que se autocombinam na presen¢a de uma ou mais
moléculas facilitadoras de combinagéo de MNAzimas, para formar uma
estrutura cataliticamente ativa. Sdo fornecidos também métodos para
usar MNAzimas na detec¢éo, identificagdo e/ou quantificagdo de um
ou mais alvos. Os métodos podem ser praticados em ensaios
baseados em solugdo ou em ensaios nos quais um ou mais
componentes da reagao estéo afixados a uma estrutura de suporte. Os
métodos permitem multiplexar a detec¢gdo de MNAzimas para detectar
multiplos alvos em uma Unica rea¢do. Sao fornecidos também kits para
fabricar as composigdes, e para praticar os métodos aqui fornecidos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "COMPOSI-
CAO DE ENZIMAS DE ACIDO NUCLEICO MULTICOMPONENTES (MNA-
ZIMA), METODOS PARA DETECTAR A PRESENCA DE PELO MENOS
UM FACILITADOR DE COMBINAGAO, UM ALVO, UMA VARIANTE DE
SEQUENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS, PARA DETECTAR A PRESENCA
DE PELO MENOS UM ACIDO NUCLEICO METILADO E PARA DETEC-
TAR PELO MENOS UM FACILITADOR DE COMBINAGAO USANDO UMA
CASCATA DE AMPLIAGAO, METODOS PARA FABRICAR UMA PLURA-
RIDADE DE ENZIMAS DE ACIDO NUCLEICO MULTICOMPONENTES
(MNAZIMA), E USO DE PELO MENOS UM OLIGONUCLEOTIDEO".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADA

Este pedido de patente reivindica o beneficio dos pedidos de
patente provisérios nos 60/726.291, depositado em 13 de outubro de 2005, e
60/724.567, depositado em 7 de outubro de 2005, respectivamente, que sao
aqui incorporados como referéncia em sua totalidade.
CAMPO TECNICO DA INVENGCAO

| A presente invengao refere-se a acidos nucléicos multicompo-

nentes cataliticos e métodos para seu uso. Mais particularmente, a invengao
refere-se a composicdes que compreendem enzimas de acidos nucléicos
multicomponentes autocombinativos, métodos para fabricar tais composi-
¢cbes, e métodos bara usar tais composigoes, incluindo para detectar, identi-
ficar e/ou quantificar alvos tais como facilitadores de combinagdo e outras
entidades para detectar uma modificagao catalitica de substratos pelas ditas
enzimas de acidos nucléicos multicomponentes.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Varias publicagdes, que podem incluir patentes, pedidos de patente
publicados, artigos técnicos e artigos cientificos, sdo citados neste relatério
descritivo inteiro entre parenteses, e as citagbes completas de cada um deles
podem ser encontradas no final deste relatério descritivo. Cada uma dessas
publicagdes citadas & aqui incorporada como referéncia em sua totalidade.

As moléculas de acidos nucléicos podem adotar configuragdes
estruturais secundarias que podem conferir atividade enzimatica ou cataliti-
ca. A tecnologia de evolugao in vitro facilitou a descoberta e o desenvolvi-
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mento desses acidos nucléicos cataliticos, freqientemente referidos como
"DNAzimas" ou "ribozimas", que sdo capazes de catalisar uma ampla série
de reacgdes, incluindo a clivagem de &cidos nucléicos (Carmi et al., 1996;
Raillard e Joyce, 1996; Breaker, 1997; Santoro e Joyce, 1998), ligagéo de
acidos nucléicos (Cuenoud e Szostak, 1995), metalagcdo da porfirina (Li e
Sen, 1996), e a formagdo de ligagdes carbono-carbono (Tarasow et al.,
1997), ligagbes éster (lllangasekare et al., 1995) ou ligagdes amida (Lohse e
Szostak, 1996).

Particularmente, foram identificadas DNAzimas e ribozimas que
clivam especificamente sequéncias de acidos nucléicos distintas depois da
hibridizacdo por intermédio do pareamento de bases de Watson Crick. As
DNAzimas sdo capazes de clivar moléculas de RNA (Breaker e Joyce, 1994;
Santoro e Joyce, 1997) ou DNA (Carmi et al., 1996). As moléculas de RNA
cataliticas (ribozimas) também sao capazes de clivar seqiéncias de RNA
(Haseloff e Gerlach, 1988) e DNA (Raillard e Joyce, 1996). A taxa de cliva-
gem catalitica da maioria das enzimas de acidos nucléicos € dependente da
presenga e da concentragdo de ions de metais bivalentes tais como Ba®*,
S, Mg?*, Ca*, Ni#*, Co®, Mn?*, Zn**, e Pb®* (Santoro e Joyce, 1998;
Brown et al.; 2003).

~ Os &acidos nucléicos cataliticos, tais como a ribozima Hamme-
rhead e as DNAzimas 10:23 e 8:17, tém muiltiplos dominios. Eles tém um
dominio catalitico conservado (ntcleo catalitico) flanqueado por dois domi-
nios de ligacdo do substrato, nao-conservados ("bragos hibridizantes"), que
sdo regibes de seqiiéncia que se ligam especificamente ao substrato. Hase-
loff e Gerlach prepararam por engenharia genética a ribozima Hammerhead,
que foi assim denominada devido a estrutura em forma de alga ("stern-loop")
que traz os dois dominios conservados juntos, que formam o nucleo cataliti-
co (Haseloff e Gerlach, 1988). As DNAzimas "10:23" e "8:17" sd@o capazes
de clivar substratos de acidos nucléicos em ligacdes fosfodiéster especificas
do RNA (Santoro e Joyce, 1997). A DNAzima 10:23 tem um dominio cataliti-
co de 15 desoxinucleotideos, flanqueado por dois bracos de reconhecimento
de substrato. A DNAzima 8:17 tem um dominio catalitico de 14 desoxinucle-
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otideos, que também é flanqueado por dois bragos de reconhecimento de
substrato.

Um &cido nucléico catalitico pode clivar um substrato de acido
nucléico com uma sequéncia-alvo que atende aos requisitos minimos. A se-
quéncia do substrato deve ser substancialmente complementar aos bragos
hibridizantes do acido nucléico catalitico, e o substrato deve conter uma se-
quéncia especifica no sitio de clivagem. Os requisitos especificos da se-
quéncia no sitio de clivagem incluem, por exemplo, uma sequéncia de ribo-
nucleotideo purina:pirimidina para clivagem pela DNAzima 10:23 DNAzima
(Santoro e Joyce, 1997), e a sequéncia uridina:X para as ribozimas Hamme-
rhead (Perriman et al., 1992), onde X pode ser A, C, ou U, mas néo G.

Os &cidos nucléicos cataliticos demonstraram tolerar apenas
certas modificacoes na area que forma o nucleo catalitico (Perreault et al.,
1990; Perreault et al., 1991; Zaborowska et al., 2002; Cruz et al., 2004; Sil-
verman, 2004)). Os exemplos de seqliéncias responsaveis pela atividade
catalitica de DNAzimas estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1: Seqliéncias Exemplificativas para Algumas DNAzimas Ativas

e seus Substratos

Tipo de DNA- | Seqiéncia da DNAzima Sequéncia do
zima - Substrato

8:17 (N)xTNNNAGCNNNWCGK(N)x (N)x (rN)x G (N")x
10:23 (N)xGGMTMGHNDNNNMGD(N)x (N)x rR rY (N')x

N = A, C, T, G ou qualquer andlogo; N' = qualquer nucleotideo complemen-
tar a N;(N)x or (N')x = qualquer nimero de nucleotideos; W=Aou T; K= A,
G ou AA; N = qualquer base de ribonucleotideo;(rN)x = qualguer nimero

de ribonucleotideos: rR=AouG;rY=CouU;M=AouC;H=A,CouT,;

D=G,AouT

A substituicdo de certos ribonucleotideos por certos desoxirribi-
nucleotideos em ribozimas conhecidas foi tentada sob certas condigoes
(McCall et al., 1992). As ribozimas que foram convertidas inteiramente em
DNA nao tém atividade em virtude das diferengas de conformacéo de RNA e
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DNA (Perreault et al., 1990). Estes estudos demonstram que as enzimas de
RNA ndo podem ser modificadas para dar enzimas de DNA funcionais me-
ramente substituindo ribonucleotideos por desoxirribonucleotideos.

Foram realizados alguns estudos que tentaram desenvolver cer-
tas ribozimas homodiméricas e heterodiméricas para aplicagdes terapéuticas
(Kuwabara et al., 1999; Kuwabara et al., 2000; Oshima et al., 2003). Nesses
estudos, o nucleo catalitico da ribozima compreendia unicamente ribonucleo-
tideos. Além disso, a capacidade para as DNAzimas funcionarem em forma-
tos diméricos ou mutiméricos ndo foi considerada, nem foi fornecida qual-
quer informagao sobre como extrapolar de uma ribozima dimérica para uma
DNAzima dimérica em termos de uma estrutura possivel de uma DNAzima
dimérica e a atividade resultante.

Os éacidos nucléicos cataliticos foram usados em combinagao
com protocolos de ampliagdo in vitro como um meio para gerar um sinal de-
tectavel, primitindo assim o monitoramente em tempo real de sequéncias-
alvo de acidos nucléicos ampliadas (Todd et al., 2000) (US 6,140,055; US
6,201,113; WO 99/45146; PCT/IB99/00848; WO 99/50452). Zymogene de-
tection (US 6,140,055; US 6,201,113; WO 99/45146; PCT/IB99/00848; WO
99/50452), também conhecido com deteccdo de DzyNA (Todd et al., 2000),
resulta em alvo concomitante e ampliagdo do sinal. Isto ocorre porque as
DNAzimas ou ribozimas cataliticas co-ampliam junto com seqiéncias-alvo
para produzir amplicons que funcionam como enzimas verdadeiras capazes
de rotatividade multipla. Assim sendo, cada amplicon de acido nucléico cata-
litico cliva multiplos substratos reporteres. As DNAzimas e ribozimas sao
introduzidas nos amplicons usando iniciadores com rotuladores de 5’ que
sdo inativos, sequéncias anti-sentido de acidos nucléicos cataliticos. Quando
estas sequéncias sdo copiadas durante a ampliagao in vitro, as sequéncias
sense cataliticamente ativas sdo co-ampliadas junto com a seqliéncia-alvo.
A abordagem zimogénio/DzyNA é muito flexivel pois a ampliagdo catalitica
do sinal pode estar ligada a métodos de ampliagdo-alvo, incluindo PCR (rea-
¢do de polimerase em cadeia), ampliagdo por deslocamento de filamento
("SDA"), ou ampliagdo rotagao circular ("RCA"-Rolling circle), produzindo
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amplicons de DNAzimas; e ampliacdo baseada em sequéncias de é&cidos
nucléicos ("NASBA"), replicacao de seqiéncias auto-sustentada (“3SR"), ou
ampliagao mediada por transcrigao ("TMA"), produzindo amplicons de ribo-
zimas. Além disso, como iniimeras moléculas de acidos nucléicos cataliticos
com uma ampla faixa de atividades cataliticas foram descobertas ou surgi-
ram, a abordagem de zimogénio pode usar um substratorepérter diferente de
um acido nucleico, onde a leitura do ensaio € dependente de uma modifica-
¢do quimica diferente de clivagem de um substrato de acido nucléico. A a-
bordagem zimogénio/DzyNA (Todd et al., 2000) ou NASBA/ribozima (WO
00/58505) pode ser considerada sensivel e util, mas ha o potencial de inter-
feréncia devido a ampliagéo de sequéncias iniciadoras.

NASBA foi usada para produzir amplicons de RNA que contém o
acido nucléico-alvo e uma secédo do nucleo catalitico da ribozima Hamme-
rhead (GAArA), introduzida como sequéncia anti-sentido anexada com rotu-
lador a um iniciador e depois copiada (WO 00/58505). A seqliéncia adicional
necessaria para a atividade catalitica (CUrGANrGrA) foi introduzida como
sequéncia sense sequence em uma segunda molécula, que foi rotulada com
um fluoréforo e quencher, e que também serviu como substratorepérter. Cer-
tas bases de ribonucleotideos (rN acima) devem permanecer como ribonu-
cleotideos, sendo a atividade catalitica da ribozima é perdida. Duas molécu-
las que consistiam inteiramente em DNA foram consideradas incapazes de
formar enzimas heterodiméricas cataliticamente ativas (WO 00/58505).

Os acidos nucléicos cataliticos foram usados também para a
detecgdo de polimorfismos de nucleotideos individuais ("SNPs"). O requisito
estrito para pareamento de bases de Watson Crick entre os bragos de liga-
¢ao de acidos nucléicos cataliticos e o substrato permitiu o desenvolvimento

de métodos que permitem a discriminacdo de sequéncias curtas intimamen-

te relacionadas. As DNAzimas e ribozimas demonstraram discriminar entre
duas seqtiéncias que diferem em tao pouco quanto uma unica base (Cairns
et al., 2000) (WO 99/50452).

As DNAzimas tém propriedades que proporcionam vantagens
sobre as ribozimas para certas aplicagdes in vitro. O DNA € inerentemente
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mais estavel do que o RNA, e assim sendo, é mais robust com prazo de va-
lidade mais longo. O DNA pode ser estocado por longos periodos a tempera-
tura ambiente, seja em solugdo ou em uma forma liofilizada. As DNAzimas
também sdo preferiveis sobre a maioria de enzimas protéicas em certas a-
plicagcdes porque, por exemplo, elas nao sao desnaturadas irreversivelmente
por exposicao a altas temperaturas durante a ampliagao.

Assim sendo, existe Oma necessidade presentemente nessas
técnicas de obter métodos simples, rapidos, e econémicos para detectar,
identificar e quantificar seqiéncias de acidos nucléicos e outras entidades,
que, de preferéncia, fornecem acidos nucléicos cataliticos baseados em
DNAzimas e/ou ribozimes.

SUMARIO DA INVENGCAO

De acordo com um primeiro aspecto da presente invengao, for-
nece-se uma composicdo que compreende pelo menos dois ou mais com-
ponentes oligonucleotideos, onde pelo menos um primeiro componente oli-
gonucleotideo e um segundo componente oligonucleotideo se autocombi-
nam na presenga de um facilitador de combinagcdo de MNAzima, para formar
uma enzima de acido nucléico multicomponente cataliticamente ativa (MNa-
zima), onde cada um dos ditos pelo menos primeiro e dito segundo compo-
nentes oligonucleotideos compreendem uma parte ramificada de substrato,
uma parte de nucleo catalitico, € uma parte ramificada de sensor;
onde depois da autocombinagao, a parte ramificada de sensor dos ditos pri-
meiro e segundo componentes oligonucleotideos atuam como bragos senso-
res da MNAzima, a parte do brago substrato dos primeiro e segundo compo-
nentes oligonucleotideos atuam como bragos substratos da MNAzima, e a
parte nuclear catalitica dos primeiro e segundo componentes oligonucleoti-
deos atuam como um nucleo catalitico de MNAzima;

e onde os bragos sensores da MNAzima interagem com o dito facilitador de
combinagao de MNAzima de modo a manter o primeiro e 0 segundo compo-
nentes oligonucleotideos em proximidade para associagdo das suas respec-
tivas partes nucleares cataliticas, para formar o nucleo catalitico da MNAzi-
ma, sendo o dito nucleo catalitico capaz de modificar pelo menos um subs-
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trato, e onde as ditas ramificagbes de substrato da dita MNAzima engatam
em um substrato, de tal modo que o dito nucleo catalitico da dita MNAzima
possa modificar o dito substrato.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos,
facilitador de combinagdo ou substrato pode compreender DNA ou um seu
analogo.

O facilitador de combina¢ao pode ser um alvo a ser identificado,
detectado ou quantificado. O alvo pode compreender um acido nucléico. O
acido nucléico pode ser selecionado no grupo que compreende DNA, DNA
metilado, DNA alquilado, RNA, RNA metilado, microRNA, siRNA, shRNA,
tRNA, mRNA, snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA, outros RNAs
nao-codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, amplicons, ou qual-
quer combinagéo deles. O RNA ribossémico pode ser RNA ribossémico 16S.

A fonte do acido nucléico pode ser selecionada no grupo que
compreende uma fonte sintética, mamifera, humana, animal, vegetal, fungi-
ca, bacteriana, Archaea, ou qualquer combinagao delas.

O &cido nucléico pode ser ampliado. A ampliagdo pode compre-
ender uma ou mais entre PCR (rea¢do de polimerase em cadeia), ampliagao
por deslocamento de filamento ("SDA"), ampliagdo isotérmica mediada por
alca (LAMP), ampliagédo rotagdo circular ("RCA"), ampliagdo mediada por
transcricdo (TMA), replicacédo de seqiéncias auto-sustentada ("3SR"), ou
ampliagdo baseada em sequéncias de acidos nucléicos (NASBA), ou reagao
de polimerase em cadeia com transcri¢ao reversa (RT-PCR).

A composigdo pode compreender ainda pelo menos um terceiro

- componente oligonucleotideo que atua para estabilizar pelo menos um entre

as ditas partes de bragos de substrato ou partes ramidicada de sensor.

Pelo menos um entre o dito facilitador de combinacgdo, os ditos
componentes oligdnucleotu’deos ou substrato, ou uma combinagédo deles,
pode compreender mais do que uma molécula.

As partes do nucleo catalitico do primeiro componente oligonu-
cleotideo podem ser selecionadas no grupo que compreende SEQ ID Nos:
149 - 153, 155 - 157, 159 e 161, e as partes do nucleo catalitico do segun-
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do componente catalitico podem ser selecionadas no grupo que compreende
SEQ ID Nos: 166 — 170 e 172.

A composi¢ao pode compreender ainda pelo menos um inibidor
da dita autocombinagao da dita MNAzima.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos
ou facilitador de combinagé@o ou substrato ou uma combinacdo deles pode
compreender ainda pelo menos um aptamero ou parte dele. O aptamero ou
parte dele pode compreender pelo menos um acido nucléico, peptideo, poli-
peptideo ou proteina ou um seu derivado ou combinacgao.

A composicao pode compreender ainda pelo menos um inibidor
da dita autocombinagéao da dita MNAzima.

Pelo menos um entre o dito primeiro ou o dito segundo compo-
nentes oligonucleotideos ou o dito facilitador de combinagéo ou o dito subs-
trato pode compreender ainda pelo menos uma parte de uma sequéncia au-
tocomplementar capaz de formar uma estrutura de grampo. A estrutura de
grampo pode inibir a autocombinagao da dita MNAzime. A inibicao da auto-
combinagao pode ser removida apés o contato de um aptamero com um al-
vo. O aptéameto ou parte dele pode se ligar a um alvo selecionado no grupo
que compreende &cidos nucléicos, proteinas, glicoproteinas, lipideos, lipo-
proteinas, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, anticorpos, metabdlitos,
patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequenas, polime-
ros, ions metalicos, sais metélicos, prions ou quaisquer derivados, partes ou
combinagdes deles.

O substrato pode compreender um acido nucléico ou uma proteina.
O acido nucléico pode compreender pelo menos um entre um acido nucléico
rotulado, RNA, DNA, andlogo de acido nucléico, acido nucléico peptidico,
acido nucléico bloqueado, quimera peptideo-acido nucléico, ou qualquer
combinacgao deles. A proteina pode compreender pelo menos um entre um
anticorpo, polipeptideo, glicoproteina, lipoproteina, ou qualquer combinagao
deles. O substrato pode compreender ainda pelo menos uma nanoparticula
ou microparticula ou uma combinagao delas. O substrato pode ser afixado a

um suporte insolivel ou estar livre em solugdo. O substrato pode compreen-
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der uma parte detectavel e uma parte quencher, onde depois da modificagcao
do dito substrato pela dita MNAzima, um efeito detectavel proporcionado
pela dita parte detectavel é aumentado ou diminuido.

Os bragos do substrato podem engatar no dito substrato através de
pareamento de bases complementares.

A modificagdo do dito substrato pela dita MNAzima pode propor-
cionar um efeito detectavel. A modificagdo do dito substrato pode ser sele-
cionada no grupo que compreende clivagem, ligagdo, metalagdo da porfirina,
formacgao de ligagdes carbono-carbono, ligagdes éster ou ligagdes amida, ou
qualquer combinagdo delas. O efeito detectavel pode ser detectado por es-
pectroscopia de fluorescéncia, ressonéncia de plasménios superficiais, es-
pectroscopia de massas, RMN, ressonéncia spin de elétrons, espectroscopia
de polarizagdo da fluorescéncia, dicroismo circular, imunoensaio, cromato-
grafia, radiometria, fotometria, cintilografia, métodos eletrénicos, UV, espec-
troscopia em luz visivel ou no infravermelho, métodos enzimaticos, ou qual-
quer combinagédo deles. O efeito detectavel pode ser medido, onde a magni-
tude da dita medi¢do é indicativa da quantidade de um alvo.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos, o dito
facilitador de combinag¢do ou o dito substrato pode ser selecionado no grupo
que compreende DNA, RNA, anélogos de acidos nucléicos, acidos nucléicos
peptidicos, acidos nucléicos bloqueados, quimeras peptideos-acidos nucléi-
cos, ou uma combinagao deles. O facilitador de combinagao e o dito substra-
to podem compreender acidos nucléicos que sdo completamente ou parci-
almente complementares a pelo menos uma parte dos ditos primeiro ou se-
gundo componentes oligonucleotideos. Pelo menos um entre os ditos com-
ponentes oligonucleotideos, o dito facilitador de combinagao ou o dito subs-
trato pode compreender pelo menos uma substituicdo ou adi¢éo de nucleoti-
deo selecionada no grupo que compreende 4-acetilcitidina, 5-(carbdxi-
hidroxi-metil)-uridina, 20-O-metil-guanosina, inosina, N6-isopentenil-
adenosina, 1-metil-adenosina, 1-metil-pseudouridina, 1-metil-guanosina, 1-
metil-inosina, 2,2-dimeﬁl-guanosina, 2-metil-adenosina, 2-metil-guanosina, 3-

metil-citidina, 5-metil-citidina, N6-metil-adenosina, 7-metil-guanosina, 5-metil-
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amino-metil-uridina, 5-metoxi-amino-metil-2-tiouridina, beta-D-manosil-metil-
uridia, 5-metoxi-carbonil-metil-uridina, 5-metéxi-uridina, 2-metil-tio-N6-
isopentenil-adenosina, N-((9-beta-ribofuranosil-2-metil-tiopurin-6-il)-
carbamoil)-treonina,  N-((9-beta-ribofuranosil-purin-6-il)-N-metil-carbamoil)-
treonina, uridino-5-oxoacetato de metila, acido uridino-5-oxiacético (v), wibu-
tosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-tiouridina, 2-
tiouridina, 4-tiouridina, 5-metil-uridina, N-((9-beta-ribofuranosil-purin-6-il)-
carbamoil)-treonina, 20-O-metil-5-metil-uridina, 20-O-metil-uridina, wybuto-
sina, 3-(3-amino-carbdxi-propil)-uridina, beta-D-arabinosil-uridina, beta-D-
arabinosil-timidina.

A composi¢do pode compreender ainda pelo menos um terceiro
componente oligonucleotideo e um quarto comoponente oligonucleotideo
que se autocombinam na presenga de pelo menos um facilitador de combi-
nacgao adicional, para formar pelo menos uma MNAzima cataliticamente ati-
va adicional, onde cada um dos ditos pelo menos terceiro € quarto compo-
nentes oligonucleotideos compreendem uma parte de bragos de substrato,
uma parte de nucleo catalitico e uma parte ramificada de sensor;
onde depois da autocombinagdo de pelo menos um terceiro componente
oligonucleotideo e um quarto componente oligonucleotideo, a parte do brago
sensor dos ditos pelo menos terceiro e o dito pelo menos quarto componen-
tes oligonucleotideos formam os bragos sensores da dita pelo menos uma
MNAzima cataliticamente ativa adicional, a parte dos ditos bragos de subs-
trato do dito pelo menos terceiro e do dito pelo menos quarto componentes
oligonucleotideos formam os bragos de substrato da dita pelo menos uma
MNAzima cataliticamente ativa adicional, e a parte dos bragos do nucleo ca-
talitico do dito pelo menos terceiro e do dito pelo menos quarto componentes
oligonucleotideos formam um nucleo catalitico da dita pelo menos uma
MNAzima cataliticamente ativa adicional,

e onde os bragos sensores da dita pelo menos um MNAzima adicional inte-
ragem com o dito pelo menos um facilitador de combinag¢do adicional de
modo a manter os dito pelo menos terceiro e o dito pelo menos quarto com-

ponentes oligonucleotideos préximos um do outro para associa¢do de duas
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partes do nucleo catalitico, para formar o nucleo catalitico da dita pelo me-
nos MNAzima adicional, sendo o dito nucleo catalitico capaz de atuar sobre
pelo menos um substrato adicional, e onde os bragos do substrato da dita
pelo menos uma MNAzima adicional engatam em pelo menos um substrato
adicional, de tal modo que o nucleo catalitico da dita pelo menos uma MNA-
zima adicional atue sobre o dito pelo menos um substrato adicional.

Os substratos adicionais podem ser iguais, diferentes ou uma
combinagao deles.

De acordo com um segundo aspecto da presente invengao, for-
nece-se um método para detectar a presenga de peo menos um facilitador
de combinagao, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes' oligonucleotideos,
onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo
componente oligonucleotideo se autocombinam na presenga de um facilita-
dor de combinagéo, para formar pelo menos uma enzima de &cido nucleico
multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma mostra que putativamente contém o facilitador de combi-
nag¢ao sob condigbes que permitem:

(1) a autocombinagdo da dita pelo menos uma MNAzima cataliticamente ati-
va, e
(2) a atividade catalitica da dita MNAzima; e

(c) determinar a presencga da atividade da atividade catalitica da
dita pelo menos uma MNAzima, onde a presenca da atividade catalitica é
indicativa da presenca do dito pelo menos um facilitador de combinagao.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos

-ou facilitador de combinag¢ao pode compreender DNA ou um seu analogo.

@) facilitador de combinagcdo pode ser um alvo a ser identificado,
detectado ou quantificado. O alvo pode compreender um acido nucléico. O
acido nucléico pode ser selecionado no grupo que compreende DNA, DNA
metilado, DNA alquilado, RNA, RNA metilado, microRNA, siRNA, shRNA,
mRNA, tRNA, snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA, outros RNAs
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nao-codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, amplicons deles, ou
qualquer combinagdo deles. O RNA ribossdmico pode ser RNA ribossémico
16S.

A fonte do acido nucléico pode ser selecionada no grupo que
compreende uma fonte sintética, mamifera, humana, animal, vegetal, fingi-
ca, bacteriana, Archaea, ou qualquer combinagao delas.

O método pode compréender ainda uma etapa de ampliar o faci-
litador de combinagdo. A etapa de ampliagdo pode compreender uma ou
mais entre: reacdo de polimerase em cadeia (PCR), ampliacdo por desloca-
mento de filamento ("SDA"), ampliagado isotérmica mediada por alga (LAMP),
ampliagdo rotagdo circular ("RCA"), ampliagdo mediada por transcrigdao
(TMA), replicagéo de sequiéncias auto-sustentada ("3SR"), ou ampliagéo ba-
seada em sequéncias de acidos nucléicos (NASBA), ou reagdo de polimera-
se em cadeia com transcrigao reversa (RT-PCR).

Pelo menos um entre o dito facilitador de combinagéo, os ditos
componentes oligonucleotideos ou substrato, ou uma combinagédo deles,
pode compreender mais do que uma molécula.

O método pode compeender ainda a determinagédo da presenga
da dita atividade catalitica durante ou depois da dita ampliagao.

- A autocombinagao da MNAzima pode requerer o contato do faci-
litador de combinagdo com um ou ambos entre os ditos primeiro e segundo
componentes oligonucleotideos.

O método pode compreender ainda pelo menos um terceiro
componente oligonucleotideo que fica em contato com pelo menos uma par-
te de qualquer um dos dois ou ambos entre o primeiro.e 0 segundo compo-
nentes oligonucleotideos, para autocombinar a MNAzima. O terceiro compo-
nente oligonucleotideo pode compreender mais do que uma molécula.

De acordo com um terceiro aspecto da presente invengao, for-
nece-se um método para detectar a presenca de pelo menos um facilitador
de combinagao, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo
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componente oligonucleotideo se autocombinam na presenca de pelo menos
um primeiro facilitador de combinag&o, para formar pelo menos uma primeira
enzima de &cido nucléico multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

- (b) disponibilizar pelo menos um prirheiro substrato, sendo o dito
primeiro substrato capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, on-
de a dita modificagao do ditto substrato pela dita MNAzima proporciona um
efeito detectavel; ,

(c) colocar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que putativamente contém o dito pelo menos pri-
meiro facilitador de combinagao sob condi¢des que permitem:

(1) a autocombinagéo da dita pelo menos primeira MNAzima, e
(2) a atividade catalitica da dita pelo menos primeira MNAzima; e

(d) detectar o dito efeito detectavel.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos
ou facilitador de combinag¢do pode compreender DNA ou um seu andlogo.

O facilitador de combinagédo pode ser um alvo a ser identificado,
detectado ou quantificado. O alvo pode compreender um &cido nucléico. O
acido nucléico pode ser selecionado no grupo que compreende DNA, DNA
metilado, DNA alquilado, RNA, RNA metilado, microRNA, siRNA, shRNA,
tRNA, mRBNA, snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA, outros RNAs
ndo-codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, amplicons deles, ou
qualquer combinagao deles. O RNA ribossémico pode ser RNA ribossomico
16S.

A fonte do acido nucléico pode ser selecionada no grupo que
compreende uma fonte sintética, mamifera, humana, animal, vegetal, fingi-
ca, bacteriana, Archaea, ou qualquer combinagao delas.

O método pode compreender ainda uma etapa de ampliar o aci-
do nucléico. A etapa de ampliagao pode compreender uma ou mais entre:
reacao de polimerase em cadeia (PCR), ampliagéo por deslocamento de
filamento ("SDA"), ampliacdo isotérmica mediada por algca (LAMP), amplia-
¢ao rotacéo circular ("RCA"), ampliagdo mediada por transcricdo (TMA), re-
plicac@o de seqliéncias auto-sustentada ("3SR"), ou ampliagdo baseada em
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sequiéncias de acidos nucléicos (NASBA), ou reagao de polimerase em ca-
deia com transcricado reversa (RT-PCR).

Pelo menos um entre o dito facilitador de combinagao, os ditos
componentes oligonucleotideos ou substrato, ou uma combinagao deles,
pode compreender mais do que uma molécula.

O método pode compreender ainda detectar o dito efeito detec-
tavel durante ou depois da ampliagéo. O efeito detectavel pode ser indicativo
da presenca do dito facilitador de combinagao. O efeito detectavel pode ser
medido quantitativamente ou qualitativamente.

Cada um dos substrato pode ser um acido nucléico ou uma pro-
teina. O acido nucléico pode compreender pelo menos um entre um &cido
nucléico rotulado, RNA, DNA, analogo de &cido nucléico, acido nucléico pep-
tidico, acido nucléico bloqueado, quimera peptideo-acido nucléico, ou qual-
qguer combinagao deles. A proteina pode compreender pelo menos um entre
um anticorpo, polipeptideo, glicoproteina, lipoproteina, ou qualquer combina-
¢do deles. O substrato pode compreender ainda pelo menos uma nanopatrti-
cula ou microparticula ou uma combinagao delas. O substrato pode ser afi-
xado a um suporte insoluvel ou estar livre em solucgéo.

_ O substrato pode compreender um acido nucléico e os bragos
do dito substrato podem engatar no dito substrato atravé de pareamento de
bases complementares.

O substrato pode compreender uma parte detectavel e uma par-
te quencher, onde depois da modificagdo do substrato pela MNAzima, um
efeito detectavel proporcionado pela parte detectavel é aumentado ou dimi-
nuido. O efeito detectavel pode ser detectado por espectroscopia de fluores-
céncia, ressonancia de plasménios superficiais, espectroscopia de massas,
RMN, ressonancia spin de elétrons, espectroscopia de polarizacao da fluo-
rescéncia, dicroismo circular, imunoensaio, cromatografia, radiometria, foto-
metria, cintilografia, métodos eletrénicos, UV, espectroscopia em luz-visivel
ou no infravermelho, métodos enzimaticos, ou qualquer combinagao deles.

O método pode compreender ainda a ampliacdo do efeito detec-
tavel pelo uso de uma cascata de ampliacéo de efeitos detectaveis. A casca-
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ta de ampliagao de efeitos detectaveis pode compreender uma ou mais entre
uma cascata de ribozima/ligase, uma cascata circular de enzimas de acidos
nucléicos, uma cascata de enzimas protéicas, ou uma ou mais enzimas afi-
xadas a um suporte, ou qualquer combinacao delas.

A modificagdo do dito substrato pode ser selecionada no grupo
que compreehde clivagem, ligagao, metalagao da porfirina, formacao de li-
gacdes carbono-carbono, ligagbes éster ou ligagdes amida.

- O meétodo pode compreender ainda disponibilizar pelo menos
um terceiro e quarto componentes oligonucleotideos, sendo os ditos pelo
menos terceiro e o pelo menos quarto componentes oligonucleotideos capa-
zes de se autocombinarem na presenga de pelo menos um facilitador de
combinagao adicional, para formar pelo menos uma MNAzima cataliticamen-
te ativa adicional, e onde pelo menos um substrato adicional esta presente
na amostra, sendo o dito substrato adicional capaz de ser modificado pela
MNAzima adicional, onde a dita modificacdo proporciona o dito efeito detec-
tavel adicional. |

O pelo menos um efeito detectavel adicional pode ser detectavel
independentemente.

Pelo menos um entre cada substrato adicional pode ser afixado
a um suporte insoluvel, de tal modo que apenas uma entre uma parte detec-
tavel e uma parte quencher do substrato adicional permaneca afixada ao
suporte quando o dito substrato adicional € modificado pela dita MNAzima
adicional.

Um substrato adicional pode ser afixado a pelo menos um supor-
te insoltivel, de tal modo que um efeito detectavel seja produzido quando
este substrato é’ modificado por sua resepctiva MNAzima.

De acordo com um quarto aspecto da presente invengao, forne-
ce-se um método para detectar a presenga de pelo menos um alvo, compre-
endendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e pelo menos
um segundo componente oligonucleotideo sdo capazes de se autocombina-
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rem na presencga do dito alvo, para formar uma enzima de acido nucléico
multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima); e onde pelo menos um
entre o dito primeiro e o dito segundo componentes oligonucleotideos com-
preende pelo menos uma parte de aptamero;

(b) colocar os ditos componentes oligonucleotideos em contato
com uma amostra que putativamente contém o dito pelo menos um alvo, sob
condi¢gbes que permitem:

(1) ligar o dito alvo as ditas partes de aptamero, e
(2) a atividade catlitica da MNAzima; e

(c) determinar a presencga da atividade catalitica da MNAzima, onde a
presenga da atividade catalitica é indicativa da presenca do dito alvo.

Pelo menos um dos ditos componentes oligonucleotideos pode
ser afixado a um suporte sélido.

Pelo menos um dos ditos componentes oligonucleotideos pode
compreender DNA ou um seu analogo.

O alvo pode ser identificado, detectado ou quantificado.

} O método pode compreender ainda disponibilizar pelo menos
um terceiro e um quarto componentes oligonucleotideos, sendo que pelo
menos o terceiro e pelo menos o0 quarto componentes oligonucleotideos sdo
capazes de se autocombinarem na presenc¢a de pelo menos um alvo adicio-
nal, para formar pelo menos uma MNAzima cataliticamente ativa adicional,

e onde pelo menos um entre o dito terceiro ou quarto componentes oligonu-
cleotideos compreende pelo menos uma parte de aptamero adicional que se
liga ao dito pelo menos um alvo adicional.

De acordo com um quinto aspecto da presente invengao, forne-
ce-se um método para detectar a presenga de pelo menos um alvo, compre-
endendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo
componente oligonucleotideo sdo capazes de se autocombinarem na pre-
sencga de pelo menos um facilitador de combinagao e do dito pelo menos um

alvo, para formar pelo menos uma enzima de acido nucléico multicomponen-
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te cataliticamente ativa (MNAzima); e onde pelo menos um entre o dito pri-
meiro ou segundo componentes oligonucleotideos ou o dito pelo menos um
facilitador de combinagdo compreende ainda pelo menos um aptamero ou
parte dele, e onde o dito alvo é capaz de se Iigariao dito pelo menos um ap-
tdmero ou parte dele;

(b) disponibilizar pelo menos um inibidor da dita autocombinagao
da dita MNAzima; | |

(c) colocar os ditos componentes oligonucleotideos, o facilitador
de combinagao, e o dito inibidor em contato com uma amostra que putativa-
mente contém o dito pelo menos um alvo, sob condigées que permitem:

(1) ligar o dito alvo ao dito pelo menos um aptamero ou parte
dele, e

(2) a atividade catalitica da dita pelo menos uma MNAzima; e
(3) a remogao da dita inibicdo da dita autocombinag¢do da dita MNAzi-
ma cataliticamente ativa; e

(d) determinar a presenga da atividade catalitica da dita MNAzi-
ma, onde a presenga da dita atividade catalitica é indicativa da presenc¢a do
dito alvo.

O pelo menos um alvo pode ser selecionado no grupo que com-
preende proteinas, glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, células, virus, bac-
térias, Archaea, fungos, anticorpos, metabdlitos, patdogenos, toxinas, conta-
minantes, venenos, moléculas pequenas, polimeros, ions metalicos, sais
metalicos, prions, acidos nucléicos ou quaisquer derivados, partes ou com-
binagGes deles.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos,
facilitador de combinacgao ou inibidor pode estar afixado a um suporte insolu-
vel.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos,
facilitador de combinagao, aptamero ou parte de aptdmero pode compreen-
der ainda o dito inibidor.

Pelo menos um entre o dito primeiro ou o dito segundo compo-

nentes oligonucleotideos ou facilitador de combinagdo pode compreender
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ainda uma parte de uma seqliéncia autocomplementar capaz de formar um
estrutura de grampo. A estrutura de grampo pode inibir a autocombinagéo da
dita MNAzima cataliticamente ativa.

O aptdmero ou parte dele pode compreender pelo menos um
acido nucléico, peptideo, polipeptideo ou proteina ou um derivado ou combi-
nagao deles.

A inibicao da autocomvbinagéo da dita MNAzima cataliticamente
ativa pode ser removida depois do contato do dito aptdmero ou parte do ap-
tdmero com o alvo.

O inibidor pode ser capaz de se ligar a pelo menos um no grupo
que compreende o dito aptamero ou parte dele.

O inibidor pode ser selecionado no grupo que compreende RNA,
DNA, analogos de &cidos nucléicos, acidos nucléicos peptidicos, acidos nu-
cléicos bloqueados, quimeras peptideos-acidos nucléicos, ou uma combina-
¢ao deles.

O método pode compreender ainda disponibilizar um substrato
que pode ser modificado pela dita MNAzima para proporcionar um efeito de-
sejavel. A modificagdo pode ser selecionada no grupo que compreende cli-
vagem, Iigagéo, metalagdo da porfirina, formagdo de ligagbes carbono-
carbono, ligagdes éster ou ligagdes amida. O substrato pode ndo ser modifi-

cado pelos ditos primeiro ou segundo componentes oligonucleotideos indivi-

dualmente ou por ambos dos ditos primeiro e segundo componentes oligo-
nucleotideos na auséncia do dito facilitador de combinagao e o dito alvo.

O substrato pode compreender um &cido nucléico ou uma prote-
ina. O acido nucléico compreende pelo menos um entre acido nucléico rotu-
lado, RNA, DNA, andlogo de acido nucléico, acido nucléico peptidico, acido
nucléico bloqueado, quimera peptideo-acido nucléico, ou qualquer combina-
¢ao deles. A proteina pode compreender pelo menos um entre um anticorpo,
polipeptideo, glicoproteina, lipoproteina, ou qualquer combinagéo deles.

O substrato pode compreender ainda pelo menos uma nanopar-
ticula ou microparticula ou uma combinagao delas.

A detecgao do efeito detectavel pode ser indicativa da dita ativi-
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dade catalitica da dita MNAzima cataliticamente ativa, e onde a dita ativida-
de catalitica é indicativa do dito alvo. O efeito detectavel pode ser medido
quantitativamente ou qualitativamente. O efeito detectavel pode ser detecta-
do por espectroscopia de fluorescéncia, ressonancia de plasménios superfi-
ciais, espectroscopia de massas, RMN, ressonancia spin de elétrons, espec-
troscopia de polarizagdo da fluorescéncia, dicroismo circular, imunoensaio,
cromatografia, radiometria, fotometria, cintilografia, métodos eletrénicos, es-
pectroscopia em UV, luz visivel ou no infravermelho, métodos enzimaticos,
ou qualquer combinacgéo deles.

O substrato pode compreender uma parte detectavel e uma par-
te quencher, onde depois da modificagdo do dito substrato pela dita MNAzi-
ma, um efeito detectavel proporcionado pela dita parte detectavel é aumen-
tado ou diminuido.

De acordo com um sexto aspecto da presente invengao, forne-
ce-se um método para detectar a presenga de pelo menos um alvo, compre-

endendo
(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,

onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo
componente oligonucleotideo séo capazes de se autocombinarem na pre-
senga de pelo menos um facilitador de combinag¢éo e do dito pelo menos um
primeiro alvo, para formar pelo menos uma primeira enzima de acido nucléi-
co multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) disponibilizar pelo menos um primeiro substrato, sendo o dito pri-
meiro substrato capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, onde a
dita modificagéo do dito substrato pela dita MNAzima proporciona um efeito
detectavel;

(c) onde pelo menos um entre o dito primeiro ou o dito segundo com-
ponentes oIigonuéleotideos ou o dito pelo menos primeiro facilitador de
combinagao ou o dito pelo menos primeiro substrato compreende ainda um
aptamero e onde o ditto alvo é capaz de se ligar a pelo menos uma parte do
ditto aptdmero, produzindo pelo menos um primeiro inibidor que é capaz de
inibir a dita autocombinagao da dita MNAzima catalitcamente ativa na au-
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séncia do dito alvo;

(d) colocar os ditos componentes oligonucleotideos, o dito facilitador de
combinagao, o dito substrato, e o dito inibidor em contato com uma amostra
que putativamente contém o dito alvo, sob condi¢cdes que permitem:

(1) a ligagao do dito alvo ao dito aptamero, e
(2) a remogéao da dita inibicdo da dita autocombinagdo da dita
MNAzima cataliticamente ativa, |

(3) a atividade catalitica da MNAzima; e

(e) determinar a presenga do dito efeito detectavel, detectando desta
forma a presenga do dito alvo.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos
ou facilitador de combinag¢édo pode compreender DNA ou um analogo dele.

O aptamero ou parte dele pode ser ligar a um alvo selecionado
no grupo que compreende Acidos nucléicos, proteinas, glicoproteinas, lipi-
deos, lipoproteinas, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, anticorpos,
metabdlitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas peque-
nas, polimeros, ions metélicos, sais metdlicos, prions ou quaisquer deriva-
dos, partes ou combinagbes deles.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos
ou facilitador de combinagao, substrato, ou inibidor pode ser afixado a um
suporte insoluvel.

Pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos,
facilitador de combinagéo, aptamero ou parte dele pode compreender ainda
o dito inibidor.

O aptamero ou parte dele pode compreender pelo menos um

entre um acido nucléico, peptideo, polipeptideo, ou proteina, ou um derivado

ou combinacgao deles.

Pelo menos um entre o dito primeiro ou o dito segundo compo-
nentes oligonucleotideos, facilitador de combina¢@o ou substrato pode com-
preender ainda uma parte de uma sequéncia autocomplementar capaz de
formar uma estrutura de grampo. A estrutura de grampo pode inibir a auto-
combinagéo da dita MNAzima cataliticamente ativa. A inibicado da autocom-
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binagcao da dita MNAzima cataliticamente ativa pode ser removida depois do
contato do dito aptadmero ou parte do aptamero com o alvo.

O inibidor pode ser capaz de se ligar a pelo menos um no grupo
que compreende o dito aptamero ou parte dele. O inibidor pode ser selecio-
nado no grupo que compreende RNA, DNA, andlogos de acidos nucléicos,
acidos nucléicos peptidicos, acidos nucléicos bloqueados, quimeras pepti-
deos-acidos nucléicos, ou uma combinagao deles.

O substrato pode compreender um &cido nucléico ou uma prote-
ina. O acido nucléico pode compreender pelo menos um entre um acido nu-
cléico rotulado, RNA, DNA, analogo de acido nucléico, acido nucléico pepti-
dico, acido nucléico bloqueado, quimera peptideo-acido nucléico, ou qual-
quer combinagao deles. A proteina pode compreender pelo menos um entre
um anticorpo, polipeptideo, glicoproteina, lipoproteina, ou qualquer combina-
¢cao deles.

O substrato pode compreender ainda pelo menos uma nanopar-
ticula ou microparticula ou uma combinagao delas.

A deteccgdo do dito efeito detectavel pode detectar a presenga do
dito alvo. O efeito detectavel pode ser medido quantitativamente ou qualitati-
vamente. O efeito detectavel pode ser detectado por espectroscopia de fluo-
rescéncia, ressonancia de plasménios superficiais, espectroscopia de mas-
sas, RMN, ressonéncia spin de elétrons, espectroscopia de polarizagao da
fluorescéncia, dicroismo circular, imunoensaio, cromatografia, radiometria,
fotometria, cintildgrafia, métodos eletronicos, espectroscopia em UV, luz vi-
sivel ou no infravermelho, métodos enzimaticos, ou qualquer combinagao

deles.
O substrato pode compreender uma parte detectavel e uma par-

-te quencher, onde depois da modificagéo do dito substrato pela dita MNAzi-

ma, um efeito detectavel proporcionado pela dita parte detectavel é aumen-
tado ou diminuido. A modificagao do dito substrato pode ser selecionada no
grupo que compreende clivagem, ligacao, metalagao da porfirina, formacgao
de ligacdes carbono-carbono, ligagbes éster ou ligagdes amida.

- O método pode compreender ainda disponibilizar pelo menos
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um terceiro e quarto componentes oligonucleotideos, sendo os ditos pelo
menos terceiro e o pelo menos quarto componentes oligonucleotideos capa-
zes de se autocombinarem na presenga de pelo menos um facilitador de
combinagao adicional e pelo menos um alvo adicional, para formar pelo me-
nos uma MNAzima cataliticamente ativa adicional; e

onde pelo menos um substrato adicional esta presente na amostra, sendo o
dito substrato adicional capaz de-ser modificado pela MNAzima adicional,
onde a dita modificagéo proporciona o dito efeito detectavel adicional; e
onde pelo menos um entre os ditos terceiro ou quarto componentes oligonu-
cleotideos ou o ditto facilitador de combinacgdo adicional ou o dito subtrato
adicional compreende ainda pelo menos um aptédmero adicional que se liga
ao dito pelo menos um alvo adicional; ‘

onde pelo menos uma molécula inibidora adicional entra em contato com
uma parte do dito aptdmero adicional, inibindo desta forma a dita autocombi-
nagéo da dita MNAzima cataliticamente ativa adicional na auséncia do dito
alvo adicional; e

onde o dito pelo menos um facilitador de combinagéao entra em contato com
pelo menos uma parte dos ditos componentes oligonucleotideos adicionais.

0 pelo menos um efeito detectavel adicional pode ser detectavel
independentmente.

Cada dos substratos adicionais podem ser iguais, diferentes ou
uma combinag¢ao deles.

Pelo menos um de cada substrato adicional pode ser afixado a
um suporte insoluvel, de tal modo que apenas uma entre uma parte detecta-
vel e uma parte quencher do substrato adicional permaneca afixada ao su-
porte quando o dito suporte € modificado pela dita MNAzima adicional.

De acordo com um sétimo aspecto da presente invengdo, forne-
ce-se um método para detectar a presencga de pelo menos uma seqliéncia
de acidos nucléicos, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
onde pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo € um segundo

componente oligonucleotideo se autocombinam na presencga de uma varian-
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te de sequéncia de um &cido nucléico, para formar uma enzima de éacido
nucléico multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) disponibilizar pelo menos um substrato, sendo o dito substrato ca-
paz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, onde a dita modificagao
do dito substrato pela dita MNAzima proporciona um efeito detectavel;

(c) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em contato
com uma amostra que putativamente contém a dita variante de sequéncia,
sob condigbes que permitem: '

(1) a autocombinagao da dita MNAzima cataliticamente ativa, e

(2) a atividade catalitica da dita MNAzima; e

(d) determinar a presencga do dito efeito detectavel, detectando
desta forma a presnga da dita pelo menos uma variante de sequéncia.

A variante de sequéncia pode- ser selecionada no grupo que
compreende polimorfismos de nucleotideos singulares, multiplos polimorfis-
mos de nucleotideos, inser¢des, dele¢des, duplicagdes, translocagdes, vari-
antes de seqléncias com deslocamento de estrutura, variantes de seqiién-
cias sem sentido, ou qualquer combinagdes deles. A variante de sequéncia
pode estar presente em DNA ou RNA.

Qualquer um dos dois ou ambos entre os dito primeiro e o dito
segundo componentes oligonucleotideos podem compreender mais do que
uma molécula.

A amostra que contém a dita variante de seqliéncia pode ser
selecionada no grupo que compreende DNA metilado ou nao-metilado modi-
ficado com bissulfito, RNA metilado ou nao-metilado modificado com bissulfi-
to, pelo menos um amplicon do DNA metilado ou ndo-metilado modificado
com bissulfito, pelo menos um amplicon do RNA metilado ou nao-metilado
modificado com bissulfito, ou uma combinagao deles.

A autocombinagéo da enzima de &cido nucléico multicomponen-
te pode requerer o contato de pelo uma parte de qualquer um dos dois ou
ambos entre o primeiro e segundo componentes oligonucleotideos com o
acido nucléico que compreende a dita variante de seqléncia.

O método pode compreender ainda uma etapa de ampliar o aci-
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do nucléico que contém a dita variante de seqUéncia. A etapa de ampliar
pode compreender uma ou mais entre: reacdo de polimerase em cadeia (P-
CR), ampliagdo por deslocamento de filamento (SDA), ampliagéo isotérmica
mediada por alga (LAMP), ampliagdo rotagéo circular (RCA), ampliagdo me-
diada por transcricdo (TMA), replicagdo de seqléncias auto-sustentada
(3SR), ampliagao baseada em sequliéncias de acidos nucléicos (NASBA), ou
reagcao de polimerase em cadeia éom transcricao reversa (RT-PCR). O mé-
todo pode compreender ainda a determinagdo da presenca da dita variante
de sequéncia de acidos nucléicos durante ou depois da dita ampliagéo.

O efeito detectavel pode ser detectado por espectroscopia de
fluorescéncia, ressonéncia de plasménios superficiais, espectroscopia de
massas, RMN, ressonéncia spin de elétrons, espectroscopia de polarizagdo
da fluorescéncia, dicroismo circular, imunoensaio, cromatografia, radiometri-
a, fotometria, cintilografia, métodos eletrénicos, espectroscopia em UV, luz
visivel ou no infravermelho, métodos enziméticos, ou qualquer combinacgéo
deles.

O substrato pode compreender uma parte detectavel e uma par-
te quencher, onde depois da modificacdo do dito substrato pela dita MNAzi-
ma, um efeito detectavel é proporcionado pela dita parte detectavel é au-
mentado ou diminuido.

O substrato pode ser afixado a um suporte insoltvel ou ficar livre
em solugao.

A modificagao pode ser selecionada no grupo que compreende
clivagem, ligagdo, metalagdo da porfirina, formagao de ligagdes carbono-
carbono, ligagbes éster ou ligacdes amida.

O método pode compreender ainda

(a) disponibilizar pelo menos um terceiro componente oligonu-
cleotideo e pelo menos um quarto componente oligonucleotideo que se au-
tocombinam na presenca de pelo menos uma variante de sequéncia de &ci-
dos nucléicos adicional, para formar pelo menos uma enzima de acido nu-
cléico multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima) adicional;

(b) colocar os ditos pelo menos terceiro e pelo menos quarto
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componentes oligonucleotideos em contato com uma amostra que putativa-
mente contém pelo menos uma variante de sequéncia de acidos nucléicos
adicional, na presenga de pelo menos um substrato adicional capaz de ser
modificado pela dita pelo menos uma MNAzima adicional, onde a dita modi-
ficagdo do dito pelo menos um substrato adicional proporciona pelo menos
um efeito detectavel adicional, sob condigbes que permitem:

(1) a autocombinagéo da pelo meos uma MNAzima, e

(2) a atividade catalitica da pelo menos uma MNAzima; e

(c) detectar o dito pelo menos um efeito detectavel adicional,
detectando desta forma a presenga da dita pelo menos uma variante de se-
quéncia adicional.

O pelo menos um efeito detectavel adicional pode ser detectavel
independentemente.

Os substratos adicionais podem ser iguais, diferentes ou uma
combinagéo deles. '

O método compreende ainda disponibilizar um suporte insoltvel
que tem o dito substrato afixado a ele.

Pelo menos um entre cada substrato adicional pode ser afixado
a um suporte insoluvel, de tal modo que apenas uma entre uma parte detec-
tavel e uma parte quencher do substrato adicional permaneca afixada ao
suporte quando o dito substrato adicional é modificado pela dita MNAzima
adicional.

De acordo com um oitavo aspecto da presente invencao, forne-
ce-se um método para detectar a presenga de uma variante de seqliéncia de
um acido nucléico, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos
que compreendem pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e
um segundo componente oligonucleotideo capazes de se autocombinarem
na presenga de um acido nucléico, para formar pelo menos uma primeira
enzima de acido nucléico multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em

contato com uma amostra que putativamente contém o acido nucléico, na
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presenga de pelo menos um primeiro substrato modificavel pela dita pelo
menos primeira MNAzima, onde o substrato compreende uma parte detecta-
vel capaz de proporcionar pelo menos um primeiro efeito detectavel apés a
modificagéo do substrato pela dita pelo menos primeira MNAzima, sob con-
dicdes que permitem:
(1) a autocombinagdo da MNAzima, e
(2) a atividade catalitica da MNAzirha; e

(c) onde a auséncia da atividade catalitica é indicativa da presenca de
uma variante de seqﬂéncia'no dito acido nucléico.

De acordo com um nono aspecto da presente invengao, fornece-
se um método para detectar a presenca de pelo menos um &cido nucléico
metilado, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
em que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segun-
do componente oligonucleotideo se autocombinam na presenga de um acido
nucléico metilado, para formar pelo menos uma enzima de acido nucléico
multicomponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) disponibilizar pelo menos um primeiro substrato, sendo o dito
primeiro substrato capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, on-
de a dita modificag@o do dito substrato pela dita MNAzima proporciona um
efeito detectavel;

(c) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que putativamente contém a o acido nucléico me-
tilado, sob condigbes que permitem:

(1) a autocombinagao da MNAzima, cataliticamente ativa e
(2) a atividade catalitica da MNAzima; e

(d) detectar a presencga do dito pelo menos um efeito detectavel,
detectando desta forma a presenga do dito pelo menos um &acido nucléico
metilado.

As condigcbes podem compreender ainda uma temperatura que
facilita a hibridizagao da dita MNAzima com o dito acido nucléico metilado,

mas nao com o acido nucléico nao-metilado.
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O método pode compreender ainda ampliar o efeito detectavel
pelo uso de uma cascata de ampliagdo de efeitos detectaveis. A cascata de
ampliacao de efeitos detectaveis pode compreender uma ou mais entre um
cascata de ribozima/ligase, uma cascata circular de enzimas de acido nu-
cléicos, uma cascata de enzimas protéicas, ou uma ou mais enzimas afixa-
das a um suporte, ou qualquer combinagéo delas.

A fonte do acido nucléico metilado pode ser selecionada no gru-
po que compreende uma fonte sintética, mamifera, humana, animal, vegetal,
fangica, bacteriana, Archaea, ou qualquer combinagéo delas.

O acido nucléico metilado pode ser selecionado no grupo que
compreende RNA metilado ou DNA metilado.

A autocombinagédo da enzima de acido nuléico multicomponente
pode requerer o contato do acido nucléico metilado com um ou ambos entre
os ditos primeiro e segundo componentes oligonucleotideos.

O método pode compreender ainda disponibilizar um suporte
insoluvel que tem pelo menos um entre o dito substrato ou os ditos primeiro
ou segundo componentes oligonucleotideos, ou uma combinagéo deles afi-
xado a ele.

A detecgao do dito efeito detectavel pode ser detectada por es-
pectroscopia de fluorescéncia, ressonéncia de plasménios superficiais, es-
pectroscopia de massas, RMN, ressonancia spin de elétrons, espectroscopia
de polarizagdo da fluorescéncia, dicroismo circular, imunoensaio, cromato-
grafia, radiometria, fotometria, cintilografia, métodos eletrénicos, espectros-
copia em UV, luz visivel ou no infravermelho, métodos enzimaticos, ou qual-
quer combinagao deles.

O substrato pode compreender uma parte detectavel e uma par-
te quencher, onde depois da modificagdo do dito substrato pela dita MNAzi-
ma, um efeito detectavel é proporcionado pela dita parte detectavel é au-
mentado ou diminuido.

A modificagdo pode ser selecionada no grupo que compreende
clivagem, ligagdo, metalacao da porfirina, formagdo de ligagdes carbono-

carbono, ligagbes éster ou ligagdes amida.
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O método pode compreender ainda disponibilizar pelo menos
um terceiro e quarto componentes oligonucleotideos, sendo os ditos pelo
menos terceiro e o pelo menos quarto componentes oligonucleotideos capa-
zes de se autocombinarem na presenga de pelo menos um acido nucléico
metilado adicional, para formar pelo menos uma MNAzima cataliticamente
ativa adicional, e
onde pelo menos um substrato adicional esta presente na amostra, sendo o
dito substrato adicional capaz de ser modificado pela dita MNAzima adicio-
nal, onde a dita modificagao proporciona o dito efeito detectavel adicional.

O pelo menos um efeito detectavel adicional pode ser detectavel
independentemente.

Cada um dos substratos adicionais podem ser iguais, diferentes
ou uma combinagao deles.

Pelo menos um entre o dito substrato adicional pode ser afixado
a um suporte insoluvel, de tal modo que apenas uma entre uma parte detec-
tavel e uma parte quencher do substrato adicional permanega afixada ao
suporte quando o dito substrato adicional € modificado pela dita MNAzima
adicional.

De acordo com um décimo aspecto da presente invengao, forne-
ce-se um método para detectar pelo menos um facilitador de combinagao,
usando uma cascata de ampliagao, compreendendo

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos
que compreendem pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e
um segundo componente oligonucleotideo que se autocombinarem na pre-
senga de um primeiro facilitador de combinagdo, para formar pelo menos
uma primeira enzima de &cido nucléico multicomponente cataliticamente ati-
va (MNAzima);

(b) disponibilizar um suporte insoluvel que tem pelo menos um
primeiro substrato afixado a ele, sendo o dito primeiro substrato capaz de ser
modificado pela dita MNAzima, onde o dito primeiro substrato compreende
pelo menos uma terceira molécula que compreende pelo menos uma primei-
ra enzima cataliticamente ativa que € liberada depois da modificagdao do dito
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primeiro substrato pela dita primeira MNAzima,

(c) colocar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos
em contato com uma amostra que putativamente contém o dito facilitador de
combinagao, na presenga do dito suporte insolivel que tem o dito primeiro
substrato afixado a ele, sob condi¢des que permitem:

(1) a autocombinagé@o da MNAzima, e
(2) a atividade catalitica da MNAzima; e

(d) disponibilizar um suporte insolivel que tem pelo menos um
segundo substrato afixado a ele, sendo o dito segundo substrato clivavel
pela dita primeira enzima cataliticamente ativa, onde o dito segundo substra-
to compreende pelo menos uma quarta molécula que compreende pelo me-
nos uma por¢ao detectavel que é liberado depois da modificagéo do dito se-
gundo substrato pela dita primeira MNAzima;

(e) onde a dita primeira enzima cataliticamente ativa modifica
uma pluralidade de ditos segundo substratos, liberando desta forma uka plu-
ralidade de porgdes detectaveis,

(f) onde as ditas porgoes detectaveis sdo detectaveis depois da
modificagdo do dito segundo substrato pela dita primeira enzima catalitica-
mente ativa; e ‘

(g) onde a defecg:éo das ditas por¢des detectaveis € indicativa
da presencga do dito facilitador de combinagao.

As porgoes detectaveis podem compreender ainda uma segunda
enzima cataliticamente ativa adicional capaz de modificar o dito primeiro
substrato, liberando desta forma a enzima cataliticamente ativa adicional.
Pelo menos entre uma das ditas primeira ou segunda enzima cataliticamente
ativa pode ser selecionada no grupo que compreende MNAzimas, DNAzi-
mas, ribozimas, enzimas hidroliticas, endonucleases de restricao, exonucle-
ases, proteases, pfoteinases, hidrolases, liticases, peptidases, dipeptidases,
esterases, caspases, catepsinas, dessulfidrases, amidases, glicosidases.

O facilitador de combinacao pode compreender um alvo a ser
identificado, detectado ou quantificado. O alvo pode ser selecionado no gru-
po que compreende acidos nucléicos, proteinas, glicoproteinas, lipideos,
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lipoproteinas, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, anticorpos, metabo-
litos, patdégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequenas, po-
limeros, ions metalicos, sais metalicos, prions ou quaisquer derivados, par-
tes ou combinagdes deles.

O acido nucléico pode ser selecionado no grupo que compreen-
de DNA, DNA metilado, DNA alquilado, RNA, RNA metilado, microRNA,
siRNA, shRNA, tRNA, mRNA, snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA,
outros RNAs n&o-codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, ampli-
cons deles, ou qualquer combinagdo deles. De acordo com um décimo pri-
meiro aspecto da presente invengao, fornece-se um método para detectar
um alvo usando uma cascata de ampliagcdo sinais mediada pela MNAzima,
compreendendo

(a) disponibilizar primeiro componente oligonucleotideo e um
segundo componente oligonucleotideo que se autocombinam na presenca
do dito alvo, para formar uma primeira enzima de acido nucléico multicom-
ponente cataliticamente ativa (MNAzima);

(b) disponibilizar um suporte insoldvel que tem um primeiro subs-
trato e um segundo substratos afixados a ele, sendo que os ditos primeiro e
segundo substratos s&o capazes de serem modificados pela dita primeira
MNAzima, onde os ditos primeiro e segundo substratos compreendem pelo
menos um terceiro e um quarto componentes oligonucleotideos, respectiva-
mente, capazes de formar uma segunda MNAzima cataliticamente ativa, on-
de os ditos terceiro e quarto componentes oligonucleotideos sao liberados
depois da modificagao do ditos primeiro e segundo substratos pela dita pri-
meira MNAzima; e

(c) Proporcionar um dito suporte insoltvel que tem um terceiro e
um quarto substratos afixados a ele, sendo que os ditos terceiro e quarto
substratos sdo capazes de serem modificados pela diat segunda Maazima,
onde os ditos terceiro e quarto substratos compreendem pelo menos um
quinto e um sexto componente oligonucleotideoo respectivamente, capazes
de formar uma técnica MNAzima cataliticamente ativa, onde os ditos quinto e
sexto componentes oligonucleotideos séo liberados depois da modificagdo



10

15

20

25

30

31

dos ditos terceiro e quarto substratos pela dita segunda MNAzima, e;

(d) disponibilizar um facilitador de combinagdo capaz de facilitar
a combinacgao da dita segunda e da dita terceira MNAzima, e
(e) disponibilizar um quinto substrato que é capaz de ser modificado pela
dita segunda MNAzima para proporcionar um efeito detectavel;

(f) colocar os ditos primeiro e segundo componentes oligonu-
cleotideos em contato com uma amostra que putativamente contém o dito
alvo, na presenga do dito facilitador de combinagéo, e na presenca do dito
suporte insoluvel que tem os ditos primeiro, segundo, terceiro e quarto subs-
tratos afixados a ele, sob condi¢des que permitem:

(1) a autocombinagéo da dita primeira, segunda e terceira MNAzimas, e
(2) a atividade catalitica das ditas primeira, segunda e terceira MNAzimas; e

(g) onde a dita terceira MNazima modifica os ditos primeiro e
segundo substratos, para desta forma produzir ainda a dita segunda MNA-
zima, onde a dita segunda MNAzima modifica ainda pelo menos um entre os
ditos terceiro, quarto e quinto substratos, para desta forma produzir a dita
terceira MNAzima, para desta forma proporcionar ainda o dito efeito detecta-
vel, e

(h) onde a detecgéo do dito efeito detectavel é indicativa da pre-
senca do dito alvo.

O alvo pode ser identificado, detectado ou quantificado. O alvo
pode ser selecionado no grupo que compreende acidos nucléicos, proteinas,
glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, células, virus, bactérias, Archaea,
fungos, anticorpos, metabdlitos, patdogenos, toxinas, contaminantes, vene-
nos, moléculas pequenas, polimeros, ions metalicos, sais metalicos, prions
ou quaisquer derivados, partes ou combinagées deles. O acido nucléico po-

.de ser selecionado no grupo que compreende DNA, DNA metilado, DNA al-

quilado, RNA, RNA metilado, microRNA, siRNA, shRNA, tRNA, mRNA,
snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA, outros RNAs nao-
codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, amplicons, ou qualquer

combinacgéao deles.
O quinto substrato pode ser igual ou diferente a qualquer um dos
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ditos primeiro, segundo, terceiro ou quarto substratos.

Cada um dos ditos primeiro, segundo, terceiro ou quarto substra-
tos pode estar presente no mesmo suporte sélido ou em suportes sélidos
diferentes, ou qualquer combinagéao deles.

A modificagdo de pelo menos um entre os ditos primeiro, segun-
do, terceiro ou quarto substratos pode proporcionar ainda um efeito detecta-
vel. | |

De acordo com um décimo segundo aspecto da presente inven-
¢ao, fornece-se um método para produzir uma pluralidade de de enzimas de
acidos nucléicos multicomponentes (MNAzimas) que reconhecem pelo me-
nos um facilitador de combinagdo e modificam um substrato, sendo que o
método compreende:

(a) disponibilizar uma pluralidade de facilitadores de combinagdao a serem
identificados, detectados ou quantificados,

(b) desenhar dois ou mais componentes oligonucleotideos, onde pelo menos
um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo componente oligo-
nucleotideo se autocombinam na presen¢a de um facilitador de combinacao,
para formar uma enzima de &cido nucléico multicomponente cataliticamente
ativa (MNAzima), onde cada um entre o pelo menos primeiro e segundo
componentes oligonucleotideos compreendem uma parte ramificada de
substrato, uma parte de nucleo catalitico, e uma parte ramificada de sensor,
onde depois da autocombinagao, a parte do brago sensor do primeiro e se-
gundo componentes oligonucleotideos formam bragos sensores da MNAzi-
ma, a parte ramificada de substrato do primeiro e segundo componentes
oligonucleotideos formam os bragos de substrato da MNAzima, e a parte do
nucleo catalitico do primeiro e segundo componentes oligonucleotideo for-
mam um nucleo catalitico da MNazima;

e onde os bragos sensores da MNAzima interagem com um facilitador de
combinagédo de modo a manter o primeiro e segundo componentes oligonu-
cleotideos préximos para associagao das suas respectivas partes de nucleo
catalitico, para formar o nucleo catalitico da MNAzima, sendo o dito nucleo
catalitico capaz de atuar sobre pelo menos um substrato, e onde os bragos
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de substrato da MNAzima engatam um substrato de tal modo que o nucleo
catalitico da MNAzima possa modificar o dito substrato;

(c) alterar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos, de tal modo
que a parte ramificada de substrato e a parte do nucleo catalitico do primeiro
e segundo componentes oligonucleotideos sejam constantes, e a parte rami-
ficada de sensor de pelo menos um entre o primeiro e o segundo componen-
tes oligonucleotideos seja adaptada para reconhecer outro entre uma plura-
lidade de facilitadores de combinagao, e

(d) repetir a etapa de alterar para cada um da pluralidade de facilitadores de
combinagao.

De acordo com um décimo terceiro aspecto da presente inven-
¢ao, fornece-se um kit para detectar a presenga de uma pluralidade de al-
vos, compreendendo uma pluralidade de componentes oligonucleotideos
desenhados para combinar uma pluralidade de MNAzimas, cada uma cor-
respondente a pelo menos um entre uma pluralidade de alvos, e pelo menos
um substrato. | |

De acordo com um décimo quarto aspecto da presente inven-
¢do, fornece-se um kit para combinar uma pluralidade de MNAzimas, com-
preendendo uma pluralidade de facilitagdes de combinagdo,uma pluralidade
de componentes desenhados para combinar uma pluralidade de MNAzimas,
cada uma correspondendo a cada da pluralidade de facilitadores de combi-
nagao, e pelo menos um substrato.

De acordo com um décimo quinto aspecto da presente invengéo,
fornece-se um kit para detectar um alvo, compreendendo uma pluralidade de
componentes oligonucleotideos desenhados para combinar uma MNAzima
correspondente ao alvo, e um substrato.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Uma modalidade preferida da presente invengdo sera agora
descrita apenas a titulo exempilificativo, fazendo referéncia aos desenhos
anexos, onde: _

A Figura 1 € um desenho de uma MNAzima ilustrada em uma

representagdao de de um desenho exemplificativo de uma MNAzima, onde as
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partes ramidicada de substrato (A) de partizimas A e B se ligam a um subs-
trato repodrter, ao qual esta afixado um rotulador fluorescente (a esquerda) e
um quencher (a direita). As partes do nucleo catalitico (C) ficam localizadas
entre as partes ramidicada de substrato (A) e as partes ramidicada de sen-
sor (B). Depois da ligagao das partes ramidicada de sensor (B) a um Alvo, o
substrato repérter é clivado no Sitio de Clivagem da MNAzima, aumentando
desta forma a fluorescéncia. |

A Figura 2 indica as estratégias para a detec¢ao de alvos medi-
ada pela MNAzima, e ilustra um fluxograma que indica as aplicagbes exem-
plificativas de métodos para a detec¢dao de alvos, usando MNAzimas. As
MNAzimas podem ser usadas para (1) detecgao direta; (2) detectar ampli-
cons gerados, por exemplo, por PCR, SDA, LAMP, RCA, TMA, 3SR ou
NASBA durante ou apds a ampliagéo; e (3) iniciar uma cascata de ampliagdo
de sinais.

A Figura 3 ilustra 0 método para detecgao de alvos, usando uma
MNAzima e substratos genéricos ancorados, indicando uma representagao
de MNAzimas exemplificativas e um método para a detec¢do de alvos usan-
do MNAzimas que clivam substratos amarrados a um suporte. Nesta moda-
lidade, a MNAzima se forma apenas na presenga de um facilitador de com-
binagéo (alvo). Quando a MNAzima cliva o substrato amarrado entre um flu-
oréforo e um quencher, um sinal é gerado. Como ilustrado neste caso, de-
pois da clivagem entre o fluoréforo F e o quencher Q, ha um aumento resul-
tante na fluorescéncia. Geralmente, o método pode ser desenhado de tal
modo que o fluoréforo F ou o quencher Q possa ficar afixado ao suporte de-
pois de ocorrer a clivagem. Quadro (i): O suporte ilustrado tem apenas um
substrato amarrado a ele. Quadro (ii): Pode haver muitiplos substratos amar-
rados em diferentes posi¢des. Cada substrato pode ser clivado apenas por
uma MNAzima formada na preseng¢a de uma molécula facilitadora de combi-
nacéo da MNAzima especifica — neste caso, os Alvos 1 e 2 facilitam a auto-
combinacao das MNAzimas 1 e 2, respectivamente. Assim sendo, neste e-
xemplo, a MNAzima 1 apenas se autocombina na presenga do Alvo 1 e cliva
apenas o Substrato 1. Similarmente, a MNAzima 2 apenas se autocombina
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na presenga do Alvo 2 e cliva apenas o Substrato 2. O sinal pode ser locali-
zado pelo posicionamento do substrato sobre a superficie, permitindo assim
a detecc¢éo de diferentes facilitadores de combinagéo.

A Figura 4 representa métodos exemplificativos para detecg¢do
de alvos; estéo ilustrados exemplos de métodos que usam uma MNAzima
para detectar analisado-alvo (An), por exemplo, incluindo, porém sem limita-
¢bes, uma proteina ou molécula pequena. Este exemplo ilustra a geragao de
um sinal pela clivagem pela MNazima de um substrato rotulado com um fluo-
réforo (F) e um quencher (Q). Desenhos gerais poderiam ser usados em ou-
tros formatos, pelos quais o sinal € gerado por uma modificagao diferente da
clivagem e/ou os quais a leitura ndo é fluorescente, mas, por exemplo, é clo-.
rimétrica, radioativa etc. Trés estratégias genéricas estdo ilustradas nesta
figura. (i) Um aptamero para ligar um analisado-alvo é ligado a uma partizi- -
ma (uma apta-partizima). Esta molécula tem autocomplementaridade, e nao
cosegue contribuir para ativar a a combinagdo da MNAzima na auséncia do
analisado-alvo. Uma segunda partizima, um substrato e um facilitador de
combinagao também sao fornecidos. Quando um analisado-alvo especifico
se liga ao dominio do aptamero, as bases complementares dentro da apta-
partizima se separam, permitindo que a apta-partizima adote uma conforma-
cao pela qual ela pode contribuir para a combinagao da MNAzima ativa. A
MNAzima ativa pode clivar o substrato e gerar fluorescéncia. (i) Um aptame-
ro para ligar um analisado-alvo € ligado a um facilitador de combinagao. Esta
molécula tem autocomplementaridade, e nao consegue direcionar as parti-
zimas para se alinharem e combiner uma MNAzima ativa na auséncia do
analisado-alvo. Duas partizimas e um substrato também sao fornecidos.
Quando um analisado-alvo especifico se liga ao dominio do aptamero, as
bases complementares dentro do facilitador de combinacdao se separam,
permitindo que o facilitador de combinagdo adote uma conformagao pela
qual ele consegue direcionar a combinagao das MNAzimas ativas. As MNA-
zimas ativas podem clivar o substrato e gerar fluorescéncia. (iii) Duas apta-
partizimas, cada uma contendo uma parte de um aptamero, sdo incubadas
na presenca de um substrato. Na auséncia do analisado-alvo, as duas apta-
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partizimas nao conseguem se combinar para formar uma MNAzima ativa.
Quando um analisado-alvo especifico esta presente, e se liga a ambos do-
minios que contém uma parte do aptdmero,as duas apta-partizimas sao a-
proximadas e podem se combinar em uma MNAzima ativa. A MNAzima ativa
pode clivar o substrato e gerar fluorescéncia.

A Figura 5 ilustra a ampliagdo por PCR de microRNAs e a de-. .
teccdo usando MNAzimas, ilustrando uma 'representagéo de de uma estra-
tégia de MNAzima para ampliagdo e detecgao de sequéncias curtas, tais
como espécies micro-RNA (miR). O método usa um iniciador 3’ que se liga
ao miR na extremidade 3’ e que tem uma seqliéncia de extensdao nao-
relacionada (ilustrada nos quadros tracejados) que pode (partes (i) e (i), Ini-
ciador de Alga, a esquerda), ou nao pode (partes (iii) e (iv), iniciador Rotula-
do, a direita), formar uma estrutura tronco-alga na extremidade 5'. O iniciador
3’ miR é estendido na presencga de transcriptase reversa (partes (i) e (iii), e
em seguida, ampliagdo por intermédio de PCR usando iniciadores 5’e 3’ com
a sequéncia especifica de miR nas extremidades 3' e a seqiéncia de exten-
sdo nao-relacionada nas extremidades 5’ (partes (ii) e (iv)). Os amplicons
podem ser detectados por MNAzimas, que hibridizam para o amplicon, inclu-
indo a regido entre os iiciadores de 5’ e 3'. Um requisito para a complemen-
taridade estrita dos bragos sensores das MNAzimas e o acido nucléico alvo
permite a discriminagdo de seqiéncias intimamente relacionadas. F: fluoro-
foro; Q: quencher.

A Figura 6 representa a deteccao de MNAzima acoplada a am-
pliagao de sinais mediada por enzima, ilustrando uma representagao de uma
MNAzima para iniciar uma cascata de ampliagdo de sinais. Nesta modalida-
de, as MNAzimas disparam uma cascata de geragao de sinais a jusante,
onde (da esquerda para a direita, quadro de cima) u‘ma MNAzima se forma
apenas na presenga de um alvo e depois libera uma enzima a partir de uma
posicao de amarragao sobre um suporte. Como ilustrado no quadrb de bai-
X0, a enzima liberada, entao, cliva uma molécula de substrato fluorescente.
O substrato fluorescente € detectado facilmente. F: fluoréforo; Q: quencher.

A Figura 7 representa a deteccdo de analisados usando MNAzi-
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mas e ampliagdo de sinais, onde uma MNAzima pode disparar uma cascata
gerada usando DNAzimas espacialmente separadas. Como ilustrado nas
etapas numeradas sequencialmente, um episédio de clivagem inicial pela
MNAzima, que ocorre apenas na presenga de um alvo, pode clivar o subs-
trato imobilizado, liberando uma primeira DNAzima amarrada A ("A") (etapas
1-3). DNAzima A, depois de liberada, cliva e libera a segunda DNAzima a-
marrada B ("B") (rotulada com fluoréforo) (etapas 4-6) que, por sua vez, cliva
e libera uma DNAzima A adicional (etapas 7-8), resultando na iniciacdo de
uma cascata. A ampliagéo exponencial dos sinais torna facil a medigéo, pois
a DNAzima B com fluoréforo é liberada na cascata ulterior. F: fluoréforo; Q:
quencher.

A Figura 8 ilustra o desenho de MNAzimas para o alvo RPLPO:
Quadro (i): Sequéncias exemplificativas para os desenhos 1 (quadro superi-
or) e 2 (quadro inferior) para MNAzimas; Quadro (ii): Resultados da clivagem
dependente do alvo de um substratorepérter pela MNAzima dos desenhos 1
(quadro superior) e 2 (quadro inferior). N=A, G, C, T ou qualquer anélogo;
N’=qualquer nucleotideo complementar a N; (N ou N’)x= qualquer nimero de
de nucleotideos ou andlogos; K=A, G ou AA; W=A ou T; rN= qualquer ribo-
nucleotideo e/ou qualquer numero de ribonucleotideos; *= base com oscila-
¢ao ("wobble") no pareamento de bases. '

A Figura 9 ilustra o desenho de MNAzimas para o alvo RPLPO:
Quadro (i): Sequéncia exemplificativa para o desenho 3 para uma MNAzima;
Quadro (ii): Resultados para a clivagem dependente do alvo de um substra-
torepdrter. As reagdes de controle ilustradas incluem controle de hibridizagéo
sem alvo, dois controles fora do alvo e rea¢des que contém os oligonucleoti-
deos da partizima A ou a partizima B, mas ndo ambas. N=A, G, C, T ou
qualquer analogo; N’= qualquer nucleotideo complementar a N; (N ou N’),=
qualquer numero de nucleotideos ou analogos; K=A, G ou AA; W=A ou T;
rN= qualquer ribonucleotideo e/ou qualquer nimero de ribonucleotideos; * =
base wobble.

A Figura 10 ilustra o desenho de MNAzima para o alvo RPLPO:

Quadro (i): Sequéncia exemplificativa para o desenho 4 para uma MNAzima;
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Quadro (ii): Eficiéncia da clivagem dependente do alvo para os desenhos 3 e
4. Os resultados estéao ilustrados para reagdes que contém os oligonucleoti-
deos-alvo RPLPO, e os controles sem alvo. N=A, G, C, T ou qualquer analo-
go; N'= qualquer nucleotideo complementar a N; (N ou N’),= qualquer nume-"
ro de nucleotideos ou analogos; K=A, G ou AA; W=A ou T; rN= qualquer ri-
bonucleotideo e/ou qualquer numero de ribonucleotideos; *= base wobble.

A Figura 11 ilustra o uso de MNAzimas para discriminar entre
seqliéncias intimamente relacionadas: Quadro (i): Sequéncias de DNA, ho-
mélogos de sequéncias de hsa-miR-20 e miR relacionadas, usadas como
sequéncia-alvo nos experimentos nas Figuras 11 e 12 estao ilustradas. As
diferengcas em sequéncia entre D-20 D-miRs relacionadas estido sublinha-
das. A linha tracejada vertical em negrito separa as regides dos oligonucleo-
tideos reconhecidos pelos dois bragos sensores. Quadro (ii): Representa
sequéncias exepificativas para uma MNAzima do desenho 4 para detec¢do
de miR-20. Quadro (iii): Resultados para a clivagem dependente do alvo pela
MNAzima D-20 de um substratorepérter. Reagbes de controle ilustradas:
oligonucleotideos "fora do alvo" (D-17-5p, D-106a, D-106b, D-93), e reagoes
de controle "nenhum aivo" (dH20).

A Figura 12 ilustra a otimizagdo com MgCl, do sistema de MNA-
zima MiR-20: Resultados obtidos usando um sistema de MNAzima com de-
senho exemplificativo 4 para detecgdao de miR-20. A clivagem dependente
do alvo (D-20) de um substratorepérter. As reagdes de controle que contém
sequéncias "fora do alvo" (D-17-5p, D-106a, D-106b, D-93) ou "sem aivo"
(dH20), estao ilustradas para reagdes que contém MgCl. (i) 5 mM, (ii) 25 mM
ou (iii) 100 mM, respectivamente.

A Figura 13 ilustra o desenho de MNAzima para o alvo RPLPO:
Quadro (i): Sequéncias exemplificativas para os desenhos 5 e 6 para MNA-
zimas. Quadro (ii): Resultados para clivagem dependente do alvo de um
substratorepérter, usando os desenhos 5 e 6, e seus controles "sem alvo".
N=A, G, C, T ou qualquer analogo; N'= qualquer nucleotideo complementar
a N; (N ou N’),= qualguer numero de nucleotideos ou analogos; R=A ou G;

Y=C ou U; rN= base de ribonucleotideo.
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A Figura 14 ilustra a deteccao de RPLPO ampliado por PCR:
Resultados para a clivagem dependente do alvo de um substratorepérter e
varias reagOes de controle pelo sistema de MNAzima do desenho 4 que as-
sesta o gene de RPLPO humano. A reagdo de MNAzima de RPLPO conti-
nha (i) oligonucleotideos RPLPO de controle, (ii) amplicons da PCR de R-
PLPO (5 pl) produzidos por ampliagdo do DNA gendémico humano (100 ng),
usando iniciadores complementares ao gene de RPLPO, (iii) reacbes de
PCR de RPLPO "sem alvo" que carecem do DNA gendmico ou (iv) DNA ge-
némico humano ndo-ampliado (500 ng).

A Figura 15 ilustra a detecgdo de seqiéncias curtas ampliadas
(22 meros): Quadro (i): Resultados para a clivagem dependente do alvo de
um substratorepérter por um sistema de MNAzima do desenho 4 que asses-
ta a sequéncia de miR-20 humano. As reagdes da MNAzima MiR-20 foram
realizadas com (i) 10" (1 E+12) cépias do oligonucleotideo de controle do
Alvo D-20 (ndo ampliado); (ii) amplicons de PCR (5 pL) produzidos por am-
pliacdo de 2 x 107 (2 E+7) cépias do oligonucleotideo-alvo D-20, usando ini-
ciadores complementares as seqiéncias de miR-20; (iii) reagbes de PCR
"sem alvo" que carecem do oligonucleotideo-alvo D-20; (iv) 108 (1 E+8) c6-
pias do oligonucleotideo-alvo D-20 (ndo ampliado); e (v) um alvo-controle
"fora do alvo" D-17-5p (2 x 107 (2 E+7) cépias ampliadas or PCR). Quadro
(ii): Comparacgéao da sequéncia do Alvo D-20 e a sequéncia fora do alvo, D-
17-5p. O oligonucleotideo D-17-5p tem um desemparelhamento na regido de
ligagédo do iniciador da PCR em relaga@o a sequéncia do Alvo D-20, e um de-
semparethamento na regido (localizada entre os iniciadores) que é interro-
gada pelos bragos sensores das MNAzimas.

A Figura 16 ilustra a detecgao de amplicons de miR-20 amplia-
dos: Exemplo da detec¢do no ponto final de amplicons, usando MNAzimas
apo6s ampliagao pbr PCR. A PCR foi usada para ampliar microRNA mir-20
presente no RNA total de células do timo humano, e detectados usando a
metodologia de MNAzimas. As amostras ampliadas e os controles sdo como
ilustrados.

A Figura 17 representa a analise quantitativa por PCR em tempo
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real do éxon 5 de RPLPO pela MNAzima do desenho 6: Exemplo da detec-
cao em tempo real e quantificagdo usando a metodologia de MNAzima, onde
o gene de RPLPO foi detectado usando MNAzimas para monitorar a acumu-
lagao do éxon 5 de RPLPO. Quadro (i): desenho da MNAzima 6; Quadro (ji):
sinal de fluorescéncia que indica a PCR em tempo real para diferentes quan-
tidades do modelo, como indicado; Quadro (iii): curva-padrao e quantificagao
do material ampliado. Os'resultadds indicam o aumento dependente do tem-
po na fluorescéncia para detec¢édo por MNAzima do DNA genémico humano
ampliado por intermédio de PCR. R2=0,995; inclinagao =-3,698.

A Figura 18 é uma representagdo esquematica de uma analise
multiplex exemplificativa de multiplos alvos: Dois ou mais alvos podem ser
detectados simultaneamente usando dois ou mais substratos, cada um es-
pecifico para uma MNAzima. Os substratos sdo rotulados, de preferéncia,
com fluordforos diferentes. Neste exemplo, o alvo 1 pode ser detectado mo-
nitorando o aumento na fluorescéncia FAM, e o Alvo 2 pode ser detectado
monitorando o aumento na florescéncia JOE. Q: quencher, FAM, JOE: fluo-
réforos.

A Figura 19 representa a detecgdo unica e multiplex de sequén-
cias de RPLPO e D-20: A deteccao de RPLPO foi monitorada um substrato
rotulado com JOE, e a detecgao do Alvo D-20 foi monitorada usanso um
substrato rotulado com FAM. Quadro (i): MNAzima do desenho 6 compreen-
de partizimas para apenas um sistema de MNAzima, para RPLPO (quadro
superior) ou D-20 (quadro inferior); Quadro (ii): MNAzima desenho 6 contém
partizimas para MNAzimas que assestam RPLPO e também D-20.

A Figura 20 representa a deteccdo com MNAzima de alvos, u-
sando um aptamero: Uma estratégia exemplificativa para a detec¢ao de um
alvo esta representada. Nesta estratégia, uma seqiéncia de aptamero € in-
corporada na extremidade de uma partizima (apta-partizima) em uma confi-
guracdo pela qual uma MNAzima ativa é formada apenas na presenga do
alvo. Os componentes oligonucleotideos necessérios para a estratégia de
deteccdo com MNAzima ilustrada incluem: (a) uma partizima-padrao; (b)

uma apta-partizima que € uma partizima com um aptamero incorporado em
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uma das suas extremidades; (¢) um facilitador de combinagao que se liga a
apta-partizima e também a partizima, permitindo a combinagdao de uma
MNAzima ativa (na presenca do alvo); (d) uma sonda de substratoreporter; e
(e) um inibidor de combinagdo que hibridiza para a apta-partizina em uma
regido que cobre pelo menos parte da sequéncia do aptamero e parte do
brago de ligagao do substrato da seqiéncia da partizima. Na auséncia de um
analisado-alvo (Quadro (i)), o inibidor de combinagdo se liga a apta-
partizima, bloqueando assim a ligagédo (e a clivagem) do substrato de sonda
reporter. Na presenga de um analisado-alvo (Quadro (ll)), o alvo se liga a
seqliéncia do aptamero da apta-partizima, impedindo a ligagdo do inibidor de
combinagéo e permitindo a ligagcdo e a clivagem do substrato da sonda re-
porter. Assim sendo, as MNAzimas apenas conseguem se formar e causar a
geracéo de sinais fluorescents na presenga do alvo.

A Figura 21 ilustra a detecgdo com MNAzima de moléculas pe-
quenas usando um aptamero: Um exemplo do uso de MNAzimas para a de-
tecgdo de alvos, especificamente ATP, esta representado. A estratégia ilus-
trada na Figura 20 foi demonstrada usando o exemplo de detecgdo de uma
molécula pequena, ATP. O Quadro (i) ilustra as seqliéncias dos componen-
tes oligonucleotideos que foram usados para a detecgao de ATP. Eles com-
preendem uma partizima, uma apta-partizima (que incorpora um aptamero
para ligar ATP), um inibidor da combinacdo aptamero/MNAzima, um substra-
torepérter e um facilitador de combinagdo. Quadro (ii) Analise da Clivagem
SubBi-1-FB ilustra os resultados obtidos depois da incubagdo dos compo-
nentes oligonucleotideos na presenga, ou auséncia, de ATP e outros nucleo-
tideos. Um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo foi observado na
presenca de ATP, e dATP, mas nao na presen¢a de GTP ou CTP. Além dis-
so, nenhum aumento na fluorescéncia foi observado na auséncia de qual-
quer alvo (controle com apenas agua).

A Figura 22 ilustra a detec¢ao de desemparelhamentos de ape-
nas uma base usando MNAzimas: Esta representado um exemplo do uso de
MNAzimas para a detec¢ao de desemparelhamentos de uma unica base. O
Quadro (i) ilustra as sequéncias dos componentes oligonucleotideos que
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foram usados para a detecgcao de desemparelhamentos de uma Unica base
em uma sequéncia-alvo éxon 5 de RPLPO. O oligonucleotideo ilustrado
compreendia duas partizimas (A5 e B6), que sao baseadas na MNAzima do
desenho 7 (por exemplo, Exemplo 20), e um substratorepérter. A terceira
base (X) no brago sensor da partizima B é emparelhada ou desemparelhada
com a sequliéncia-alvo. When X = G, a partizima e o alvo estdao completa-
mente emparelhados. Quando Xé C, ha um desemparelhamento entre o
braco sensor e o alvo RPLPO. O Quadro (ll) indica os resultados obtidos
depois da ampliacdo por PCR e a detecgdo em tempo real em reagdes que
contém uma partizima B que é completamente emparelhada, ou é desempa-
relhada, em relagao ao alvo RPLPO.

A Figura 23 representa a estratégia com MNAzima e os resulta-
dos para a detecgao de SNP: O método usa um brago sensor da partizima B
truncada é completamente emparelhada a uma versao de SNP, e um oligo-
nucleotideo estabilizador que facilita a combinagdo da MNAzima na presen-
¢a do alvo completamente emparelhado. O requerimento para estrita com-
plementaridade da brago sensor da partizima B e o acido nucléico-alvo per-
mite a discriminagdo de seqiéncias intimamente relacionadas. Quadro (i):
Brago sensor de 5 bases completamente emparelhado mais oligonucleotideo
estabilizador; Quadro (ii): Brago sensor de 5 bases desemparelhado mais
oligonucleotideo estabilizador; Quadro (iii): Nenhum controle do estabiliza-
dor; Quadro (iv): No controle do alvo; Quadro (v): Resultados da deteccdo da
MNAzima SNP com alvo completamente emparelhado, alvo desemparelha-
do, nenhum controle do estabilizador e nenhum controle do alvo.

A Figura 24 representa uma adaptag¢ao da detecgao com MNA-
zima para produzir uma rea¢ao de mudanga de cor: O método usa particulas
de outro nanométricas com oligonucleotideos anexados, as quais, quando
ligadas por oligonucleotideos em ponte, formam um agregado azul (quadro
i). Os oligonucleotideos em ponte incorporam uma seqiiéncia de substrato.
Na presencga do alvo (quadro ii), a MNAzima se combina e cliva a sequéncia
do substrato, liberando particulas de ouro individuais, e resultando em uma

mudanca de cor de azul para vermelho que € visivel a olho nu.
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A Figura 25 é um exemplo de uma cascata de MNAzimas, usan-
do partizimas amarradas: MNAzimas podem ser usadas para iniciar casca-
tas de ampliagédo de sinais, como ilustrado neste diagrama. A reag¢éo contém
os seguintes elementos: (i) partizimas para a MNAzima 1 que estao livres
em solugéo; (ii) um facilitador de combinacdo para as MNAzimas 2 e 3 (que
tém os mesmos bracos sensores), que esta livre em solugdo (como ilustra-
do) ou amarrado a um suporte insoluvel pelo substrato, Sub 1; (iii) partizimas
para a MNAzima 2, que estdo amarradas a um suporte insoltvel pelo subs-
trato, Sub 1. Sub 1 pode ser clivado pela MNAzima 1 (na presenga de um
alvo) ou MNAzima 3 (na presenca de um facilitador de combinagéo), e a cli-
vagem resulta na liberagéo das partizimas para MNAzima 2 em solugéo; (iv)
partizimas para a MNAzima 3, que estdo amarradas a um suporte insoltvel
pelo substrato, Sub 2. Sub 2 pode ser clivado pela MNAzima 2 (na presenga
de um facilitador de combinagéo) e a clivagem resulta na liberagdo das parti-
zimas para a MNAzima 3 em solucgéo; (v) Sub 2-FQ, que tem a mesma se-
quéncia que Sub 2, mas esta livre em solugéo e é duplamente rotulado com
um fluordforo (F) e um quencher (Q). Sub 2-FQ pode ser clivado pela MNA-
zima 2 para gerar um sinal fluorescente. Na presenga do alvo, a MNAzima 1
ativa se forma a partir de partizimas que estao livres em solugdo. A MNAzi-
ma 1 cliva seu Sub 1, liberando assim as partizimas para a MNAzima 2. De-
pois de livres, estas partizimas hibridizam com o facilitador de combinagdo e
formam a MNAzima 2, que cliva Sub 2-FQ livre (gerando um sinal fluores-
cente), ou Sub 2 amarrado (liberando as partizimas para a MNAzima 3).
Como a MNAzima 3 cliva os mesmos bragos de substrato que a MNAzima 1,
ela pode clivar também Sub1 amarrado, liberando assim mais partizimas
para MNAzima 2. Isto resulta em uma cascata de geragdo enzimatica dos
componentes (partizimas) para mais enzimas (MNAzimas) e uma concomi-
tante cascata de ampliagcao de sinais.

DEFINICOES
Sao utilizados aqui certos termos cujos significados estdo enun-

ciados abaixo.
O termo "compreendendo" significa "incluindo principalmente,
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mas nao necessariamente unicamente". Além disso, as variagoes da palavra
“compreendendo”, tais como "compreender” e "compreende”, tém significa-
dos correspondentemente variados.

Os termos "polinucleotideo”, "acido nucléico" e "oligonucleoti-
deo" podem ser utilizados de forma intercambiavel e referem-se a um poli-
mero de filamento unico ou filamento duplo de bases de desoxirribonucleoti-
deo ou ribonucleotideo, ou anélogos, derivados, variantes, fragmentos ou
combinagOes deles, incluindo, porém sem limitagoes, DNA, DNA metilado,
DNA alquilado, RNA, RNA metilado, microRNA, siRNA, shRNA, tRNA, mR-
NA, snoRNA, stRNA, smRNA, pré- e primicroRNA, outros RNAs ndo-
codificadores, RNA ribossémico, derivados deles, amplicons deles, ou qual-
quer combinagao deles. A titulo exemplificativo nao-limitativo, a fonte de um
acido nucléico pode ser selecionada no grupo que compreende uma fonte
sintética, mamifera, humana, animal, vegetal, fingica, bacteriana, Archaea,
ou qualquer combinagao delas.

Os termos "oligonucleotideo" e "iniciador' denotam tipicamente
um segmento de DNA ou uma molécula de &cido nucléico que contém DNA,
ou RNA ou molécula que contém RNA, ou uma combinagdo deles. Os e-
xemplos de 'oligonucleotideos incluem alvos de acidos nucléicos; substratos,
por exemplo, aqueles que podem ser modificados por uma MNAzima; inicia-
dores tais como aqueles usados para ampliagao do alvo in vitro por métodos
tais como PCR; e componentes de MNAzimas. Os facilitadores de combina-
cao de MNAzimas, em certas modalidades, podem compreender oligonucle-
otideos como aqui definidos. As partizimas, como aqui utilizadas, também
podem compreender oligonucleotideos.

Os termos "polinucleotideo”, "acido nucléico" e "oligonucleoti-
deo" incluem referéncia a qualquer sequéncia especificada, bem como a se-
quéncia complementar a ela, a menos que diferentemente indicado. Os oli-
gonucleotideos podem compreender pelo menos uma adi¢gdo ou substitui-
¢ao, incluindo, porém sem limitacbes, o grupo que compreende 4-
acetilcitidina, 5-(carboxi-hidroxi-metil)-uridina, 20-O-metil-guanosina, inosina,

N6-isopentenil-adenosina, 1-metil-adenosina, 1-metil-pseudouridina, 1-metil-
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guanosina, 1-metil-inosina, 2,2-dimetil-guanosina, 2-metil-adenosina, 2-metil-
guanosina, 3-metil-citidina, 5-metil-citidina, N6-metil-adenosina, 7-metil-
guanosina, 5-metil-amino-metil-uridina, 5-metdxi-amino-metil-2-tiouridina,
beta-D-manosil-metil-uridia, 5-metéxi-carbonil-metil-uridina, 5-metdxi-uridina,
2-metil-tio-N6-isopentenil-adenosina, N-((9-beta-ribofuranosil-2-metil-tiopurin-
6-il)-carbamoil)-treonina, N-((9-beta-ribofuranosil-purin-6-il)-N-metil-
carbamoil)-treonina, uridino-5-oxoacetato de metila, &cido uridino-5-
oxiacético (v), wibutosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-
tiouridina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, 5-metil-uridina, N-((9-beta-ribofuranosil-
purin-6-il)-carbamoil)-treonina, 20-0O-metil-5-metil-uridina, 20-0O-metil-
uridina, wybutosina, 3-(3-amino-carbdxi-propil)-uridina, beta-D-arabinosil-
uridina, beta-D-arabinosil-timidina.

Os termos "molécula de acido nucléico catalitico”, "acido nucléi-
co catalitico”, "enzima de &cido nucléico” e "sequéncia de acido nucléico ca-
talitico" sdo aqui utilizados de forma intercambiavel e devem significar uma
molécula de DNA ou molécula que contém DNA (conhecida também nessas
técnicas como "enzima de DNA", "desoxirribozima" ou "DNAzima"), ou um
RNA ou molécula que-contém -RNA (conhecida nessas técnicas também
como uma "enzima de RNA" ou "ribozima"), ou uma combinagao deles, sen-
do uma molécula hibrida de DNA-RNA, que pode reconhecer um substrato e
catalisam uma modificagdo do substrato. Os residuos de nucleotideos nos
acidos nucléicos cataliticos podem incluir as bases A, C, G, T, e U, bem co-
mo derivados e analogos deles.

' O termo "derivado”, quando utilizado com relagdo a um acido
nucléico ou nucleotideo da presente invengao inclui quaisquer acidos nucléi-
cos ou nucleotideos funcionalmente equivalentes, incluindo quaisquer molé-
culas de fusdo produzidas integralmente (por exemplo, por meios recombi-
nantes) ou adicionadas apds a sintese (por exemplo, por meios quimicos).
Tais fusdes podem compreender oligonucleotideos da invengdo com RNA
ou DNA adicionados a elas ou conjugados a a um polipeptideo (por exem-
plo, puromicina our outro polipeptideo), uma molécula pequena (por exem-

plo, psoraleno) ou um anticorpo. -
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O termo "analogo", quando utilizado com relagdo a um acido nu-
cléico ou nucleotideo inclui um composto que tem uma estrutura fisica que
esta relacionada a uma molécula ou residuo de DNA ou RNA, pode ser ca-
paz de formar uma ponte hidrogénio com um residuo de DNA ou RNA ou um
analgo dele (isto é, ele é capaz de anelar com um residuo de DNA ou RNA
ou um seu anélogo para formar um par de bases), mas tal ligagao nao é ne-
cesséria para que o dito composto esteja ehglobado dentro do termo "analo-
go". Tais analogos podem possuir propriedades quimicas e bioldgicas dife-
rentes do residuo de ribonucleotideo ou desoxirribonucleotideo ao qual eles
estao estruturalmente relacionados. Os residuos metilados, iodados, broma-
dos ou biotinilados sdo exemplos de analogos. Foram descritas DNAzimas
ativas que contém analogos de nucleotideos, incluindo desoxiinosina, C-5-
imidazol desoxiuridina, 3-(amino-propinil)-7-desaza-dATP, 2’-O-metil-RNA, 2’
O-metil cap (Warashina et al,, 1999; Cairns et al., 2003; Schubert et al.,
2004; Sidorov et al., 2004). Outros analogos sdo compativeis com a ativida-
de catalitica de DNAzimas. A alteragdao de uma seqiiéncia de acido nucléico
catalitico, por exemplo, pela substituicdo de uma base por outra, pela substi-
tuicdo de uma base por um analogo, ou alteracdo do componente agucar ou
da cadeia p'rincipal fosfodiéster, pode ser simples para os versados nessas
técnicas. Por exemplo, alteragdes podem ser feitas durante a sintese, ou por
modificagcdo de bases especificas depois da sintese. Testes empiricos de
acidos nucléicos cataliticos que incorporam alteragoes, tais como mudancas
ou anélogos de bases permitem a avaliagdo do impacto das seqiiéncias alte-
radas, ou analogos especificos, sobre a atividade catalitica. Os analogos das
bases A, C, G, T e U sao conhecidos nessas técnicas, e um subconjunto

esta listado na Tabela 2.
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Tabela 2
Exemplos analogos de nucleotideos uteis nesta invencao

Abreviatura Nome
ac4c 4-acetil-citidina
chmbu 5-(carbdxi-hidroxi-metil)-uridina
Cm 2'-O-metil-citidina
Cmnm5&s2u 5-carbéxi-metil-amino-metil-tiouridina
D Diidrouridina |
Fm 2'-O-metil-pseudouridina
Galq beta,D-galactosilqueosina
Gm 2'-O-metil-guanosina
[ Inosina
iba N6-isopentenil-adenosina
mia 1-metil-adenosina
m1f 1 1-metil-pseudouridina
mig 1-metil-guanosina
M1 1-metil-inosina

| LnZZl 2,2-dimetil-guanosina
m2a 2-metil-adenosina
m2g 2-metil-guanosina
m3c 3-metil-citidina
m5c 5-metil-citidina
m6a N6-metil-adenosina

| m7g 7-metil-guanosina
mambu 5-metil-amino-metil-uridina
mam5s2u 5-metdxi-amino-metil-2-tiouridina
Manq beta,D-manosil-metil-uridina
mcm5s2u 5-metdxi-carbonil-metil-uridina
Mo5u | 5-metdxi-uridina
Ms2i6a | 2-metil-tio-N6-isopentenil-adenosina
Ms2t6a N-({9-beta-ribofuranosyl-2-metil-tiopurin-6-il)-
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carbamoil)-treonina

Mt6a N-((9-beta-ribofuranosil-purin-6-il)N-metil-
carbamoil)-treonina

Mv Uridino-5-oxiacetato de metila

o5u Acido uridino-5-oxiacético (v)

Osyw Wibutosina

P Pseudouridina

Q Queosina

s2c 2-tiocitidina

s2t 5-metil-2-tiouridina

s2u 2-tiouridina

|s4u 4-tiouridina

T 5-metil-uridina

t6a N-((9-beta-D-ribofuranosil-purin-6-il)-carbamoil)-
treonina

Tm 2'-O-metil-5-metil-uridina

Um 2'-O-metil-uridina

Yw Wybutosina

X A 3-(3-amino-3-carbdxi-propil)-uridina, (acp3)u

AraU Beta,D-arabinosil-uridina

AraT Beta,D-arabinosil-timidina

O termo "fragmento”, quando utilizado com relagdo a um acido
nucléico refere-se a um constituente deste acido nucléico. Tipicalmente, o
fragmento possui atividade bioldgica qualitativa em comum com o &cido nu-
cléico, embora isto ndo tenha de ser necessariamente o caso. Os fragmen-
tos de um &cido nucléico nao precisam necessariamente codificar polipepti-
deos que retém étividade biolégica. Ao invés disso, um fragmento de acido
nucléico pode, por exemplo, ser util como uma sonda de hibridizagcao ou oli-
gonucleotideo de PCR. O fragmento pode ser derivado de um acido nucléico
da invencéo ou alternativamente pode ser sintetizado por algum outro meio,

por exemplo, sintese quimica.
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O termo "variante", como aqui utilizado, refere-se a sequéncias
de acidos nucléicos ou polipeptideos substancialmente similares. Geralmen-
te, as variantes de seqliéncias possuem atividade biolégica em comum. A-
lém disso, tais variantes de sequéncias podem compartihar pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade de sequéncias. Estao incluidos também dentro do signifi-
cado do termo "variante" os homogos, que sao tipicamente um polipeptideo
ou acido nucléico de species diferentes, mas que compartilham subtancial-
mente a mesma fungéo ou atividade bioldgica que o polipeptideo ou acido
nucléico correspondente aqui descrito.

O termo “alta severidade", como aqui utilizado, refere-se as con-
digbes sob as quais dois acidos nucléicos podem ser hibridizados, e podem
incluir, por exemplo, a concentragao de sais e/ou detergentes em uma solu-
¢ao, a temperatura de uma solu¢éo que é usada durante a hibridizagdo dos
dois &cidos nucléicos e o periodo de tempo da hibridizagdo. Consequlente-
mente, o0 termo "alta severidade", como aqui utilizado, refere-se a condigbes
em uma solugdo, que levam a hibridizagao de dois acidos nucléicos apenas
quando tais acidos nucléicos compartilham um alto grau de complementari-
dade. O grau de complementaridade pode incluir, porém sem limitag¢des,
uma faixa entre cerca de 50% e 99%. Assim sendo, as condigdes de "alta
severidade" podem envolver, porem sem limitagoes, o uso de temperatura
variada e um tampao que compreende varias concentragées de detergentes,
sais, e cations bivalentes.

Os termos "molécula facilitadora de combinagao", "facilitador de
combinacao”, "molécula facilitador de combinagao de MNAzima", "facilitador"
e "facilitador de combinacao de MNAzima", como aqui utilizados, referem-se

‘a entidades que podem facilitar a autocombinagao de partizimas componen-

tes para formar uma MNAzima cataliticamente ativa. Em modalidades prefe-
ridas, um facilitador de combinagao é necessario para a autocombinag¢ao de
uma MNAzima. Um facilitador de combinagdo, em algumas modalidades,
compreende um alvo tal como um &cido nucléico ou analisado diferente de

acido nucléico. As moléculas facilitadoras de combinagdo podem compreen-
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der uma ou mais regides ou moléculas que podem formar um par ou se ligar
a uma ou mais "partizimas" de oligonucleotideos, que constituem componen-
tes ou partes de uma "MNAzima“. Nao é necessario que o facilitador de
combinagao interaja com, forme par com, ou se ligue a cada componente
partizima ou oligonucleotideo, desde que ele interaja com, forme par com, ou
se ligue a pelo menos um dos componentes partizimas de uma MNAzima.
Como aqui utilizadas, pretende-se que as moléculas faciliadoras de combi-
nagcao de MNAzimas englobem a mais ampla faixa de constituintes que po-
dem facilitar a autocombinagdo de uma MNAzima. Em algumas modalida-
des, um facilitador de combinag¢do pode compreender um acido nucléico. Em
outras modalidades, um facilitador de combinagao pode compreender qual-
quer célula ou qualquer parte dela, por exemplo, qualquer célula eucaridtica
ou procariética, umm virus, prion, levedura ou fungo, ou qualquer outra mo-
lécula, incluindo, porém sem limitagdes, uma proteina, polipeptideo, pepti-
deo ou &cido nucléico. Em outras modalidades, um facilitador de combina-
¢do pode compreender um virus, prion, levedura ou fungo, ou qualquer outra
molécula, incluindo, por exemplo, porém sem limitagdes, glicoproteinas, lipi-
deos, lipoproteinas, organismos inteiros , células, virus, bactéria, Archaea,
fungos, anticorpos, metabdlitos, patdgenos, toxinas, contaminantes, vene-
nos, moléculas pequena, polimeros, ions metalicos, sais metélicos, prions
ou quaisquer derivados, partes ou combinag¢oes deles.

O termo "alvo", como aqui utilizado, inclui qualquer entidade,
constituinte, ou analisado natural ou sintético que se busca detectar, identifi-
car ou quantificar por uma ou mais MNAzimas especificas. Os alvos, portan-
to, englobam a mais ampla faixa de entidades, cinstituintes, ou analisados
detectaveis para os quais os métodos de detecgao, identificagcao e/ou quanti-
ficacdo sensivel sdo desejaveis. Em algumas modalidades, um alvo com-
preende um facilitador de combinagao. Alguns alvos exemplificativos inclu-
em, porém sem limitagdes, proteinas, polipeptideos, peptideos ou acidos
nucléicos, glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, organismos inteiros, célu-
las, virus, bactérias, Archaea, leveduras, fungos, anticorpos, metabdlitos,

patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequenas, polime-
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ros, ions metalicos, sais metalicos, prions ou quaisquer derivados, partes ou
combinagdes deles. Outros alvos também sdo considerados para o uso em
questao.

Os termos "substrato”, "molécula de substrato" e "substrato qui-
mico", como aqui utilizados, incluem qualquer molécula que é capaz de ser
reconhecida, e atuada ou quimicamente modificada por uma molécula catali-

tica. Em modalidades especificas, o substrato pode ser reconhecido e modi-

ficado por uma enzima. Em outras modalidades, um substrato pode ser re-
conhecido e modificado por uma molécula de &cido nucléico catalitico. A -
modificagdo quimica de um substrato pode ser medida pelo aparecimento
de, ou um aumento em um produto da reagao de modificagéo, ou pelo desa-

“parecimento de, ou decrésimo em um substrato da reagdo ou reagdes de

modificagdo. Uma molécula catalitica especifica pode reconhecer uma ou
mais moléculas de substrato diferentes, desde que cada molécula de subs-
trato tenha pelo menos uma estrutura minima que é reconhecivel quanto a
atividade catalitica pela molécula catalitica.

Um "substratorepérter”, "sonda-repérter” ou "substrato de sonda-
repérter’, como aqui utilizado, é um substrato que é parttcularmente adapta-
do para facilitar a medlgao do desaparecimento de um substrato ou do apa-
recimento de um produto com relagdo a uma reagdo catalisada. Os substra-
tos-reporteres podem estar livres em solugdo ou ligados (ou ;‘amarrados"),
por exemplo, a uma superficie ou a outra molécula. Um substratorepérter
pode ser rotulado por qualquer um entre uma grande série de meios, incluin-
do, por exemplo, fluoréforos (com ou sem um ou mais componentes adicio-
nais, tais como quenchers), rotuladores radioativos, marcagdo com biotina -
(por exemplo, biotinilagdo) ou rotuladores quimioluminescentes. Os substra-
tos-repdrteres para acidos nucléicos para acidos nucléicos catall’ticos. podem
incluir também enzimas protéicas ou de acidos nucléicos, por exemplo, afi-
xadas de forma covalente aos seus terminais.

Como aqui utilizados, subatratos "genéricos" ou "universais" séo,

por exemplo, substratos-repdrteres, que sdo reconhecidos e atuados cataiti-

camente por uma pluralidade de MNAzimas, cada uma das quais podendo
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reconhecer um alvo diferente. O uso de tais substratos possibilita o desen-
volvimento de enaios separados para a detcgdo, identificagdo ou quantifica-
¢do de uma ampla série de alvos, usando MNAzimas estruturalmente rela-
cionadas, sendo que todas elas reconhecem um substrato universal. Este
substratos universais podem ser rotulados independentemente com um o
mais rotuladores. Em modalidades preferidas, sao usados rotuladores detec-
taveis independentemente para m-arcar um ou mais substratos genéricos a
fim de permitir a criagdo de um sistema conveniente para detectar indepen-
dentemente ou simultaneamente uma série de alvos usando MNAzimas.

Como aqui utilizados, os termos "“partizima", "componente parti-
zima" e "componente oligonucleotideo" referem-se a um oligonucleotideo
que contém DNA ou que cohtém RNA ou que contém DNA-RNA, dois ou
mais dos quais, apenas na presenga de uma molécula facilitadora de combi-
nacdo de MNAzima, podem em conjunto formar uma "MNAzima". Em certas
modalidades preferidas, um ou mais componentes partizimas, e de preférén-
cia pelo menos dois, podem compreender trés regides ou dominios: um do-
minio "catalitico”, que forma parte do nucleo catalitico da MNAzima que ca-
talisa uma modificagdo quimica; um dominio de "brago sensor”, que pode se
associar e/ou se ligar a um facilitador de combinagao (por exemplo, um al-
vo); e um dominio de "brago de substrato”, que pode se associar e/ou se
ligar a um substrato. Uma representagéo destas fegiées ou dominios pode
ser obsrvada, por exemplo, na Figura 1. Uma partizima pode compreender
uma ou mais moléculas. As partizimas podem compreender pelo menos um
componente adicional, incluindo, porém sem limitagdes, um aptamero, aqui
referido como "apta-partizima". Uma partizima pode incluir também um subs-
trato, como pode ser obsevado, por exemplo, na Figura 25.

O termo "MNAzima", como aqui utilizado, refere-se a duas ou
mais sequénicas de oligonucleotideo (por exemplo, partizimas) que, apenas
na presenga de uma molécula facilitadora da combinagdo de MNAzima (por
exemplo, um alvo), formam uma enzima de acido nucléico ativa que é capaz
de modificar cataliticamente um substrato. Uma MNAzima exemplificativa,
que compreende a partizima A e a partizima B, esta representada na Figura
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1. Fazendo referéncia a Figura 1, as partizimas de DNA A e B se ligam a um
alvo (por exemplo, através do pareamento de bases de Watson-Crick com
um &acido nucléico-alvo). A MNAzima se forma apenas quando os bragos
sensores das partizinas A e B hibridizam proximamente uma da outra no
alvo. Os bragos de substrato da MNAzima engatam no substratorepérter,
cuja clivagem é catalisada pelo nucleo catalitico da MNAzima, formada pela
interagao dos dominios cataliticos das partizimas A e B. A MNAzima cliva o
substrato entre um par de corantes fluoréforo e quencher, gerando assim um
sinal. A clivagem de uma quimera DNA/RNA (substratorepérter) esta exem-
plificada no desenho. Os termos "enzimas de &cido nucléico multicomponen-
tes" e "MNAzima" sdo aqui utilizados de forma.intercambiavel e compreen-
dem estruturas bipartidas, constituidas de duas moléculas, ou estruturas tri-
partidas constituidas de trés moléculas de acidos nucléicos, ou outras estru-
turas multipartidas, por exemplo, aquelas formadas por quarto ou mais mo-
léculas de acidos nucléicos. Uma MNAzima pode compreender também um
oligonucleotideo estabilizador que proporciona estabilidade dé MNAzima
interagindo com um facilitador de combinag¢ao ou substrato. E evidente que a
formagdo de uma MNAzima requer a combinagdo de pelo menos os compo-
nentes partizimas com o facilitador de combinagdo, bem como a ligagao de
um substrato, para que a atividade catalitica seja detectavel, e que a ausén-
cia de qualquer um destes componentes resulte em uma falta de atividade
catalitica.

Como aqui utilizado, o termo "aptamero" pode compreender uma
estrutura que tem a capacidade de reconhecer um ou mais ligantes. Por e-
xemplo, o reconhecimento pode ter um alto grau de especificidade devido a
uma estrutura de nivel mais alto do aptamero, tal como um dominio ou bolsa
de ligagdo tridimensional. Os aptadmeros podem, portanto, se ligar a uma
proteina, polipeptideo, peptideo ou acido nucléico, glicoproteinas, lipideos,
lipoproteinas, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, antibocorpos, meta-
bélitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, organismos inteiros,
moléculas pequenas, polimeros, ions metalicos, sais metalicos, prions ou

qualquer derivado, parte ou combinagdo deles, ou qualquer outra entidade.
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Os aptameros preferidos neste caso podem compreender oligbmeros de
DNA ou RNA curtos de filamento unico, que podem ser isolados a partir de
bibliotecas complexas de acidos nucléicos sintéticos por um processo iterati-
vo de adsor¢do, recuperagao, e reampliagdo. Os aptameros podem, portan-
to, ser gerados contra qualquer alvo, desde moléculas pequenas tais como
aminoécidos, ou antibidticos até estruturas de proteinas e acidos nucléicos.

Como aqui utilizado, o termo "cascata” refere-se a sucessdo de
processos ou operagdes que ocorrem en estagios sucessivos, onde a ocor-
réncia de cada estagio é tipicamente dependente da ocorrénia de um estagio
precedente. Uma cascata pode, portanto, incluir, porém sem limitacées, uma
cascata enzimatica ou qualquer outra cascata de transdugao de sinais. Em
algumas modalidades, uma cascata pode compreender a ampliagdo de um
sinal resultante da atividade catalitica de uma MNAzima. Em modalidades
preferidas, tal cascata de ampliagdo pode envolver a ampliagédo repetida, e
portanto, ciclica, de um sinal, onde a atividade catalitica de uma primeira
MNAzima torna disponivel uma molécula requerida para a atividade cataliti-
ca de uma segunda MNAzima, a qual, por sua vez, torna disponivel uma
molécula requerida para a atividade catalitica da primeira MNAzima. Em al-
gumas modalidades, a molécula requerida pode compreender uma partizi-
ma, uma enzima, um facilitador de combinag¢ao, um substrato, um alvo, uma
parte ou fragmento deles ou uma combinagio deles. Em algumas modalida-
des, uma cascata pode, portanto, envolver a produgdo de um efeito cumula-
tivo, e assim sendo, detectar um alvo de baixa abundancia, gerando um sinal
até um nivel no qual el epode ser detectado. Em outras modalidades, mais
do que dois estagios cataliticos podem ser empregados. A cascata pode ser
linear. Em um modalidade preferida, a cascata pode ser exponencial.

Como aqui utilizados, os termos "inibidor" ou "inibidor de combi-
nag¢ao" incluem, porém sem limitagcdes, qualquer proteina, polipeptideo, pep-
tideo ou éacido nucléico, RNA, DNA, analogos de acidos nucléicos, acidos
nucléicos peptidicos, acidos nucléicos bloqueados, quimeras de peptideos-
acidos nucléicos, glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, células, virus, bacté-
riaa, Archaea, fungos, anticorpos, metabdlitos, patdgenos, toxinas, contami-
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nantes, venenos, organismos inteiros, moléculas puquenas, polimeros, ions
metdlicos, sais metalicos, prions ou qualquer derivado, parte ou combinacao
deles, ou qualquer entidade ou molécula que interage com um ou mais com-
ponentes de uma MNAzima como aqui definida, ou que interage com um
substrato ou facilitador de combinagao, de modo a impedir a combinagao de
uma MNAzima. Um "inibidor" ou "inibidor de combinag¢ao” nao precisa estar
um promidade fisica de uma MNAzima, mas, a titulo exemplicativo ndo-
limitativo, pode se ligar competitivamente a uma parte componente de uma
MNAzima, substrato ou facilitador de combinag¢ao, impedindo desta forma de
ficarem disponiveis para a combinacao da MNAzima. Tal ligagdo pode inclu-
ir, por exemplo, um acido nucléico inibitério que é complementar a um oligo-
nucleotideo que compreende uma parte componente de uma MNAzima.

As seguintes abreviaturas sdo aqui utilizadas e neste relatério
descritivo inteiro:
MNAzima: enima de acido nucléico multicomponente, ou enzima de acido
nucléico multipartida; |
DNAzima: enzima de acido desoxirribonucléico;
RNAzima: enzima de acido ribonucléico, ou ribozima;
PCR: reagédo de polimerase en cadeia;
SDA: ampliagao por de_slocamento de filamento;
LAMP:. ampliagcao isotérmica mediada por alga;
RCA: ampliagao rotagao circular,
TMA: ampliagédo mediada por transcrigéo;
3SR: replivagao de sequéncias auto-sustentada;
NASBA: ampliagao baseada em sequiéncias de acidos nucléicos;
dH>O: agua destilada desmineralizada;
LNA: locked nucleico acid;
PNA: acido nucléico peptidico;
bDNA: ensaio de DNA ramificado;
FCS: espectroscopia por correlagdo de fluorescéncia;
TSA: ampliacao poe sinal de tiramida;

An: analisado ou alvo;
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F: fluoréforo;
Q: quencher,

miR: microRNA; ,
N= A, C, T, G, ou qualquer analogo deles;
N’= qualquer nucleotideo complementar a N, ou capaz de parear bases com
N;

(N)x: qualquer numero de N;

(N’)x: qualquer numero de N’;

W-AouT,;

K: A, G, ou AA;

rN: qualquer base de ribonucleotideo;
(rN)x: qualquer namero de rN;

rR: Aou G;

rY:CouU;

M: A ou C;

H-A,C,ouT,

D:G,A ,ouT;

JOE ou 6-JOE: 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetéxi-fluoresceina;
FAM ou 6-FAM: 6-carbéxi-fluoresceina.
BHQ1: Black Hole Quencher 1

BHQ2: Black Hole Quencher 2

M-MLV RT (H-): Transcriptase Reversa do Virs da Leucemia Murina de Mo-
loney, RNase H Menos

shRNA: RNA grampo curto

siRNA: RNA interferente curto

mRNA: RNA mensageiro

tANA: RNA de transferéncia

snoRNA: RNA nucleolar pequeno

stRNA: RNA temporal pequeno

smRNA: RNA modulador pequeno
pre-microRNA: microRNA precursor
primicroRNA: microRNA primario
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DESCRICAO DETALHADA DE MODALIDADES ILUSTRATIVAS

Deve-se entender ao final que as figuras e os exemplos aqui for-
necidos sdo para exemplificar e ndo para limitar a invencao e suas varias
modalidades. ‘ ‘

De acordo com a presente invengao, as composigdoes, métodos
e kits séo fornecidos para a detecgao, identificagdo e/ou quantificacao de um
alvo. Os métodos compreendem geraimente o uso de composigdes que
compreendem enzimas de acidos nucléicos multicomponentes ou multiparti-
das que séo formadas, de preferéncia, enzimas de acidos nucléicos que séo
formadas, de preferéncia, por muiltiplos componentes acidos nucléicos que
se autocombinam para formar uma enzima de &cido nucléico ativa na pre-
sence de um facilitador de combinagao. Em modalidades preferidas, o facili-
tador de combinagéo é o alvo, e portanto, as enzimas de acidos nucléicos
multicomponentes se formam apenas na presence do alvo.
1. Composic¢des - MNAzimas

As enzimas de acidos nucléicos multicomponentes (referidas
aqui também igualmente como enzimas de acidos nucléicos multipartidas ou
"MNAzimas") sdo capazes de se autocombinar a partir de dois ou mais com-
ponentes oligonucleotideos, aqui referidos também como partizimas. Os oli-
gonucleotideos partizimas se autocombinam na presenga de um facilitador
de autocombina¢do de MNAzima para formar uma MNAzima. As MNAzimas
sao, portanto, enzimas de acidos nucléicos cataliticamente ativas. Em algu-
mas modalidades, a presenga de uma MNAzima pode ser detectada, e é
indicativa da preseg¢a de um alvo, porque a MNAzima se forma apenas na
presenc¢a do alvo, onde o alvo compreende o facilitador de combinac¢do. Va-
rios ensaios baseados nos principios basicos delineados acima séo aqui for-
necidos. As composi¢des que compreendem oligonucleotideos capazes de
formar MNAzimas, e MNAzimas com varias sequéncias sdo também aqui
fornecidas. Em algumas modalidades pelo menos um entre os componentes
oligonucleotideos, o facilitador de combinagdo ou o substrato pode inclu-
irlcompreender também um aptadmero que é capaz de se ligar a um alvo.

Em modalidades preferidas, as estruturas de MNAzimas se ba-
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seiam em uma ou mais DNAzimas e/ou ribozimas. As mais preferidas séo
aquelas estruturas de MNAzimas que se baseiam em uma estrutura de
DNAzima especifica. As estruturas preferidas atualmente se baseiam em
DNAzimas que incluem as DNAzimas 10:23 e 8:17. Em véarias modalidades,
as MNAzimas compreendem bases de ribonucleotideos e também de deso-
xirribonucleotideos. Em modalidades mais preferidas, uma estrutura de
MNAzima baseia-se, pelo menos em parte, na estrutura de uma DNAzima.
Em outras modalidades preferidas, as MNAzimas compreendem pelo menos
algumas bases de desoxirribonucleotideos ou seus analogos. Em modalida-
des mais preferidas, o nucleo catalitico de uma MNAzima compreende uma
ou mais bases de desoxirribonucleotideos ou seus analogos. Em modalida-
des ainda mais preferidas, uma ou mais bases de desoxirribonucleotideos
ou seus analogos estao envolvidos na catilise de um substrato. Em outras
modalidades, pelo menos uma base de desoxirribonucleotideo, ou seu ana-
logo, no nucleo catalitico, melhora a atividade catalitica. Em ainda outras
modalidades, hd um requisito estrito para pelo menos uma base de desoxir-
ribonucleotideo, ou seu andlogo, no nicleo catalitico da MNAzima, que a
catalise ocorra em uma taxa mensuravel, em relagdo aquela de uma MNa-
zima comparavel sem a base de desoxirribonucleotideo presente.

Como aqui estabelecido, as MNAzimas podem conter uma ou
mais substituicdes, tais como analogos, derivados, bases modificadas ou
alteradas, ribonucleotideos, alteragcdes da cadeia principal de agucares ou
fosfatos, varias delegdes, inser¢des, substituicdes ou outras modificagoes,
ou qualquer combinagéo delas, bem-conhecidas pelos versados nessas téc-
nicas. Tais modifica¢Ges, substituigdes, delegdes, insergdes, etc., podem ser
feitas nos bragos sensores e/ou do substrato e/ou nas partes do nucleo cata-
litico, como aqui demonstrado, de tal modo que a molécula retenha a ativi-
dade catalitica. As substituicbes e modificagdes nos bragos que ligam o
substrato ou o facilitador de combinagdo podem ser bem-toleradas e, de fa-
to, sao a base para permitir a individualizagdo das moléculas para diferentes
substratos/facilitadores de combinagéo. Por exemplo, uma modificagdo dos
bragos sensores permitird individualizar para diferentes facilitadores de com-
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binagao, enquanto que a modificagdo dos bragos do substrato permitird a
individualizagao para diferentes substratos.

‘ Portanto, em certas modalidades preferidas, a invengao engloba
MNAzimas com atividade catalitica, que compreendem desoxirribonucleoti-
deos, ou que sdo derivadas a partir dessas moléculas por certas modifica-
¢oes/substituicbes, etc. Como regra geral, a substituicdo da molécula inteira,
por exemplo, por ribonucleotideos, tornarda a molécula inativa porque sua
atividade depende de certos desoxirribonucleotideos fundamentais. De uma
maneira correspondente, alguns ribonucleotideos em uma ribozima podem
ser substituidos por desoxirribonucleotideos, mas a substituicdo da molécula
inteira, por exemplo, por desoxirribonucleotideos, tornara a molécula inativa.

Os versados nessas técnicas devem avaliar que as MNAzimas
compreendem desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos, ou mesmo am-
bos. Estas MNAzimas que compreendem pelo menos um, e mais preferivel-
mente, todos oligonucleotideos de componentes desoxirribonucleotideos,
s&o atualmente preferidos. S&o também preferidas as MNAzimas que com-
preendem pelo menos uma desoxirribonucleotideo, ou seu analogo, dentro
do nucleo catalitico da MNAzima. Sao ainda mais preferidas as modalidades
nas quais essa base é necessaria para a atividade catalitica.

Os versados nessas técnicas devem avaliar também que as
DNAzimas multipartidas tém vantagens sobre ribozimas multipartidas, por
exemplo, com relacéo a estabilidade e facilidade de uso. Assim sendo, as
MNAzimas multicomponentes aqui fornecidas podem proporcionar uma al-
ternativa atualmente preferida a ribozimas multicomponentes, que também
séo fornecidas de acordo com varias modalidades. Deve-se avaliar também
que, em certas modalidades, as MNAzimas oferecem vantagens sobre en-

.zimas de &cidos nucléicos monomoleculares, .por exemplo DNAzimas, que

podem reconhecer apenas um substrato, enquanto que uma unica MNAzima
pode reconhecer duas moléculas, a saber, um facilitador de combinagao (por
exemplo, um alvo) e um substrato. Por exemplo, estas propriedades de
MNAzimas as tomRNa adaptaveis, por exemplo, para a detec¢ao de alvos,

incluindo deteccgao in situ, in vivo ou in vitro.
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2. Métodos que usam MNAzimas para detectar, identifivar ou
quantificar alvos

A presente invengdo fornece varios métodos que empregam o
uso de uma ou mais MNAzimas para a detecgao, identificagdao ou quantifica-
¢do de pelo menos um alvo. Em uma modalidade, o primeiro e o segundo
componentes oligonucleotideos se autocombinam apenas quando entram
em contato com uma amostra que contém um facilitador de combinagao,
sendo que a dita autocombinagdo da MNAzima cataliticamente ativa indica
desta forma a presenga do facilitador de combinac¢ao, onde o facilitador de
combinagao é o alvo. Em outras modalidades, tais como, por exemplo, aque-
las que enolvem um aptamero, o facilitador de combina¢édo pode ndo ser o
alvo, e assim sendo pode compreender apenas um elemento necessario
para a autocombinagao da MNAzima.

Muitas das varias modalidades da invengdao podem ser mais
bem-entendidas por meio de representagdes pictériéas. Portanto, fazendo
referéncia as figuras, e de acordo com as composi¢cdoes e métodos aqui e-
nunciados, sao fornecidos geraimente metodos baseados em MNAzimas,
que permitem a detecgao de pelo menos um alvo, usando apenas enzimas
de acidos nucléicos (por exemplo, Figuras 1, 3, 4, 7 - 13, 20, 21, 24, 25)
sem a necessidade de enzimas protéiCas tais como polimerases. Embora o
uso de enzimas protéicas em conjunto com MNAzimas nao esteja aqui ex-
cluido, e em certas modalidades desta inve¢do a inclusao de enzimas pro-
téicas seja permissivel, ou mesmo preferido, as condi¢des de reagao para os
métodos que ndo requerem enzimas protéicas sdao geralmente menos restri-
tivas e mais facilmente otimizadas, por exemplo, quanto a eficiéncia da cli-
vagem da MNAzima. A falta de necessidade de enzimas protéicas dminui
também geralmente 0 custo de reagentes.

Como aqui ainda fornecidos, alguns métodos de emprego de
MNAzimas para a detecgao de alvos nao requerem termociclagem e/ou des-
naturagdo de um alvo. Os métodos isotérmicos sdo mais flexiveis do que os
métodos que requirem termociclagem e permitem também a diferenciagao
entre alvos que compreendem é&cido nucléico de filamento unico e filamento
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duplo. Além disso, a falta de necessidade de termociclagem pode tornar es-
ses métodos mais faceis e menos onerosos. Os métodos fornecidos de a-
cordo com esta invengao sdao métodos simples, rapidos, produtivos, isotér-
micos, e flexiveis em termos procedimentais para detectar alvos de interesse
em uma amostra, que pode ser sintética ou natural.

Certos exemplos aqui fornecidos demonstram a detec¢do de um
acido nucléico alvo pela combinagao especifica de alvo de uma MNAzima,
levando a clivagem, mediada pela MNAzima, de, por exemplo, um substrato-
reporter fluorescente. Além disso, devido a natureza da molécula da MNA-
zima, as reagOes podem ser realizadas em uma ampla faixa de temperatu- -
ras, sujeitas apenas aos requisitos para a combinagcao da MNAzima e da
modificagdo catalitica (por exemplo, clivagem) do substrato utilizado.

Um exemplo basico da estrutura de uma MNAzima esta repre-
sentado na Figura 1. A estrutura ilustrada compreende a partizima A e a par-
tizima B que tém pareamento de bases com um molécula de facilitador de
combinagdo de MNAzima, aqui ilustrada simplesmente como "ALVO". As
partizimas A e B, ao interagirem com o ‘ALVO", permitiram gue o nucleo ca-
talitico ficasse em estreita proximidade e desta forma se formasse. Os bra-
¢os de substrato da MNAzima interagiram e parearam bases com um subs-
trato, neste caso subétratorepérter. Assim sendo, a MNAzima se autocombi-
nou e este processo é facilitado através da presenga da molécula do facilita-
dor de combinagao, o "ALVO". Na auséncia do "ALVO", nenhuma MNAzima
se formara. A modificagdo (neste caso, a clivagem) do substrato é catalisada
pelo nucleo catalitico da MNAzima no Sitio de Clivagem de MNAzima dentro
do substrato, denotado pela seta vertical. O substrato nesta modalidade es-
pecifica da inven¢gao compreende uma parte detectavel que tem um sinal
detectavel, por exemplo, o fluoréforo F, e uma parte quencher que tem um
efeito ocultador sobre o sinal detectavel F através da agao do quencher Q.
Depois da clivagem no Sitio de Clivagem da MNAzima, ha um aumento
substancial no sinal detectavel, neste caso a fluorescéncia, que é facilmente
detectavel ou quantificado.

A Figura 1 pode ser entendida ainda como representando um



10

15

20

25

30

- 62

exemplo de um método basico que usa MNAzimas para detectar um alvo, o
qual, em algumas modalidades, compreende um facilitador de combinagéo.
A Estratégia 1 (vide Figura 2) usa MNAzimas adaptadas para a deteccdo
dos alvos que incluem DNA, RNA e proteinas. O substratorepérter pode es-
tar livre em solugao (Figura 1) ou ligado a um suporte (Figura 3). O sinal po-
de ser gerado por varios meios, tais como separa¢ao dos pares de corantes,
fluoréforo F e quencher Q (Figuras 1 e 3).

Mais especificamente, a partizima A e a partizima B estao ilus-
tradas na Figura 1, cada uma compreendendo uma parte ramificada de
substrato, uma parte de nucleo catalitico, e uma parte ramificada de sensor.
Na presenca de um alvo, as partes de bragos sensores da partizima A e da
partizima B podem comegar a hibridizar e parear bases com partes comple-
mentares do alvo, por exemplo, uma sequéncia de DNA ou RNA. Depois de
entrar em contato com o alvo desta maneira, a MNAzima se autocombina,
formando um nucleo catalitico que pode modificar um substrato que esta
ligado pelos bragos de substrato. De preferéncia, a presenga da MNAzima é
detectada através da detec¢do ou medicao da sua atividade catalitica. Os
bragos de substrato da MNAzima assim combinada podem engatar um subs-
trato, por exvemplo, o substratorepérter ilustrado na Figura 1, através da inte-
racao das seqiiéncias complementares nos bragos de substrato e no subs-
trato. Depois que o substrato esta assim engatado nos bragos de substrato,
o0 nucleo catalitico pode promover a modificagdo (por exemplo, a clivagem)
do substrato, a qual, por sua vez, pode ser medida ou detectada, direta ou
indiretamente. ’

Fazendo referéncia adicional as figuras, a Figura 2 fornece uma
visdo geral estilizada de varias aplicagdes exemplificativas de um ensaio de
MNAzima. A Estratégia 1 exemplifica uma aplica¢cao basica do ensaio de
MNAzima, como descrito acima. Uma MNAzima constituida de dois oligonu-
cleotideos separados com sequéncias de reconhecimento para um aivo e
também um substrato se forma quando os oligonucleotideos reconhecem e
se ligam a um alvo. O substrato, por exemplo, substratorepérter, é modifica-
do pela acao catalitica da MNAzyma e causa a geracado de um sinal detecta-
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vel, seja diretamente (Estratégia 1), durante ou ap6s a ampliagéo do alvo
(Estratégia 2) ou por uma cascata de sinais (Estratégia 3). Em algumas mo-

. dalidades, a ampliagao do alvo e do sinal ocorrem simultaneamente.

Os versados nessas técnicas devem reconhecer que as MNAzi-
mas podem ser usadas em estratégias para a detecgdo, identificacdo ou
quantificacdo de facilitadores de combinagdo que cobrem uma ampla faixa
de areas de aplicacdo. Estas areas incluem, porém sem limitagdes, aplica-
¢Oes médicas, veterindrias, agricolas, de tecnologia de alimentos, de repro-
ducao de imagens e bioterrorismo.

Deve ficar faciimente evidente para os versados nessas técnicas
que as MNAzimas podem ser usadas para detectar, identificar e/ou quantifi-
car alvos em solugdo. Por exemplo, estratégias que envolvem a detecgéao,
identificagdo e/ou quantificagdo de alvos individuais, usando um tnico subs-
trato, sdo aplicaveis para tal detecgdo. Em algumas modalidades, isto pode
envolver o uso de um substrato genérico. Multiplos alvos também podem ser
detectados em solugdo, usando multiplas MNAzimas que modificam uma
série de substratos genéricos, sendo que a modificagédo de cada substrato
resulta em um sinal detectavel distintamente, por exemplo, fluorescéncias
diferentes. |
3. Métodos que Usam Multiplas MNAzimas

Os versados nessas técnicas devem reconhecer que 0s varios
ensaios aqui fornecidos podem ser usados geraimente para detectar um uni-
co alvo por reagdo ou ensaio, ou para detectar multiplos alvos em uma unica
reacdo ou ensaio. Quando multiplos alvos v&o ser detectados, uma ou mais
MNAzimas podem ser usadas, dependendo do ensaio e do que vai ser de-
tectado. Por exemplo, uma unica MNAzima pode ser suficiente quando vao
ser detectadas multiplas esruturas relacionadas, por exemplo, um grupo de
sequéncias que compartilham uma sequéncia critica (reconhecida pela
MNAzima) e que variam apenas, por exemplo, no comprimento ou em se-
quéncia fora da sequéncia critica. Qualquer sequéncia com a seqiéncia cri-
tica poderia ser detectada. Mdltiplas MNAzimas seriam uteis quando vao ser

detectadas seqliéncias relacionadas que diferem minimamente, tal como em
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apenas um unico nucleotideo ou mesmo quando alvos vastamente diferen-
tes estdo sendo detectados, e é desejavel conhecer a presenga ou auséncia
de cada um. Similarmente, em algumas modalidades, um unico substrato
sera suficiente, enquanto que em outras, um substrato singular é necessario
para detectar cada um entre varios alvos. Em alguns casos, para multiplex, o
método requer o uso de um sinal detectavel distinto ou singular para cada
substrato, a fim de facilitar o desenho do método. Um sinal detectavel distin-
to ou singular para cada substrato pode nao ser necessario quando os subs-
tratos sao afixados a um suporte ou suporte e pode ser distinguido em virtu-
de da sua localizagdo sobre o suporte ou suportes. Estas caracteristicas do
desenho devem ser facilmente entendidas pelos versados nessas técnicas.
Em algumas modalidades, os métodos permitem a detec¢do de uma série
de tipos diferentes de alvo em uma reagao, por exemplo, um alvo &cido nu-
cléico e uma proteina.
4. Métodos que Usam Ampliacédo de Alvos

Os versados nessas técnicas devem avaliar facilmente que os
métodos aqui descritos podem envolver a ampliacao de um alvo antes, du-
rante ou depois da atividade catalitica da MNAzima. Tal ampliagédo de alvo
encontra aplicagéo especifica em modalidades da presente invengao nas
quais a quantidade do alvo que se busca ser detectado, identificado ou
quantificado é de um valor tat de modo a proporcionar um sinal que de outra
forma nao seria detectavel. Tal ampliagcdo pode compreender uma ou mais
entre; reagdo de polimerase em cadeia (PCR), ampliagéo por deslocamento
de filamento ("SDA"), ampliagao isotérmica mediada por alga (LAMP), ampli-
acao rotagdo circular ("RCA"), ampliagdo mediada por transcricéo (TMA),
replicagdo de sequéncias auto-sustentada (“3SR"), ou ampliagédo baseada
em sequéncias de acidos nucléicos (NASBA), ou reagdo de polimerase em
cadeia com transcricdo reversa (RT-PCR).

A Estratégia 2 (Figura 2) exemplifica 0 uso de uma MNAzima
adaptada para monitorar a acumulagdo de amplicons durante, ou apds a
ampliagcdo in vitro de alvos acidos nucléicos. As técnicas para ampliagao in
vitro de sequiéncias de acidos nucléicos sdo bem-conhecidas nesse campo.
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Elas incluem técnicas mediadas por uma DNA polimerase, tal como a reagao
de polimerase em cadeia ("PCR") (vide, por exemplo, patente n® US
4.683.202; patente n2 US 4.683.195; patente n2 US 4.000.159; patente n® US
4.965.188; patente n® US 5.176.995) (Saiki et al., 1985; Chehab et al., 1987),
ampliagdo por deslocamento de filamento ("SDA") (Walker et al., 1992), am-
pliacdo rotagdo circular ("RCA") (Lizardi et al., 1998), reagao de polimerase
em cadeia com transcrgdo reversa (RT-PCR) e ampliagdo isotérmica media-
da com aiga ("LAMP") (Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002). Outras
técnicas de ampliacdao de alvos sdo mediadas por uma RNA polimerase, por
exemplo, ampliagdo mediada por transcricdo ("TMA") (Jonas et al., 1993),
replicagdo de sequéncias auto-sustentada ("3SR") (Fahy et al., 1991) e am-
pliagdo baseada em replicagdo de seqiéncias de acidos nucléicos ("NAS-
BA") (Compton, 1991).

Os produtos da ampliagdo ("amplicons") produzidos por PCR,
RT-PCR, SDA, RCA e LAMP sédo constituidos de DNA, enquanto que os
amplicons de RNA sao produzidos por TMA, 3SR e NASBA.

Fazendo referéncia adicional a Estratégia 2, como exemplificado

- na Figura 2, em um dos seus varios aspectos, a invencgao fornece métodos

para usar MNAzimas em conjunto com métodos de ampliacéo de alvos, que
incluem, por exemplo, as PCR, RT-PCR, SDA, RCA, LAMP, TMA, 3SR and
NASBA supramencionadas. Os Exemplos 4, 5, 6, e 9 demonstram a detec-
¢édo de amplicons de PCR. Nos Exemplos 4, 5, 6, e 9, o ponto final da anali-
se apos a PCR facilitou a rapida determinagao da presenga ou auséncia dos
acidos nucléicos-alvos. Os Exemplos 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 19, e 20 e-
xemplificam o monitoramento em tempo real da ampliagdo por PCR, permi-
tindo assim a quantificacdo do acido-nucléico-alvo. A acumulagéao de ampli-
cons produzidos por PCR, usando raz6es assimétricas ou simétricas de ini-
ciadores, pode ser monitorada usando MNAzimas.

Como pode ser observado na Figura 2 (Estratégia 2), um acido
nucléico-alvo é ampliado de acordo com um procedimento para ampliar este
acido nucléico (isto €, DNA ou RNA). De preferéncia, sao usados métodos
padronizados para ampliagdo in vitro. Os amplicons gerados durante a am-
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pliagao servem como alvos para uma MNAzima, e assim sendo, a atividade
da MNAzima é indicativa da presenca do alvo. Os versados nessas técnicas
devem avaliar que essa monitoracao pode ser conduzida em um Unico vaso
sob condi¢Oes que permitem a ampliagdo e a combinacgao e atividade catali-
tica da MNAzima, ou o ensaio de MNAzima pode ser conduzido subseqtien-
temente ou pontualmente no tempo durante a ampiagao inteira, removendo
amostras no final ou durante o cursb das reagbes de ampliagao.

Deve-se avaliar também que os métodos ou protocolos, que
combinam ampliagcdo de alvos com atividade catalitica de acidos nucléicos,
podem requerer condigbes especificas da reagao. De preferéncia, as condi-
¢cOes da reagao sdo compativeis com a atividade de polimerase (para ampli-
acao), e com a modificagéo catalitica de acidos nucléicos de um substrato
(para detecgao). Os protocolos para determinar as condi¢cdes para a ativida-
de catalitica e atividade de polimerase concomitantes em alta temperatura,
tais como durante a PCR, foram descritas para DNAzimas (Impey et al.,
2000). A influéncia de fatores que incluem comprimento dos bragos de DNA-
zimas, tampao, temperatura, concentragao de ions bivalentes, e os efeitos
de aditivos, foram demonstrados neste trabalho. As enzimas de DNA sao
apropri_adas'para uso em combinagcdo com estratégias de ampliagao in vitro.
Por exemplo, elas ndo sdo desnaturadas irreversivelmente por exposigao a
altas temperaturas durante a ampliagao.

5. Métodos que Usam Suportes Insoltveis e Sélidos

Deve-se entender também que geralmente os métodos, sejam
eles multiplexados ou nao, sao aplicaveis em solugdo, ou combinados com
um suporte insoluvel ou um suporte sélido, sobre o qual um ou mais entre o
substrato, a enzima ou parte deles, o facilitador de combinagcédo de MNAzima
e/ou o alvo estdo ligados, afixados ou amarrados. Novamente, as caracteris-
ticas desses sistemas de ensaios serdao entendidas geralmente pelos versa-
dos nessas técnicas munidos dos métodos e variagbes aqui exemplificadas
e nos exemplos experimentais. Assim sendo, a invengao nao deve ser con-
siderada como estando limitada aos ensinamentos literais aqui fornecidos,
mas é capaz de ser modificada e variada consistentemente com 0s princi-
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pios € com 0 ambito dos ensinamentos aqui fornecidos e com os conheci-
mentos nessas técnicas.

Fazendo referéncia a Figura 3, no Quadro (i) esta representado
um método exemplificativo para detectar alvos usando uma MNAzima e um
substrato amarrado a um suporte. Nesta modalidade, o substrato é, de pre-
feréncia, um substrato como ilustrado com uma parte detectavel que com-
preende um sinal detectavel, por exemplo, um fluoréforo, e uma parte quen-
cher que di‘minui ou elimina o sinal detectavel enquanto a parte detectavel e
a parte quencher do substrato permanecem em estreita proximidade, por
exemplo, até que o substrato seja modificado, por exemplo, por clivagem. O
substrato é afixado a um suporte. De preferéncia, o suporte é um material
insoldvel, ou uma matriz que retém o substrato e o impede de se mover li-
vremente no volume da mistura reativa. Tais suportes sdo bem-conhecidos
nessas técnicas para imobilizar ou localizar substratos, incluindo acidos nu-
cléicos-alvo. Os versados nessas técnicas devem avaliar que o suporte pode
ser selecionado entre uma ampla série de matrizes, polimeros, e similares,
em uma série de formas, incluindo pérolas convenientes para uso em micro-
ensaios, bem como outros materiais compativeis com as condi¢coes da rea-
¢ao. Em certas modalidades preferidas, o suporte pode ser um material plas-
tico, tais como pérolas ou bolachas de plastico, ou aquele da cavidade ou
tubo no qual um ensaio especifico é conduzido. '

A afixagdo do substrato ao suporte € desenhada de tal modo
que, depois da modificagao, por exemplo, por clivagem, do substrato pela
MNAzima, a parte detectavel ou a parte quencher, porém ndao ambas, per-
manega afixada ao suporte, enquanto que a outra é liberada para se mover
dentro do volume da mistura reativa, longe da parte remanescente afixada.
Assim sendo, em um exemplo de clivagem, o sinal detectavel aumenta e-
normemente & medida que a parte quencher e a parte detectavel sdo sepa-
radas depois da clivagem. Na modalidade ilustrada na Figura 3, no Quadro
(i), a parte detectavel que contém fluoréforo permanece afixada depois da
clivagem. Isto tem o beneficio de permitir a localiza¢ao do sinal sobre o su-
porte, mas em certos casos, o(s) fluoréforo(s) pode(m) ser liberado(s) para
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dentro da solugdo. Em outra modalidade na qual, por exemplo, a ligagao o-
corre, o quencher pode ser ligado a um fluoréforo, diminuindo desta forma o
sinal detectavel.

Fazendo referéncia a Figura 3, no Quadro (i), esta ilustrado um
método multiplexado que compreende multiplos componentes de MNAzimas
para produzir multiplas MNAzimas (duas ilustradas) espe4cificas para alvos
diferentes. Esta modalidade englbba uma estrutura que compreende um
substrato em uma posicao especifica conhecida, por exemplo, um "“chip",
onde multiplas posi¢cdes estdo disponiveis para ligar inUmeros substratos,
por exemplo, Substrato 1, Substrato 2. A parte detectavel de cada substrato
pode ser rastreada até sua posicédo e estd amarrada nesse local. Para cada
MNAzima, por exemplo, MNAzima 1, MNAzima 2, caso o alvo, por exemplo,
Alvo 1, Alvo 2, esteja presente, por exemplo, em uma solugdo de teste, a
MNAzima correspondente e especifica para esse alvo se autocombinara e
sera capaz de catalisar a clivagem do seu substrato correspondente, resul-
tando na produgéo de um sinal nesse local. A posi¢cao do sinal detectavel
identificara, assim, qual MNAzima clivou seu substrato, e assim sendo, qual
ou quais alvos estdo presentes na solugao do teste. Nesta modalidade, a
modificagéo' do substrato resulta em um sinal identificavel em virtude da sua
locaizagdo. O substrato ndo precisa de um mecanismo de detecg¢ao inde-
pendentemente identificavel, por exemplo, um fluoréforo diferente, embora
os versados nas técnicas os versados nessas técnicas devam reconhecer
que tal consideragéo esta dentro do &mbito da presente invengao.

As modalidades da presente invengdo que englobam um suporte
insoluvel na forma de um “chip", conhecida de outra forma como um arranjo
ou microarranjo compreendem tipicamente uma pluralidade de substratos
acoplados, amarrados ou afixados de outra forma ao chip. Em modalidades
especificas, os substratos compreendem um &acido nucléico. Uma pluralida-
de de &cidos nucléicos pode ser posicionada em cima do chip por qualquer
método apropriado nessas técnicas, por exemplo, por pipeta, impressido com
jato de tinta, impressao por contato ou fotolitografia. O chip pode compreen-

der pelo menos um elemento, sendo que cada elemento compreende pelo
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menos um acido nucléico. Pelo menos um elemento pode compreender uma
pluralidade de acidos nucléicos com a mesma seqliéncia. O nimero de ele-
mentos que comprendem um chip pode ser qualquer numero, e quando uma
pluralidade de elementos esta posicionada sobre um chip, os elementos po-
dem ficar espagados entre si em uma distancia uniforme ou variavel, ou uma
combinacao delas. Em algumas modalidades, os elementos podem ficar po-
sicionados aleatoriamente, e a localizagdo de cada elemento é entdo deter-
minada. O tamanho e o formato dos elementos dependerdo da aplicagao
especifica da presente invengao, e elementos com tamanhos e formatos di-
ferentes podem ser combinados em um unico chip. A superficie do chip pode
ser substancialmente plana ou pode ter caracteristicas tais como depressoes
ou protuberancias, e os elementos podem ficar posicionados dentro das de-
pressdes ou em cima das protuberancias. Tais depressdes podem propor-
cionar um reservatério para solucbes dentro das quais os elementos séo
imergidos, ou tais protuberancias podem facilitar a secagem dos elementos.
Por exemplo, os elementos podem ser colocados dentro de cada cavidade
de uma placa de 96 cavidades. Em algumas modalidades, o chip pode incluir
identificadores singulares tais como inscrigoes, rotuladores de radiofreqiién-
cia, dispositivos integrados tais como microprocessadores, cédigos de barra
ou outras marcagbes para identificar cada um dos elementos. Os identifica-
dores singulares podem compreender adicionalmente ou alternativamente as
depressdes ou protuberancias sobre a superficie do array. Além disso, os
identificadores singulares podem proporcionar a orientagao ou identificagcéo
correta do chip. Os identificadores singulares podem ser lidos diretamente
por um dispositivo de captura de dados ou por um escaneador ou detectar

Optico.

6. Sistemas de Substratos-reporteres Usados nos Métodos

Sio fornecidos também de acordo com a presente invengao sis-
temas de substratos repdrteres genéricos, que permitem o desenvolvimento
rapido de ensaios, permitindo que mudancas faceis de desenho criem novas
MNAzimas que reconhecem diferentes alvos. Como aqui discutido, a parte
dos bragos de substrato e a parte do nucleo catalitico das partizimas podem



10

15

20

25

30

70

permanecer inalteradas, com mudan¢as apenas na parte dos bragos senso-
res de uma ou mais partizimas necessarias para novos alvos. As sequéncias
de substratos genéricos sao fornecidas e o0 mesmo substrato pode, portanto,
ser incorporado em ensaios para muitos alvos diferentes. Além disso, o
mesmo substrato pode ser incorporado nos métodos em varias modalidades:
desta invencgao, incluindo ensaios nos quais o0 substrato esta livre em solu-
¢ao ou estda amarrado ou afixado a um suporte. Vérios substratos genéricos
podem ser usados um uma reagao multiplex, permitindo a detecgdo simulta- -

nea de multiplos alvos.
As estratégias com MNAzimas, usando substratos genéricos,

oferecem uma vantagem importante sobre tecnologias tais como TagMan®

ou Beacons que requerem -0 desenho e o uso de sondas especificas para
cada novo alvo.
7. Substratos Usados nos Métodos

Como descrito mais detalhadamente abaixo, as MNAzimas tém
uma propriedade vantajosa em certas modalidades de serem capazes de
utilizar um substrato universal ou genérico. Tal substrato esta ilustrado na
Figura 1 em uma configuragdo atualmente preferida, onde o substrato com-
preende uma parte detectavel Ae uma parte quencher. A parte quencher é
adaptada para diminuir ou eliminar um sinal detectavel a partir da parte de-
tectavel do substrato até que o substrato seja clivado pela MNAzima. Por
exémplo, a parte quencher pode compreender "Black Hole Quencher 1*
(BHQ1) ou "Black Hole Quencher 2" (BHQ2).

Assim sendo, a MNAzima cliva o substrato entre a parte detec-
tavel e a parte quencher, permitindo que as duas partes se separem em so-
lugdo, permitindo desta forma que o sinal detectavel aparega ou aumernite a
medida que a parte quencher é distanciada ou efetivamente removida do
ambiente local da parte detctavel.

O uso do substrato genérico ou universal é habilitado através do
desenho das partizimas componentes da MNAzima. Alterando apenas os
bragos sensores das partizimas, mas deixando os bragos do substrato inalte-
rados, uma grande variedade de MNAzimas especificas para cada um entre
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uma pluralidade de alvos pode ser desenhada, todas utilizando um substrato
universal para a detec¢ao. Os versados nessas técnicas devem avaliar as
vantagens que isto oferece em termos de eliminar a necessidade de substra-
tos individualizados ou singulares para cada alvo. Cada novo alvo requer
apenas uma ou mais mudangas em uma ou mais das partes de bragos sen-
sores; a parte ramificada de sensor e a parte do nucleo catalitico podem
permanecer constantes. Assim sendo, um unico substratorep6rter pode ser
usado para um unico alvo, usando uma MNAzima, e multiplos alvos em uma
série de ensaios, usando MNAzimas alteradas. Uma pluralidade de substra-
tos-reporteres permite multiplexar para detectar multiplos alvos em um unico
ensaio, usando multiplas MNAzimas, uma para cada alvo. Tais métodos mul-
tiplexados de usar MNAzimas sao realizados facilmente em solugao (Figura
18) ou com afixagdo a um sistema de suporte (Figura 3). Contempla-se aqui
que os ensaios multiplexados podem ser, assim, realizados em sistemas que
envolvem afixar um ou mais entre o substrato, ou as partizimas da MNazima
ou o facilitador de combinacao, ou atividades enzimaticas adicionais, a um
suporte como aqui descrito.

Além disso, os subStratos.podem incorporar entidades adicio-
nais, tais como acidos nucléicos rotulados, nanoparticulas, microparticulas,
proteinas, anticorpoé, RNA, DNA, analogos de acidos nucléicos, proteinas,
glicoproteinas, lipoproteinas, acidos nucléicos peptidicos, acidos nucléicos
bloqueados, gimeras de peptideos-acidos nucléicos, ou qualquer combina-
¢ao deles. Por exemplo, as nanoparticulas podem ser naoparticulas de ouro,
onde estas nanoparticulas de ouro estao associadas com um pluralidade de
alvos, tais como &cidos nucléicos.

Os substratos podem ser modificados por uma MNAzima, pro-
duzindo desta forma um efeito detectavel. No processo de detecg¢ao, a modi-
ficagcao do substrato por uma MNAzima pode envolver, por exemplo, cliva-
gem, ligacao, metalagdo da porfirina, formacao de ligagdes carbono-
carbono, ligacdes éster ou ligagdes amida. Como uma conseqtiéncia da mo-
dificacdo do substrato por uma MNAzima, um efeito detectavel é gerado e a
magnitude do efeito pode ser, portanto, indicativa da quantidadedo alvo que
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se busca medir. O efeito detectavel pode ser detectado por uma série de
métodos, incluindo espectroscopia de fluorescéncia, ressonancia de plas-
monios superficiais, espectroscopia de massas, RMN, ressonancia spin de
elétrons, espectroscopia de polarizagdo da fluorescéncia, dicroismo circular,
imunoensaio, cromatografia, radiometria, fotometria, cintilografia, métodos
eletronicos, UV, espectroscopia em luz visivel ou no infravermelho, métodos
enzimaticos, ou qualquer combinacao deles.

Varios grupos relataram a detecgéo de acidos nucléicos-alvo, e outros anali-
sados com leituras colorimétricas (Elghanian et al., 1997, Mirkin et al, 1996,
e Liu e Lu, 2004). A estratégia envolve a preparagao de bateladas de nano-
particulas de ouro, cada uma das quais tendo uma sequéncia de oligonucle-
otideos de DNA distinta afixada a sua superficie. As particulas de ouro po-
dem ser entdao agregadas pela adicao de um "oligonucleotideo-ponte”, que
tem complementaridade com as sequéncias que estao afixadas as particulas
de ouro. A agregacao das particulas resulta em uma mudanga concomitante
da cor de vermeiho para azul (Mirkin et al, 1996). Um trabalho mais recente
demonstrou que a inclusdo de uma sequéncia de DNAzima do substrato
dentro do oligonucleotideo-ponte pode proporcionar um mecanismo para
reverter a agregagéo das particulas de ouro (Liu e Lu, 2004). A ativagdo das
DNAzimas, e a subsequente clivagem do substrato/oligonucleotideo-ponte,
resultou na dissociacdo das particulas de ouro e uma mudanga de cor de
azul para vermelho.

Foi desenvolvido um detector simples de condugao, baseado no
conceito acima, que funcionava explorando a dependéncia de uma DNAzima
sobre a condugao para sua atividade catalitica. A DNAzima foi desenhada
para clivar um oligonucleotideo-ponte usado para agregar particulas de ouro
(Liu e Lu, 2004). Similarmente, uma aptazima que contém um aptamero es-
pecifico para adenosina, e uma DNAzima capaz de clivar um oligonucleoti-
deo-ponte apenas na presenga de adenosina, permitiu a detecgdo de ade-
nosina em um formato colorimétrico.

8. Otimizacao dos Métodos
Os versados nessas técnicas devem entender facilmente que os
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métodos aqui descritos podem ser otimizados usando uma série de parame-
tros experiementais, para otimizar a detecgao, identificacédo e/ou quantifica-
¢do de um alvo. Os parametros experimentais especificos que sdo otimiza-
dos, e o nivel de tal otimizagdo, dependerao do método especifico que esta
sendo empregado e do alvo especifico que se busca detectar, identificar
e/ou quantificar. Tais parametros incluem, porém sem limitagdes, o tempo,
temperatura, concentragdo de sais, detergentes, cations e. outros reagentes
que incluem, porém sem limitagdes, sulféxido de dimetila (DMSO), e com-
primento, complementaridade, teor de GC e ponto de fusdo (Tm) de acidos
nucléicos.

Em algumas modalidades, por exemplo, os métodos que envol-
vem a detec¢ao de variagao de sequiéncias e/ou a detecgao de DNA metila-
do, os parametros experimentais, e de preferéncia, incluindo a temperatura
na qual 0 método € realizado, podem ser otimizados de modo a discriminar
entre a ligagdo de um componente acido nucléico da MNAzima para um &ci-
do nucléico-alvo, que compreende ou nao uma variagao de sequéncia ou um
nucleotideo metilado, respectivamente. A temperatura na qual esses méto-
dos podem ser realizados pode ficar na faixa entre cerca de 20 °C e cerca
de 96 °C, cerca de 20 °C a cerca de 75 °C, 20 °C a cerca de 60 °C ou cerca
de 20 a cerca de 55 °C. '

Em uma modalidade preferida, sao aqui fornecidas as reagdes
otimizadas para praticar os métodos para usar MNAzimas. Nessas reagoes
otimizadas, a atividade catalitica € aumentada em até cerca de 10, 20, ou
30% acima das reagbes nado-otimizadas. As condicbes mais preferidas da
reagao melhoram a atividade catalitica em pelo menos 35% ou 40%, e mais
preferivelmente, em até 50% ou mais. Em modalidades ainda mais preferi-
das, as reagdes otimizadas tém um aumento da atividade catalitica de mais
do que 50%, e até 66%, 75% ou mesmo 100%. Em modalidades ainda mais
preferidas, um método de reagao corhpletamente otimizado deve proporcio-
nar um aumento de 100, 200 ou mesmo 300% ou mais na atividade cataliti-
ca. Outras condi¢oes preferidas da rea¢ao podem melhorar a atvidade cata-
litica em até 1.000% ou mais em comparagao com os métodos praticados
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com condi¢gées da reagdo nao-otimizadas. Uma condigao de reagao alta-
mente preferida para otimizar os métodos aqui fornecidos € a inclusdo de
certos cations bivalentes. A atividade catalitica da maioria das enzimas de
acidos nucléicos pode ser influenciada de uma maneira dependente da con-
centragdo pela concentragdo de cations bivalentes. As reagdes otimizadas
preferidas sdo otimizadas para um ou mais entre Ba**, Sr**, Mg?*, Ca®*, Ni#*,
Co?*, Mn?*, Zn?*, e Pb®*. |

9. Métodos que Usam Aptameros

Os versados nessas técnicas devem avaliar facilmente que os
métodos aqui descritos podem ser realizados com aptameros, onde os ditos
aptameros podem facilitar a detecgdo, identificagdo e/ou quantificagdo de
alvos, incluindo alvos diferentes de acidos nucéicos.

Fazendo referéncia as Figuras 4 e 20, la esta exemplificado um
método para usar MNAzimas para detectar alvos, incluindo entidades dife-
rentes de acidos nucléicos. Este método usa aptdmeros que podem com-
preender um &cido nucléico ou proteina, polipeptideo, ou peptideo ou com-
binag&o deles, que tem a capacidade de reconhecer um ou mais ligantes. Os
aptédmeros podem ligar, por exemplo, proteinas, polipeptideos, peptideos ou
acidos nucléicos, glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, células, virus, bacté-
ria, Archaea, fungos, anticorpos, metabdlitos, patdégenos, toxinas, contami-
nantes, venenos, organismbs inteiros, moléculas pequenas, polimeros, ions
metalicos, sais metalicos, prions ou quaisquer derivados, partes ou combi-
nagoes deles, ou qualquer outra entidade (Lee et al., 2004).

Os aptameros preferidos em questdo podem compreender DNA
curto de filamento Unico ou oligbmeros de RNA ou peptideos que podem ser
isolados a partir de bibliotecas complexas de acidos nucléicos ou peptideos

-sintéticos por processo interativo de adsorgao, recuperagao, e reampliagao.

Os aptameros podem ser, portanto, gerados contra quase qualquer alvo,
desde moléculas pequenas, tais como aminoacidos ou antibidticos, até es-
truturas de proteinas e acidos nucléicos. Em modalidades preferidas, os ap-
tameros incluem, por exemplo, moléculas ligantes de acidos nucléicos, que

sdo geradas, de preferéncia, por técnicas de evolugao e sele¢do. De prefe-
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réncia, os aptameros podem compreender moléculas de DNA ou RNA, ou
uma combinagcdo de ambas, incluindo, porém sem limitagGes, analogos de
nucleotideos, como por exemplo, indicado na Tabela 2 acima.

_ As estratégias para combinar o uso de aptameros com MNAzi-
mas estao ilustradas nas Figuras 4 e 20. Fazendo referéncia a Figura 4,
Quadro (i), os oligonucleotideos de acidos nucléicos necessarios para esta
estratégia de deteccdo de MNAzimas podem incluir: (a) uma partizima-
padrdo; (b) uma apta-partizima que é uma partizima que incorpora um apta-
mero (segliéncia em negrito), bem como uma sequiéncia complementar ca-
paz de formar um grampo e, portanto, inibir a combinagao da MNAzima; (c)
um facilitador de combinag¢do que pode se ligar a apta-partizima e a partizi-
ma, permitindo assim a combinagdo de uma MNAzima ativa; e (d) um subs-
trato. Na auséncia de um analito-alvo (An), a apta-partizima adoté uma es-
trutura de grampo que inibe a combinacao de uma MNAzima ativa. Na pre-
senga do analisado-alvo, o analisado-alvo se liga a0 dominio do aptadmero
da apta-partizima, rompendo assim a estrutura de grampo e permitindo que
a apta-partizima participe na combinagdo de uma MNAzima ativa. A MNAzi-
ma ativa pode entdao modificar um substrato, causando, por exemplo, a ge-
ragao do sinal fluorescente.

Fazendo referéncia a Figura 4, Quadro (ii), os oligonucleotideos
de acidos nucléicos para esta estratégia de deteccao de MNAzima podem
incluir; (a) duas partizimas-padrao; (b) um facilitador de combinag¢do que in-
coorpora um aptamero (sequéncia em negrito), bem como uma sequéncia
inibidora complementar capaz de formar uma estrutura de grampo; e (¢c) um
substrato. Na auséncia de um analisado-alvo, o facilitador de combinagéao
adota uma estrutura de grampo que inibe a capacidade deste componente
de direcionar a combina¢do de MNAzimas ativas. Na presencga do analisado-
alvo, o analisado-alvo se liga ao dominio do aptdmero do facilitador de com-

" binagdo, rompendo assim a estrutura de grampo e permitindo que o compio-

nente direcione a combinagcédo de uma MNAzima ativa. A MNAzima ativa po-
de entao modificar um substrato, causando, por exemplo, a gerag¢ao do sinal

fluorescente.
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Os versados nessas técnicas devem avaliar que o aptamero po-
de ser incorporado em qualquer uma das duas extremidades da molécula ou
moléculas do facilitador de combinagdo. Além disso, deve-se avaliar que
multiplos aptameros poderiam ser incorporados em um ou mais dos compo-
nentes oligonucleotideos de partizimas. O facilitador de combinag¢do nas es-
tratégias ilustradas na Figura 4, Quadros (i) e (ii) pode compreender DNA,
RNA, LNA, PNA ou uma seqléncia que contém um ou mais analogos de
bases de nucleotideos. Em outras modalidades, o alvo An é um &acido nu-
cléico. Nessas modalidades, uma sequéncia complementar ao acido nucléi-
co-alvo e substitui a sequéncia de aptdmero em negrito na Figura 4.

Fazendo referéncia a Figura 4, Quadro (iii), os oligonucleotideos
de acidos nucléicos necessarios para esta estratégia de detecgcdo de MNA-
zimas podem incluir duas apta-partizimas, cada uma das quais contendo
uma parte de um aptdmero. Na auséncia de um analisado-alvo, as MNAzi-
mas ativas ndao podem se combinar. Na preseng¢a do analisado-alvo, o anali-
sado-alvo serve como facilitador de combinagao, juntando os componentes
oligonucleotideos, direcionando assim a combinagédo de uma MNAzima ati-
va. A MNAzima ativa pode entao modificar um substrato, causando, por e-
xemplo, a géragéo do sinal fluorescente.

Uma estratégia afim, que combina ligagao de aptamero e combi-
nacdo de MNAzima, esta ilustrada na Figura 20. Nesta estratégia, uma se-
qiéncia de aptamero é incorporada na extremidade de uma partizima (apta-
partizima) em uma configuragao pela qual uma MNAzima ativa é formada
apenas na presenc¢a do analisado-alvo. Os componentes oligonucleotideos
necessarios para a estratégia ilustrada de deteccao de MNAzimas, incluem:
(a) uma partizima-padrao; (b) uma apta-partizima que é uma partizima com
um aptamero incorporado em uma das suas extremidades; (c) um facilitador
de combinagao que se liga a apta-partizima e também a partizima, permitin-
do a combinagdo de uma MNAzima ativa (na presenga do alvo); (d) uma
sonda de substratorepérter; e (e) um inibidor de combinagdo que hibridiza
para a apta-partizima em uma regido que cobre pelo menos parte da se-
quéncia do aptamero e parte do brago de ligagdo do substrato da seqléncia
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da partizima. Na auséncia de um alvo (quadro do lado esquerdo), o inibidor
de combinagdo se liga a apta-partizima, bloqueando assim a ligagao (e a
clivagem) da sonda de substratoreporter. Na presenga de um alvo (quadro
do lado direito), o alvo se liga a seqiéncia de aptamero da apta-partizima,
impedindo a ligagdo do inibidor de combinagdo e permitindo a ligacao e a
clivagem da sonda de substratoreporter. Assim sendo, uma MNazima ativa
pode apenas se formar e causar a geragéo do sinal fluorescente na presen-
¢a do alvo.

- Além disso, deve ser avaliado pelos versados nessas técnicas
que a estratégia ilustrada na Figura 20 é similar aquela ilustrada na Figura 4,
Quadro (i), a diferenga sendo que a sequéncia inibidora complementar, que
impede a formagdo da MNAzima ativa, é incorporada em um componente
oligonucleotideo da partizima (Figura 4, Quadro (i)) ou em uma molécula
separada (Figura 20). Assim sendo, uma sequliéncia inibidora pode ser uma
molécula separada ou pode ser incorporada em um dos componentes que
participam no complexo da MNAzima.

Os versados na técnicas devem avaliar também que um oU mais
aptameros poderiam ser incorporados em qualquer um dos componentes
oligonucleotideos, incluindo as partizimas, o facilitador de combinagdo ou o
substrato. Além disso, o aptamero poderia ser incorporado em qualquer uma
das duas extremidades de qualquer um desses oligonucleotideos.

A invengao pode ser mais bem entendida fazendo referéncia aos
Exemplos 18 e 21, onde a estratégia aptamero/MNAzima é usada para de-
tectar uma molécua pequena (ATP) e uma proteina (Taqg polimerase), res-
pectivamente.

10. Métodos para a Deteccdo, Identificagcdo e Quantificagao de
microRNA _

Os versados na técnica devem entender que a detecgéo, identi-
ficagao e/ou quantificacdo de microRNA representa uma modalidade especi- -
fica dos métodos aqui descritos. Fazendo referéncia a Figura 5, 1a esté e-
xemplificada uma estratégia para a ampliagao de seqiéncias curtas de aci-
dos nucléicos (por exemplo, microRNAs (miRs)) e a detecgdo de amplicons,
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usando MNAzimas.

A detecgdo de sequéncias curtas de acidos nucléicos, tais como
microRNAs (miRs) requer estratégias adicionais principalmente em virtude
do tamanho pequeno desses alvos. Os MiRs sdo moléculas de RNA nao-
codificadoras com um comprimento de aproximadamente 22 nucleotideos.
Elas podem ser detectadas clonando ou por analise Northern blot, mas estes
métodos séo laboriosos e requerém quantidades maiores do RNA total do
que as técnicas tais como RT-PCR. O tamanho pequeno de miRs fornece
seqliéncia insuficiente para acomodar dois iniciadores de PCR com dese-
nho-padrdo. Além disso, mesmo se a ampliacao de miR for realizada, é difi-
cil distinguir amplicons genuinos de dimeros de iniciadores usando qualquer
tamanho (determinado por eletroforese), ou fluorescéncia a partir da interca-
lacao de corantes inespecificos, tais como Sybr Green ou Brometo de Etidio.
Esta limitagdo poderia ser superada sondando os amplicons de miR com
sondas de hibridizacao internas, tais como as sondas TagMan® ou Beacon;
entretanto, novamente o tamanho pequeno dos amplicons proibe o uso de
sondas com desenhos-padrao.

Um método de RT-PCR com TagMan® modificado (Chen et al.,
2005) para analise de miR inicia a transcri¢cdo reversa usando iniciadores 3’
que tém terminais 3’ especificos de miR e sequéncias ndo-relacionadas adi-
cionais en seus terminais 5’ que podem formar em forma de alga ("stern-
loop")s. O cDNA gerado é ampliado usando estes iniciadores 3’ e iniciadores
5’, que também tém terminais 3' especificos de miR e sequéncias nao-
relacionadas adicionais nos seus terminais 5’. A ampliagdo é monitorada em
tempo real usando sondas TagMan® que se ligam a sequéncias de miR e
sequiéncias nao-relacionadas introduzidas pelos iniciadores. Entretanto, em
virtude do desenho dos iniciadores, e do tamanho e posicionamento da son-
da TagMan®, ha ainda a possibilidade de que miR's especificos possam nao
ser distinguidos de seqiéncias intimamente relacionadas.

Como ilustrado na Figura 5, 0 método aqui empregado emprega,
de preferéncia, um iniciador 3’ que se liga a um miR na sua extremidade 3’ e

tem uma sequéncia de prolongamento, nao-relacionada ao miR, que pode
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ou nao formar um em forma de alga ("stern-loop") na extremidade 5’. Como
esta representado na Figura 5, a sequéncia nao-relacionada do iniciador po-
de criar uma estrutura de alga (Figura 5, lado esquerdo) ou pode meramente
criar uma estrutura de rotulador (Figura 5, lado direito). Em qualquer um dos
dois exemplos, o iniciador 3' de- miR é prolongado na presenga de transcrip-
tase reversa, e em seguida, por ampliagdo por PCR, usando iniciadores &’ e
3’ com seqliéncia especifica de miR na extremidade 3’ com seqiéncia de
prolongamento nao-relacionada nas extremidades 5’. Os amplicons s&o de-
tectados facilmente por MNAzimas, que reconheéem e hibridizam para o
amplicon, incluindo a regido entre os iniciadores 5’ e 3'. O requerimento es-
trito de complementaridade entre o brago sensor da MNAzima e o &cido nu-
cléico-alvo permite a discriminagdo de seqiiéncias mesmo intimamente rela-
cionadas. O Exemplo 5 e 0 Exemplo 10 nos Exemplos abaixo demonstram
os resultados de usar MNAzimas para detectar amplicons gerados por am-
pliacao de sequiéncias curtas de 4cidos nucléicos (vide também Estratégia 2
na Figura 2 acima). Além disso, o Exemplo 5 demonstra a capacidade dos
métodos que usam MNAzimas para distinguir entre duas sequéncias que
tém apenas uma unica diferenca de nucleotideos. Isto proporciona um van-
tagem importante pelo fato de que, mesmo quando o processo de ampliagao
é incapaz de discriminar entre seqiéncias intimamente relacionadas, as
MNAzimas permitem a discriminagao entre variagdes minimas de sequén-
cias nos amplicons resultantes.
11. Métodos que Usam Cascatas

Os versados nessas técnicas devem avaliar que os métodos a-
qui descritos podem ser usados para realizar uma cascata, como aqui defi-
nido. As modalidades especificas para realizar tais métodos, como aqui des-
crito, incluem, porém sem limtagoes, (1) o uso de uma MNAzima para clivar
um substrato apenas na presenga de um alvo, onde o dito substrato é entéo
tornado disponivel para envolvimento em um Segundo episédio, tal como a
geragdo de um sinal detectavel, como representado na Figura 6, onde a cli-
vagem disponibiliza uma enzima que pode entao clivar uma ancora, resul-
tando desta forma em um rotulador fluorescente que se dissocia de um
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quencher, ou (2) o uso de uma MNAzima para clivar um substrato apenas na
presenga de um alvo, onde o dito substrato é entdo tornado disponivel para
envolvimento em um Segundo episodio, onde o desempenho do dito segun-
do episddio, por sua vez, torna disponivel um outro substrato para envolvi-
mento em inimeros episddios subseqientes, de tal modo que um episédio
subsequente disponibilize um substrato para envolvimento no desempenho
de um episddio anterior, criando desta forma uma cascata ciclica, tal como
representado nas Figuras 7 e 25, onde tais cascatas ciclicas podem ser em-
pregadas para ampliar um sinal, por exemplo, em aplicagées nas quais a
baixa abundéancia de um alvo pode nao proporcionar de outra forma um sinal
que é detectavel.

Uma cascata de ampliagao de efeito detectavel pode compreen-
der uma ou mais cascatas de ribozima/ligase, uma cascata de enzimas de

acidos nucléicos circular, uma cascata de enzimas protéicas, ou uma ou

mais enzimas afixadas a um suporte, ou qualquer combinagao delas.

Fazendo referéncia a Figura 2, a Estratégia 3 ilustra uma visao
geral de um método para usar uma MNAzima para ampliar um sinal através
do uso de uma cascata de sinais. Isto esta discutido mais detalhadamente
com relagéd as Figuras 6, 7 e 25.

A Figura 6 representa um método exemplificativo para a detec-
¢ao por MNAzima de um alvo acoplado com ampliagdo de sinais mediada
por enzimas. Como discutido acima, a invengéo fornece métodos para usar
a detecgao por MNAzima, onde um alvo é ampliado, bem como métodos nos
quais um sinal gerado é ampliado. Em algumas modalidades, combinando a
tecnologia de MNAzima com estratégias de ampliagdo de sinais proporciona
uma alternativa aos ensaios de MNAzimas combinados com ampliagao de
alvos, embora em alguns casos a ampliagdo do alvo e também a ampliagéo
do sinal possam ser usadas conjuntamente. Os métodos preferidos para
ampliar sinais envolvem mecanismos de cascata, os quais os versados nes-
sas técnicas devem avaliar estao freqientemente envolvidos em ampliagao
de sinais em sistemas bioldgicos.

Varios exemplos de cascatas de ampliacdo, que usam acidos
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nucléicos cataliticos, sdo conhecidos nessas técnicas e estao contemplados
para o uso em questdo. As cascatas de ligagao (Paul e Joyce, 2004) usam
uma primeira ribozima (A) que liga dois oligonucleotideos que contém RNA,
para formar uma segunda ribozima (B). A ribozima (B), entdo, liga dois ou-
tros oligonucleotideos que contém RNA, para formar uma nova primeira ri-
bozima (A), disparando assim uma reagao em cascata.

’ Uma segunda cascata de ampliagao, apropriada para 0-uso em
questdo, usa moléculas de DNAzima/substrato circularizadas (Levy e Elling-
ton, 2003). Uma DNAzima (A) é inativa quando circular, mas torna-se ativa-
da por linearizagdo por uma segunda DNAzima (B), que cliva a DNAzima (A)
circular. Uma DNAzima (A) linear ativa, entao, cliva as moléculas de DNAzi-
ma (B) circulares, e desta forma, linearizando-as e ativando-as. As duas
DNAzimas capazes de clivar/linearizar reciprocamente resultam em uma
cascata de atividade de acidos nucléicos cataliticos.

Os versados nessas técnicas devem entender que outras abor-
dagens estao disponiveis — por exemplo, combiner o uso de DNAzimas com
a versatilidade de aptameros e/ou com a poténcia catalitica de enzimas pro-
téicas tradicionais (vide, por exemplo, Zhang et al., 2005). O método de
Zhang resulta na liberagdo de uma enzima protéica que pode, por sua vez,
catalisar a formagédo de moléculas detectaveis, e desta forma gerando e am-
pliando o sinal. A abordagem de Zhang permite a detec¢éao sensivel, mas ela
é onerosa pois ela requer moléculas altamente individualizadas para cada
ensaio. Os métodos para acoplar peptideos a acidos nucléicos sao conheci-
dos nessas técnicas (vide, por exemplo, Cheng et al., 1993), pois sdo méto-
dos para afixar DNA a estruturas de suporte. Por exemplo, Asher
(PCT/US96/02380) descreveu a amarragdo de uma enzima (ribozima) a um
suporte insoluvel, o qual, depois da liberagao, clivou um substrato, iniciando
desta forma a ampliacdo de um sinal, usando duas ribozimas. espacialmente

separadas.
Outros exemplos de ampliagdo de sinais para métodos in vitro

"sdo conhecidos nessas técnicas, e ainda outras estratégias para ampliar

sinais podem ser criadas, usando técnicas similares aquelas que demonstra-
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ram ser exitosas. Por exemplo, 0 ensaio de DNA ramificado) (Urdea, 1993)
amplia um sinal empregando uma molécula-repérter secundaria (por exem-
plo, fosfatase alcalina) afixada a sondas rotuladas que medeiam a reagéo. A
espectroscopia de correlacdo com fluorescéncia (FCS) emprega ampliagao
eletrénica do sinal (Eigen e Rigler, 1994). A ampliagcao de sinais com tirami-
da (TSA) (Bobrow et al., 1989; Adams, 1992; Raap et al., 1995; van Gijlswijk
et al., 1997), usa peroxidase de réiz-forte, para converter tiramisida em sua
forma ativa, que se liga a residuos de tirosina em proteinas. TSA é usada
para varias aplicagdes de imunoquimica de células. O ensaio Invader (Hall et
al., 2000) emprega dois oligonucleotideos que se ligam a uma seqiéncia-
alvo de uma maneira que permite a clivagem de nucleases, levando a mais
do que 1.000 episddios de clivagem por molécula-alvo no decorrer do tempo,
e a reagao de clivagem pode ser acoplada a uma sonda fluorescente. Entre-
tanto, ha limitagdes aos métodos de ampliagdo de sinais conhecidos. Por
exemplo, o ensaio de bDNA n&o é tdo sensivel quanto os métodos de ampili-
acao de alvos.

Assim sendo, prestando mais atencdo a Figura 6, 14 esta repre-
sentado um exemplo de um método que emprega uma enzima liberada por
MNAzimas bomoparte de uma estratégia de ampliacao de sinais. O sinal
pode ser gerado, por exemplo, por clivagem- por enzima de um substrato
entre uma porgao fluoréforo e uma porgado quencher, permitindo assim que
um sinal seja gerado. As enzimas contempladas para uso em quest&o inclu-
em, porém sem limitagbes, DNAzimas, MNAzimas, ribozimas, e enzimas
protéicas com atividade mensuravel, tais como proteases, endonucleases de
restricdo e outras enzimas hidroliticas. Os alvos preferidos sdo sequéncias
de acidos nucléicos que incluem, porém sem limitagdes, DNA ou RNA hu-
mano, animal, vegetal, viral, bacteriano. Outros alvos preferidos podem in-
cluir prion, levedura ou fungo, ou qualquer outra molécula, por exemplo, in-
cluindo, porém sem limitagdes, glicoproteinas, lipideos, lipoproteinas, orga-
nismos inteiros, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, anticorpos, meta-
bélitos, patdgenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequenas,

polimeros, ions metalicos, sais metalicos, prions ou quaisquer derivados,
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parte ou combinagdes deles.

Como pode ser observado na Figura 6, uma enxima exemplifica-
tiva, neste caso designada "Enzima" é afixada a um primeiro suporte insolu-
vel, através de uma molécula clivavel, de prefréncia um acido nucléico. Co-
mo ilustrado no exemplo da Figura 6, a molécula clivavel que atua como fi-
xacdo para a enzima "Enzima" é um substrato genérico ou universal de
MNAzima. Esta também afixado a um suporte insolivel nado em contato com
o primeiro suporte insoldvel um substrato "ancora clivavel" para a enzima
"Enzima". A "Enzima" é uma enzima com uma atividade detectavel, por e-
xemplo, uma MNAzima, DNAzima, ribozima, ou enzima protéica, como des-
crito acima. Em modalidades preferidas, as MNAzimas ou DNAzimas séo
particularmente uUteis. Na presenga dos compdnentes oligonucleotideos, ou
partizimas, que se autocombinam para formar uma MNAzima capaz de clivar
o substrato universal ou genérico, € na presenc¢a do alvo para a MNAzima, a
MNAzima forma e cliva cataliticamente a "Enzima" do suporte, e desta forma
liberando-a e permitindo que ela acesse o substrato "ancora clivévél“ e clive-
0. A clivagem da "ancora clivavel" libera a fluoréforo do substrato afixado. O
fluoréforo é detectado e medido facilmente.

A separacao fisica de uma enzima imobilizada ou afixada do seu
substrato, que estd, de preferéncia, imobilizado ou afixado a um suporte, é
aqui algumas vezrs referida como "separagéo espacial’. Uma ou mais enzi-
mas podem ser "separadas espacialmente" dos seus respectivos substratos,
e umas das outras. Pode resultar uma cascata de ampliagao de sinais, parti-
cularmente quando a clivagem do substrato para a primeira enzima libera a
segunda enzima, a qual, por sua vez, libera mais primeira enzima quando o
substrato para a segunda enzima é clivado (vide Figura 7).

Em modalidades preferidas, o substrato para a enzima "Enzima"
é um substrato bifuncional como ilustrado, compreendendo uma parte quen-
cher e também uma parte detectavel. As modalidades particularmente prefe-
ridas' s&o aquelas nas quais o substrato para a enzima "Enzima" é uma mo-
lécula sem qualquer sinal detectavel, enquanto que no substrato ndo clivado,
e cujo sinal detectavel aumenta em muitas ordens de grandeza depois da
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clivagem.

Fazenda referéncia agora a Figura 7, esta ilustrado um exemplo
de um ensaio que usa MNAzimas e uma ampliagdo de sinal, usando duas
enzimas "espacialmente separadas". Uma cascata de ampliagao de sinais
também pode ser gerada usando tais DNAzimas, como descrito acima. Um
episédio inicial de clivagem por MNAzima cliva um substrato amarrado imo-
bilizado, liberando desta forma a DNAzima A. A DNAzima A, entdo, migra
para uma segunda onde uma segunda DNAzima B é amarrada. A DNAzima
A libera a DNAzima B, a qual, por sua vez, libera mais DNAzima A. Uma
cascata é iniciada , resultando em uma ampliagao de sinal. Em varias moda-
lidades, o alvo pode ser seqiéncias de &cidos nucléicos, incluindo, porém
sem limitagcdes, DNA ou RNA humano, viral, bacteriano; ou o alvo pode ser
proteinas, virus, venenos, anticorpos, células inteiras ou moléculas peque-
nas.

| Particularmente, pode-se observer a partir do exemplo na Figura
7 que a DNAzima A esta afixada a um suporte através de um primeiro subs-
trato universal ou substrato generic de MNAzima, que também € clivado pela
DNAzima B. A DNAzima B esta afixada a um suporte insoltvel através de
um segundd substrato genérico que é um substrato para a DNAzima A. Am-
bas DNAzimas ficam retidas, de tal modo que seus respectivos substratos
sejam inacessiveis a elas. Na presenca das partizimas que se autocombi-
nam para formar uma MNAzima que cliva o substrato universal, e na pre-
senga adicional do alvo, a MNAzima é formada e cliva o substrato universal
da MNAzima, retendo a DNAzima A, liberando desta forma a DNAzima A. A
DNAzima A pode agora migrar para o segundo substrato genérico. Depois
da clivagem do segundo substrato genérico pela DNAzima A, a DNAzima B
é liberada junto com seu sinal detectavel afixado, ilustrado neste caso como
o fluoréforo F. O fluoréforo F € agora detectavel pois ele se separa de uma
parte quencher Q retida. A DNAzima B liberada, agora capaz de acessar seu
substrato assim o faz, clivando-o (o primeiro substrato genérico), e desta
forma liberando mais DNAzima A, a qual, por sua vez, libera mais DNAzima
B e o sinal detectavel F. Assim sendo, uma cascata de ampliagdo de sinais
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potente € estabelecida, com quantidades exponencialmente crescentes do
sinal detectavel F.

Um exemplo de uma cascata de MNAzima, que usa partizimas
amarradas pode ser mais bem entendido fazendo referéncia a Figura 25. As
MNAzimas podem ser usadas para iniciar cascatas de ampliagdo de sinais,
como ilustrado neste diagrama. A reacdo contém os seguintes elementos: (i)
partizimas para a MNAzima 1, que estéo livres em solugéo; (ii) um facilitador
de combinacéo para as MNAzimas 2 e 3 (que tém 0s mesmos bragos senso-
res), que esta livre em solugdo (como ilustrado) ou amarrado a um substrato
insoluvel, Sub 1; (iii) partizimas para a MNAzima 2, que estao amarradas a

-um suporte insoluvel pelo substrato, Sub 1. Sub 1 pode ser clivado pela

MNAzima 1 (na presenga de um analisado-alvo) ou pela MNAzima 3 (na
presenga de um facilitador de combinagéo), e a clivagem resulta na libera-
cao das paﬁizimas para a MNAzima 2 dentro da solugao; (iv) partizimas para
a MNAzima 3, que estdo amarradas a um suporte insoltvel pelo substrate,
Sub 2. Sub 2 pode ser clivado pela MNAzima 2 (na presenga de um facilita-
dor de combinacgdo) e a clivagem resulta na liberagdo das partizimas para a
MNAzima 3 dentro da solugao; (v) Sub 2-FQ, que tem a mesma sequéncia
que Sub 2, mas esta livre em solugéo e rotulado duplamente com um fluor6-
foro (F) e um quencher (Q). Sub 2-FQ pode ser clivado pela MNAzima 2 pa-
ra gerar um sinal fluorescente.

Na presenca do analisado-alvo, a MNAzima 1 ativa forma as
partizimas que estao livies em solugdo. A MNAzima 1 cliva seu Sub 1, libe-
rando assim as partizimas para a MNAzima 2. Depois de livres, estas parti-
zimas hibridizam com o facilitador de combinagdo e formam a MNAzima 2,
que cliva liberando Sub 2-FQ (gerando um sinal fluorescente), ou Sub 2 a-
marrado (liberando partizimas para a MNAzima 3). Como a MNAzima 3
compartilha os mesmos bragos de substrato que a MNAzima 1, ela também
pode clivar Sub1 amarrado, liberando assim mais partizimas para a MNAzi-
ma 2. Isto resulta em uma cascata de geragao enzimatica dos componentes

(partizimas) para mais enzimas (MNAzimas) e uma cascata concomitante de

ampliagdo de sinais.
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12. Métodos para a Detecgdo, ldentificacdo e Quantificagao de
Acido Nucléico Metilado

A geragao de sinais mediada por MNAzima permite a discrimi-
nacdo entre sequéncias de acidos nucléicos completamente emparelhadas e
aquelas que contém desemparelhamentos. Esta capacidade permite que as
MNAzimas sejam usadas para a detecgao, identificagao e quéntificagéo de
acido nucléico metilado.

Alteracdes no padrao de metilagao ocorrem frequentemente em
associagdo com doengas tais como céncer, diabetes, doengas auto-imunes,
e disturbios psiquiatricos. A vasta maioria de protocolos usados atualmente
para andlise de metilagdo comegca com modificagdo por bissulfito de DNA
gendémico. A modificacdo com bissulfito converte citidinas ndo-metiladas,
mas nao as metiladas, ém uridinas. Caso o acido nucléico modificado com
bissulfito venha a ser entdo ampliado, por exemplo, por PCR, as uridinas sao
substituidas por timidinas e a citidina metilada é substituida por citidina. Os
amplicons modificados podem ser analisados por varios métodos que permi-
tem a discriminagdo das seqiéncias que contém T (em posi¢des que origi-
nalmente contém C ndo-metilado) e C (em posi¢gées que originalmente con-
tém C metilado).

"~ A capacidade de as MNAzimas para discriminarem entre varian-
tes de seqléncias intimamente relacionadas torna esta tecnologia bem a-
propriada para discriminar entre seqiiéncias modificadas com bissulfito, que
eram originalmente metiladas ou ndo-metiladas. A abordagem pode ser mais
bem entendida fazendo referéncia ao Exemplo 11.

Além disso, as MNAzimas podem proporcionar uma nova abor-
dagem que permite a analise direta de DNA metilado e ndo-metilado, sem a
necessidade de modificagdo com bissulfito. Isto proporciona uma vantagem
significativa porque a modificagdo com bissulfito é laboriosa, morosa e des-
trutiva para o acido nucléico a ser analisado.

O uso de um bracgo estabilizador com uma partizima que tem um
brago sensor truncado foi realizado para demonstrar a capacidade de MNA-
zimas detectarem polimorfismos de nucleotideos individuais presentes em
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facilitadores de combinag¢ao (Exemplo 22). Sob as condi¢cbes experimentais
usadas nesse exemplo, uma partizima com um brago sensor truncado (cinco
bases) foi funcional em uma temperatura bem acima da sua temoeratura de
fusdo esperada. Os sistemas com bragos estabilizadores, e com partizimas
que tém bragos sensores truncados, sao muito sensiveis a pequenas mu-
dangas no alvo, e aguentam o uso em temperaturas altamente severas. Esta

~ estratégia de detecgdo pode ser estendida ainda mais para discriminar dire-

tamente entre alvos, que sdo metilados ou ndo-metilados em residuos espe-
cificos de citosinas, sem a necessidade de modificagao prévia com bissulfito.

A presenga de 5-metil-citosina(s) aumenta a temperatura de fu-
sdo do DNA em 1,3°C por base metilada, em relagdo a citosina(s) nao-
metilada(s). Quando partizimas, um brago estabilizador, e um substrato sédo
incubados em uma temperatura que € apropriada para hibridizagdo e combi-
nacdo de MNAzima ativa na presenga de um alvo metilado, mas que é alta
demais para a combinagcdo da MNAzima na presengca de um alvo nao-
metilado, um sinal seria gerado apenas na presenga do alvo metilado. Isto
proporciona uma nova estratégia para a analise direta de padrdes de metila-
cdo que podem proporcionar um método para a detecgdo de bases metila-
das como rotuladores de céncer e outras doencgas.

Os versados nessas técnicas devem, portanto, avaliar e enten-
der facilmente que a otimizagdo de parametros experimentais, incluindo a
temperatura, como aqui descrito, € contemplada como estando dentro do
ambito dos métodos da presente invengao, e que tal otimizagdo encontra
particular aplicacdao no desempenho de métodos referentes a detecgao de
DNA metilado, seja diretamente ou depois de modificagao com bissulfito.
13. Métodos para a Detec¢do e Identificagdo de Variantes de
Acidos Nucléicos

A presénte invengéo fornece ainda métodos para a detecgéo e
identificacao de variantes de sequéncias na base de que a gerag¢ao de sinais
mediada por MNAzimas permite a discriminagao entre sequéncias de acidos
nucléicos completamente emparelhadas e aquelas que contém desempare-

Ihamentos.
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As variagdes de sequéncias capazes de detccao pelos métodos
da presente invengdo incluem, porém sem limitagdes, adigbes, delegdes,
substituicdes, conversdes, duplicagdes, translocagées, variantes de sequén-
cias com deslocamento de estrutura, variantes de sequéncias sem sentido,
ou qualquer combinagao delas.

Os métodos podem ser aplicados em qualquer situagao na qual
é desejavel detectar e/ou identificar variagao de seqiéncia de acido nucléi-
co, incluindo, porém sem limitagGes, o diagnéstico de doengas ou predispo-
sicOes a elas, identificagdo de polimorfismos, ou avaliagdo da exatidao da
replicacdo de acidos nucléicos. Além disso, alteragbes maiores tais como
translocagdes associadas com varios tipos de cancer, que resultam em
transcritos de fusdo, também podem ser detectadas. Elas ocorrem frequien-
temente em associagdo com leucemia. Por exemplo, transcritos da fusao
PML/RARC estao associados com leucemia promielocitica aguda e transcri-
tos da fusao bcr/abl estao associados com leucemia granulocitica cronica.

A detecgao de alvos mediada por MNAzimas pode ocorrer por
inermédio do reconhecimento de bases de Watson-Crick dos bragos senso-
res de partizimas e do facilitador de combinagao. O requisito de complemen-
taridade pode ser explorado para detectar pequnas variagdes de sequén-
cias, incluindo, porém sem limitacdes, desemparelhamentos de bases indivi-
duais entre o brago sensor de partizima e o facilitador de combinacao. A ca-
pacidade de discriminagdo de variantes de sequéncias pode ser mais bem
entendida fazendo referéncia aos Exemplos 5, 19 e 22.

Esses exemplos todos demonstraam a capacidade de as MNA-
zimas discriminarem entre situagdes nas quais o brago sensor e o facilitador
de combinacédo estao completamente emparelhados, e situagdes nas quais
ha pelo menos um desemparelhamento ou polimorfismo de bases individu-
ais.

A capacidade de discriminar desemparelhamentos de bases in-
dividuais depende de varios fatores, incluindo (a) a severidade das condi- '
¢Oes da reagado, que podem ser influenciadas por mitos fatores, incluido a

temperatura, concentragcao de sais, concentracdo de cations, (b) o tipo de
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desemparethamento, (c) a posicao do desemparelhamento dentro do brago
da partizima, e (d).o comprimento do brago da partizima. Dependendo da
aplicacdo, a severidade da reagdo pode ser individualizada para ser intole-
rante, ou tolerante, até algum grau de desemparelhamento entre o brago
sensor e o facilitador de combinagdo. As condigcbes severas permitem a dis-
criminacao de variantes de sequéncias intimamente relécionadas, tais como
uma diferenga de um unico nucleotideo. As condi¢cdes de mais baixa severi-
dade podem néo discriminar entre facilitadores de combinacgéo e sequiéncias
intimamente relacionadas. Portanto, isto poderia ser explorado para detectar
simultaneamente um grupo de sequéncias intimamente relacionadas em
uma unica reagao com uma uma unica MNAzima.

A discriminagdo de polimorfismos de um unico nucleotideo pode
ser estendida pelo uso de partizimas com bragos sensores truncados (Figura
23 e Exemplo 22). Os bragos sensores truncados podem ser estabilizados
por um componente oligonucleotideo estabilizador, o qual, embora seja uma
molécula separada, pode ser considerado como um segundo componente
da partizima truncada, ao qual ele se liga adjacentemente.

14. MNAzimas para a Deteccgéo, Identificagéo e/ou Quantificat;éo
de Bactérias e Virus

A presente invengdo engloba métodos para a detecgédo de bac-
tériaa, virus ou qualquer outro microorganismo, por exemplo, através do de-
senho de bragos sensores de MNAzimas, que sdo adaptados para hibridizar
qualquer molécula, tal como um &cido nucléico que é singular para o micro-
organismo que se procura detectar, identificar e/ou quantificar. Adicional-
mente ou alternativamente, uma classe de microorganismo pode ser detec- -
tada, por exemplo, incluindo, porém sem limtagGes, bactérias gram-positivas

.ou gram-negativas. Além disso, variagdes dos métodos, que estao dentro do

ambito da avaliagdo pelos versados na técnica, incluem, porém sem limita-
¢Oes, o0 uso de um aptamero adaptado para se ligar a uma proteina, molécu-
la pequena, célula, componente celular ou produto celular, tal como uma
toxina que € singular para 0 microorganismo que se procura detectar, identi-

ficar e/ou quantificar.
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As bactérias e virus contém DNA e/ou RNA que podem propor-
cionar um modelo para sua rapida e sensivel identificacdo, detecgdo e/ou
quantificagdo, usando a tecnologia de MNAizmas. A variacdo de sequéncia
entre espécies e cepas bacterianas e virais pode ser usada para permitir a
discriminag@o sensivel entre espécies e cepas individuais. As abordagens
com MNAzimas multiplex sdo particularmente preferidas para a detecgao
e/ou identificagdo simultanea de multiplas espécies, cepas ou isolados bac-
terianos ou virais.

Alternativamente, as regides com similaridade de seqiiéncia na
totalidade de espécies e cepas bacterianas ou virais podem ser usadas para
identicar a presenga ou auséncia de qualquer grupo de espécies ou cepas
individuais em um unico ensaio de MNAzima. Esta ultima abordagem esta
exemplificada no Exemplo 15, onde uma regido conservada encontrada na
sequéncia ribossémica 16S bacteriana foi usada como a base de um ensaio
para um ensaio para substituir o teste bacteriano de uma cepa gram por um
teste de liberagédo rapida quanto a esterilidade e/ou contaminagdo com mi-
coplasma.

O Exemplo 16, que ilustra 0 uso de MNAzimas para a detecgdo
e quantificacao do RNA viral de HIV-1, demonstra o uso de MNAzimas como
uma ferramenta sensivel para a detec¢do e quantificagao viral.

15. Kits

A presente invengao fornece também kits para praticar os méto-
dos aqui descritos. Tipicalmente, os kits para conduzir os métodos da pre-
sente invengao contém todos os reagentes necessaries para conduzir 0 mé-
todo. Por exemplo, em uma modalidade, um kit pode compreender um pri-
meiro recipiente que contém pelo menos um primeiro € um segundo compo-
nentes oligonucleotideos que compreendem uma primeira € uma segunda
partizima, e um segundo recipiente que compreende um substrato, onde a
autocombinagdo da primeira e segunda partizimas, e do substrato, em uma
MNAzima requer associacdao de um facilitador de combinagédo presente em
uma amostra do teste. Consequentemente, nessa modalidade, a primeira e
segunda partizimas, e 0 substrato, pode ser aplicada a amostra do teste pa-
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ra determinar a presenga do facilitador de combinagao,onde o facilitador de
combinagao compreende o alvo.

Tipicamente, 0s kits da presente invencao devem compreender
também um ou mais recipientes, que contém, por exemplo, reagentes de
lavagem, e/ou outros reagentes conforme necessario para 0 desempenho
dos métodos da invengao.

No contexto da presente invengdo, um kit compartimentalizado
inclui qualquer kit no qual os reagentes ficam contidos em recipientes sepa-
rados, e pode incluir pequenos recipientes de vidro, recipientes de plastico
ou tiras de plastico ou papel. Tais recipientes podem possibilitar a transfe-

- réncia eficiente de reagentes de um compartimento para outro compartimen-

to, e ao mesmo tempo, evitando contaminagao cruzada das amostras e rea-
gentes, e a adicao de agentes ou solugdes de cada recipiente de um com-
partimento para outro de uma maneira quantitativa. Tais kits podem incluir
também um recipiente que deve comportar a amostra do teste, um recipiente
que comtém os reagentes usados no ensaio, recipientes que contém rea-
gentes de lavagem, e recipientes que contém um reagente de detecgao. Ti-
picalmente, um kit da presente invengdo deve incluir também instrug6es,
usando os componentes do kit components para conduzir os métodos apro-
priados. Os kits e métodos da invengao podem ser usados em conjunto com
equipamentos e sistemas anéln’ticos automatizados, incluindo, por exemplo,
porém sem limitagdes, aparelhos de PCR em tempo real.

Para aplicagcao para detecgao, identificacao ou quantificagcao de
diferentes alvos, um unico kit da invencao pode ser aplicavel, ou alternati-
vamente, diferentes kits, por exemplo, contendo reagentes especificos para
cada alvo, podem ser necessarios. Os métodos e kits da presente invengao

-encontram aplicagdo em qualquer circunstancia na qual é desejavel detectar,

identificar ou quantificar qualquer entidade.
A presente invengao sera agora descrita adicionalmente com
mais detalhe fazendo referéncia aos exemplos especificos que se seguem,

que nao devem ser interpretados de forma alguma como limitativos do ambi-

to da invengao.
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EXEMPLOS
Nos exemplos que se seguem, varios desenhos de MNAzimas,

baseados na divisdo do nucleo catalitico da DNAzima 10:23 ou 8:17, foram
adaptados para uma série de acidos nucléicos-alvo e substrates-alvo (Tabe-
la 3). Estes sistemas com substratos-alvo foram testados sob uma série de
condicdes de reagao e se comprovaram robustos.

Os desenhos exempliﬁcativos de MNAzimas e as partizimas es-
pecificas usadas nos exemplos que se seguem estao listados na Tabela 3.
As partizimas sdo denominadas de tal modo que o nome (por exemplo,
RO4A1/1) incorpore a referéncia ao dominio do alvo (por exemplo, RO4 para
RPLPO éxon 4), ao dominio necessario para a atividade catalitica da MNA-
zima (por exemplum A1) e ao dominio do substrato domain (por exemplo, 1
para SubBi-1).
Tabela 3: MNAzimas e Substratos Exemplificativos. Partizimas Especi-

ficas Usadas nos Exemplos Experimentais

.| Desenhos de | Partizimas | Substratos-alvo de Par-| Exemplos
MNAzimas AeB tizimas Especificas (Figuras)
(nticleo catalitico)

1 ' A1:B1 RO4A1/1: RO4B1/1 1

(8:17) RPLPO éxon 4 (RO4) (8)
SubBi-1-FB (1)

2 A1l: B2 RO4A1/1: RO4B2/1 1

(8:17) | RPLPO éxon 4 (RO4) (8)
SubBi-1-FB (1)

3 A1:B3 RO4A1/1: RO4B3/1 1

(8:17) RPLPO éxon 4 (RO4) (9, 10)
SubBi-1-FB (1)

4 A2: B3 RO4A2/1: RO4B3/1 1e4

(8:17) RPLPO éxon 4 (RO4) (10, 14)
SubBi-1-FB (1)
miR20A2/1: miR20B3/1 2,5e6
MiR-20 (11, 12, 15,

| SubBi-1-FB (1) 16)

AtpA2/1: Atp B3/1 18
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ATP and dATP
SubBi-1-FB (1)

TaqA2/1: AtpB3/1
Taq polymerase
SubBi-1-FB (1)

21

miR143 A2/1:
B3/1

miR143
SubBi-1-FB (1)

miR143

12

miR143 A2/1:
B3H/1

miR143
SubBi-1-FB (1)

miR143

12

miR143 A2H/1:
B3/1

miR143
SubBi-1-FB (1)

miR143

12

miR143 A2H/1:
B3H/1

miR143
SubBi-1-FB (1)

miR143

12

5
1 (10:23)

A3:B4

RO5A3/2: RO5B4/2
RPLPO éxon 5 (RO5)

SubBi-2-FB (2)

(13)

6
(10:23)

A4:B5

RO5A4/2: RO5B5/2
RPLPO éxon 5 (RO5)

SubBi-2-FB (2)

(13)

RO5A4/3-P: RO5B5/3-P
RPLPO éxon 5 (RO5)

SubBi-3-FB (3)

(17)
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~ Tabela 3 (continuagdo): MNAzimas e Substratos Exemplificativos. Par-

tizimas Especificas Usadas nos Exemplos Experimentais.

Desenhos
MNAzimas
(nucleo

co)

de

cataliti-

Partizimas
AeB

Substratos-alvo de Par-

tizimas

Especificas

Exemplos

(Figuras)

RO5A4/3-P: RO5B5/3-P

RPLPO éxon 5§ (RO5)
SubBi-3-Q6B2 (3)

13

RO5A4/3-P: RO5B5/3-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-3-JB (3)

(19)

RO5A4/4-P: RO5B5/4-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-4-JB (4) -

14

RO5A4/2-P: RO5B5(16)/2-

P
RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

RO5A4/2-P: RO5B5/2-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2 (2)

24

miR20A4/2: miR20B5/2

miR-20
SubBi-2-FB (2)

(19)

PCR7aA4/2-P:
CR7aB5/2-P
Let-7a
SubBi-2-FB (2)

10

BaA4/2-P: BaB5/2-P
B-actina
SubBi-2-JB (2)

13
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BaA4/7-P: BaB5/7-P
B-actina
SubBi-7-FB (7)

14

BCRA4/6-P: BCRB5/6-P
BCR
SubBi-6-TRB2 (6)

i3e 14

HPRTA4/7-P: HPRTB5/7-
. |
HPRT

SubBi-7-FB (7)

13

HPRTA4/2-P: HPRTB5/2-
P

HPRT

SubBi-2-A350B (2)

14

RO4A4/3-P: RO4B5/3-P
RPLPO éxon 4 (RO4) -
SubBi-3-Q6B2 (3)

14

RO4A4/3-5b: RO4B5/3-3b
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-3-FB (3)

24

NefA4/6-P: NefB5/6-P
HIV-1 Nef
SubBi76-TRB2 (6)

16

XdA4/2-P: XdB5/2-P
Xd
SubBi-2-FB (2)

22

(23)

7
(10:23)

A5:B6

p16A5/3-P: p16B6/3-P
p16
SubBi-3-FB (3)

11
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Tabela 3 (continuacao): MNAzimas e Substratos Exemplificativos. Par-

tizimas Especificas Usadas nos Exemplos Experimentais.

Desenhos de
MNAzimas (nu-
cleo catalitico)

Partizimas
AeB

Substratos-alvo de Partizi-
mas Especificas

Exemplos
(Figuras)

16S1A5/2-P: 16S1B6/2-P

SubBi-2-FB (2) bacteriano
ribossémico 16S

15

RO5A5/2(22)-
P:RO5B6/2(11G)-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

19
(22)

RO5A5/2(22)-
P:RO5B6/2(11C)-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

19
(22)

RO5A5/2(22)-P:
RO5B6(16)/2-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2) |

20

RO4A5/2: RO4B6/2
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-G14A: RO4B6/2
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-A12T: RO4B6/2
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-A11T: RO4B6/2

17
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RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

RO4A5/2-A9T: RO4B6/2
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4AS5/2: RO4B6/2-C7A
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2: RO4B6/2-T4C
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5(18)/2-P: RO4B6

(19)/2-P
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

RO4A5(18)/2-rA9-P: RO4B6
(19)/2-P

RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

RO4A5(18)/2-rG14-P: RO4B6
(19)/2-P |

RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

RO4rA5(18)/2: RO4B6 (19)/2-
P

RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23
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RO4A5(18)/2-P: 23
RO4rB6(19)/2
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

RO4rA5(18)/2: RO4rB6(19)/2 | 23
RPLPO éxon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

(10:23)

AB:B7 RO5A6(22)/2-P: 20
RO5B7(16)/2-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

(10:23)

A7:B8 RO5A7(22)/2-P: 20
RO5B8(16)/2-P

RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

A8:B9 RO5A8(22)/2-P: 20

(10:23)

(10:23) RO5B9(16)/2-P
RPLPO éxon 5 (ROS5)
SubBi-2-FB (2)
A9:B10 RO5A9(22)/2-P: 20

RO5B10(16)/2-P
RPLPO éxon 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

10

Exemplo 1: Aplicagdo de MNAzimas para a Detecgdo de um Acido Nu-
cléico-alvo (seqiiéncia RPLPO humana).
1.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Quatro desenhos de MNAzimas (Figuras 8-10), baseados na
DNAzima 8:17, foram testados. Os versados nessas técnicas devem avaliar
que as seqliéncias dos bragos sensores (ligagdo do alvo) designadas por
"N" podem ser substituidas por sequéncias especificas do alvo para qual-
quer acido nucleico-alvo (Figuras 8-10). As seqléncias de bragos de subs-
trato, que se ligam ao substratorepéter, podem ser genéricas e usadas para
muitos alvos. Os versados nessas técnicas devem avaliar que as seqliéncias
de substrato designadas por "N’ nas Figuras 8-10 podem ser substituidas
por sequiéncias de DNA, RNA ou quiméricas de DNA/RNA, e aquelas desig-
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nadas por "r" podem ser substituidas por outras seqliéncias e/ou um nimero
diferente de sequiéncias de ribonucleotideos.

Nos experimentos conduzidos para medir a atividade catalitica
das MNAzimas RPLPO descritas nas Figuras 8-10, as partizimas de oligo-
nucleotideos A e B foram desenhadas para alvejar éxon 4 do gene de RPL-
PO. As seqliéncias das partizimas A e B estao listadas abaixo a partir de 5’
até 3', onde as bases sublinhadas formam pelo menos parte do nucleo cata-
litico ativo da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com o
alvo, e as bases em italico hibridizam para o substrato.

SEQ ID NO:1: Partizima A1 RO4A1/1: GCTGGTCATCCAGCACGGTCGA-

AATAGTGAGT
SEQ ID NO:2: Partizima A2 RO4A2/1: GCTGGTCATCCAGCAGCGGTC-

GAAATAGTGAGT

SEQ ID NO:3: Partizima B1 RO4B1/1: CATCTCTTCTCCGTCGA-
AGTGTTCGACAATGGC

SEQ ID NO:4: Partizima B2 RO4B2/1: CATCTCTTCTCCGGTGTTCGACA-
ATGGC

SEQ ID NO:5: Partizima B3 RO4B3/1: CATCTCTTCTCCGAGCGTGTTC-
GACAATGGC
1.2. Substratorepoérter

A atividade da MNAzima € monitorada pela clivagem de um
substratorepérter de acido nucléico rotulado duplamente. A seqliéncia do
substrato é uma sequiiéncia quimérica que contém bases de RNA e também
de DNA, que foi usada anteriormente como um substrato da DNAzima 8:17
(Li et al., 2000). No presente exemplo, o substratorepérter é designado Sub-
Bi-1-FB e tem rotuladores internos, a saber, 6-carboxi-fluoresceina ("6-

'FAM") afixada a um nucleotideo 5’ em relagao a base de RNA, e um e por-

¢ao Black Hole Quencher 1 ("BHQ1") afixado a um nucleotideo 3’ em rela-
¢ao a base de RNA. A clivagem de SubBi-1-FB por MNAzimas foi monitora-
da a 530 nm (comprimento de onda de emissao FAM) com excitacao em 485
nm (comprimento de onda FAM). A sequéncia de SubBi-1-FB rotulada é co-
mo se segue, de 5’ para 3’, sendo que as bases sublinhadas indicam a posi-
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¢aodos porgbes 6-FAM e BHQ1. As bases em letra mindscula representam o
RNA e as bases em letra maiuscula representam o DNA.

SEQ ID NO: 6: SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
1.3. Seqiiéncia de MNAzima de Controle

O controle da hibridizagao (MNAzima inativa) foi inativado mu-
dando uma unica base no oligonucieotideo A1 que é essencial para a forma-
¢ao do nucleo catalitico. Embora as sequéncias do substratorepérter e do
alvo ainda possam se ligar as MNAzimas, o substrato nao pode ser clivado
devido & modificagcao no nucleo catalitico da MNAzima. A ligacdo do substra-
torepérter as moléculas de partizima poderia em si gerar uma medida de
fluorescéncia devido a mudanca de conformacado do substratorepérter de-
pois da hibridizagdo. Um controle que usa uma molécula de partizima At
mutada (RO4A1mut) foi incluido e designado Controle de Hibridizagdo. A
seqliéncia de MNAzima mutada esta ilustrada abaixo e a posi¢cao da base G
que foi mudada esta sublinhada.
SEQ ID NO: 7: Mutant Partizima A
RO4A1mut/1:GCTGGTCATCCAGCACGGTCTAAATAGTGAGT
1.4. Alvo

" A seqléncia do alvo para este exemplo foi um oligonucleotideo,

RO4/1Target, que tem a mesma seqliéncia que uma seg¢ao de éxon 4 do
gene de RPLPO humano. A seqiiéncia de RO4/1Target é a seguinte, escrita
de 5 para 3.
SEQID NO: 8 RO4/1Target: GCCATTGTCGAACACCTGCTGGAT-
GACCAGC

Para assegurar que um sinal ndo possa ser detectado quando
uma sequiéncia de alvo incorreta esta presente, o efeito "fora do alvo" foi de-
terminado usando 3 pg de lambda DNA (PROMEGA) ou um oligonucleoti-
deo de controle negativo sintético com sequéncia nao-relacionada

(RO4/1mutTarget).
SEQID NO: 9 RO4/1mutTarget: CGACCATTAGGTCGTCCACA-

AGCTGTTACCG



10

- 101

1.5. Componentes da Reacao

A detecgdo da seqliéncia do alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado por clivagem do substratorepérter pela MNAzima
cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de substrato, e
o volume total de todas as reagdes foi de 25 pL. Todas reagdes foram con-
duzidas a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A
fluorescéncia de cada reagao foi lida a cada 7 segundos por um total de 10'

minutos. Todas reagbes na Tabela 4 continham a mistura em massa de 1

UM SubBi-1-FB 1 yM-em Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) e MgCl 25 mM.

Tabela 4: Componentes da Reagdo para a Detecgao de um acido nu-

cléico
Dese- | Reagdo da | Partizinas Alvo Figura
nho |MNAzima |A B
1 uM 1 uM 1 uM
Alvo .
1 RO4A1/1 RO4B1/1 | RO4/1Target |
1 uM 1 uM Figura 8
Nenhum alvo i i H20 g
RO4A1/1 RO4B1/1
1 uM 1 uM 1 uM
Alvo
2 RO4A1/1 RO4B2/1 | RO4/1Target
1 1uM
Nenhum alvo hM i H20
RO4A1/1 RO4B2/1
1 uM 1 uM 1 uM
Alvo
RO4A1/1 RO4B3/1 | RO4/1Target
1 uM 1uM
Nenhum alvo W " H20 )
3 RO4A1/1 RO4B3/1 Figura 9
1 uM 1 uM 1uM
Fora do alvo
] -1 RO4A1/1 RO4B3/1 | RO4/1mutTa
rget
Fora do alvo|1uM 1 uM 3ug Lambda
2 RO4A1/1 RO4B3/1 | DNA
1uM 1 uM 1 uM
Controle da | RO4A1mut/ | RO4B3/1 | RO4/1Target

Hibridizacao
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1
Apenas Parti-| 1 uM - 1 uM
zima A RO4A1/1. RO4/1Target
Apenas Parti- | - 1uM 1 uM
Zima B RO4B3/1 | RO4/1Target |
3 1 uM 1uM 1uM
Alvo ‘
RO4A1/1 RO4B3/1 | RO4/1Target
1 1uM Figura 10
Nenhum alvo hM i H20 9
RO4A1/1 RO4B3/1
1 uM 1 uM 1 uM
Alvo :
4 RO4A2/1 RO4B3/1 | RO4/1Target
1uM 1uM
Nenhum alvo | A W H20
RO4A2/1 RO4B3/1
Todos | Fundo - - - -

Cada cavidade da reagado no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante um experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reagoes
realizadas nessa cavidade para permitir comparagoes entre cavidades. .

1.6. Resultados: Detec¢cdo da Clivagem do Substratorepérter
SubBi-1-FB

As MNAzimas com Desenhos 1 e 2 apresentaram pouca evidén-
cia de clivagem dependente do alvo do substratoreporter sob as condi¢oes
deste experimento (Figura 8). A fluorescéncia foi similar para reagées com e
sem alvo oligonucleotideo RPLPO-alvo. A adigdo do oligonucleotideo RPL-
PO-alvo resultou em um aumento de fluorescéncia para o desenho 3 (Figu-
ras 9 e 10) e desenho 4 (Figura 10). Isso é consistente com a formagao de

MNAzimas ativas na presenga do acido nucléico-alvo, resultando na cliva-

- gem do substratorepérter entre o para de corantes fluoréforo e quencher,

causando um aumento na fluorescéncia. A fluorescéncia dos controles sem
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alvo foi mais baixa do que nas reagdes que contém alvo, e nenhuma das
reagOes de controle apresentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do
tempo (Figuras 8-10). Isto demonstra que 0 aumento na fluorescéncia pro-
duzido em reagdes que contém alvo se deve a combinagdo dependente do
alvo de uma MNAzima cataliticamente ativa que entao clivou o substratore-
pérter. A eficiéncia da clivagem do desenho 4 foi maior do que o desenho 3
para o sistema de RPLPO (Figura 10).

As reacoes de controle fora do alvo, de hibridizacdo, apenas
Partizima A e apenas Partizima B estao ilustradas para o desenho 3 (Figura
9). Os niveis de fluorescéncia destes controles foram mais baixos ou simila-
res aquele das reacoes sem alvo. Nenhuma das reagoes de controle apre-
sentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo. Estes resultados
demonstram ainda mais que a clivagem do substratorepérier é dependente
da presenca dos oligonucleotideos da Partizima A e da Partizima B que sao
necessarios para a combinagao de uma MNAzima ativa, bem como da se-
glUéncia do acido nucléico-alvo.
Exemplo 2: MNAzimas para a Deteccdo de miR-20 ou Seqtiéncias de
DNA Curtas Homoélogas a miR-20.
2.1. Oligonucleotideos de Partizimas

A detecgcao que usa MNAzimas pode ser usada também para a
analise de miRs. Neste exemplo, a MNAzima se forma apenas quando a
seqliéncia correta de miR esta presente. Esta MNAzima pode distinguir entre
sequéncias de miR relacionadas, como por exemplo, hsa-miR-20 e hsa-miR-
93.

Nos experimentos conduzidos para medir a atividade catalitica
da MNAzima descrita na Figura 11, os oligonucleotideos das partizimas A e
B foram desenhados para acertar hsa-miR-20. As sequéncias dos oligonu-
cleotideos das partizimas A e B estao listadas abaixo de 5’ para 3'. Nas se-
qliéncias que se seguem, as bases sublinhadas fazem parte do nicleo cata-
litico da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo, e
as bases em italico hibridizam para o substrato.
SEQ ID NO: 10: Partizima A2:
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miR20A2/1:TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT
SEQ ID NO: 11: Partizima BS3:
miR20B3/1:CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
2.2, Substratoreporter

A atividade da MNAzima é monitorada pela clivagem de um
substratorepdrter de acido nucléico duplamente rotulado. O substratorepérter
para este exemplo é SubBi-1-FB cbm a sequéncia, de 5' para 3', como abai-
xo. As bases em letras minusculas representam RNA e as bases em letras
maiusculas representam DNA. As bases sublinhadas indicam a posigdo de
uma porg¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e uma porcdo BHQ1 na extremidade
3. As mudangas na fluorescéncia em virtude da clivagem de SubBi-1-FB no
ribonucleotideo entre FAM e BHQ1 foram monitoradas a 530 nm (compri-
mento de onda de emisséo FAM) com excitagdo em 485 nm (comprimento
de onda de excitagao FAM).
SEQ ID NO: 6: SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
2.3. Alvo

A sequéncia do alvo para este exemplo foi um oligonucleotideo
de DNA, D-20, que tem uma sequéncia homéloga a espécie RNA hsa-miR-
20 (Figura 11 (i)). A sequéncia de D-20Target é a seguinte, escrita de 5’ para
3
SEQ ID NO: 12: D-20Target:
TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA
24. Seqtiencias de Controle
Qualquer ensaio desenvolvido para detectar microRNAs deve distinguir es-
pecificamente a seqiéncia de miR desejada, por exemplo, hsa-miR-20, de
sequéncias relacionadas, tal como hsa-miR-17-5p, que pode diferir do miR-
alvo em uma ou mais bases (Figura 11(i)). Os oligonucleotideos de miR "fora
do alvo" relacionado a hsa-miR-20, 17-5p, 93, 106a e 106b miR também fo-
ram sintetizados como DNA e estao escritos de 5’ para 3’ abaixo.
SEQ ID NO: 13: D-17-5pTarget:
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT
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SEQ ID NO: 14: D-93Target:
AAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG
SEQ ID NO: 15: D-106aTarget:
AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGC
5 SEQID NO: 16: D-106bTarget:
TAAAGTGCTGACAGTGCAGAT
2.5. Condigoes de Reagéao
A detecgdo da seqliéncia do alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratoreporter pela MNAzi-
10 ma cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adigao de substra-
to, e o volume total de todas reagdes foi de 25 yL. Todas reagdes foram
conduzidas a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A
fluorescéncia para cada reacao foi lida a cada 7 segundos por um total de 4
minutos. Todas reagbes na Tabela 5 continham a mistura em massa que
15  consiste em 1 pM SubBi-1-FB 1 pM, Tris HC! (pH 9,0 a 25°C) e MgCl, 25
mM.
Tabela 5: Componentes das Reacdes para a Detecgdo de um Acido Nu-

cléico-alvo como llustrado na Figura 11

Reacdo da MNAzima | Modelo Partizima A Partizima B
Alvo D-20 1 uM

Nenhum alvo H,0

Fora do alvo17-5p D-17-5p 1 uM

1 uM miR20B3/1
Fora do alvoD-93 D-93 1 uM 1 uM miR20A2/1

Fora do alvoD-106a D-106a 1 uM

Fora do alvoD-106b D-106b 1 uM

Partizima A apenas D-20 1 uM 1 uM miR20A2/1

Partizima B apenas D-20 1 uM - 1 uM miR20B3/1

» Cada cavidade da reagao no termociclador SmarntCycler® Sys-

20 tem (Cepheid) utilizado durante o experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
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massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reagdes
realizadas nessa cavidade para permitir comparagdes entre cavidades.

As reagdes que contém alvo, "nenhum alvo" e “fora do alvo" fo-
ram realizadas na presenga de concentragdes 5 mM e 100 mM de MgCl; e
comparadas com MgCl, 25 mM (Figura 12).
2.6. Resultados: Deteccdo da Clivagem do Substratoreporter
SubBi-1-FB |

Os oligonucleotideos das partizimas A e B da MNAzima se com-
binam para dar uma MNAzima cataliticamente ativa para clivar o substrato-
repdrter apenas na presenca da sequéncia do alvo. Neste exemplo os con-
troles fora do alvo tém tao poucas quanto duas bases desemparelhadas com
os bragos sensores (sequéncia de ligagao do alvo miR-20). O "fora do alvo"
D-17-5p tem duas bases desemparelhadas, sendo que apenas uma delas
ocorre na regiao mais discriminatéria localizada no meio da seqiiéncia de
miR-20. A reagao de clivagem que contém a sequéncia do alvo D-20 deu um
aumento de 26 vezes no sinal em comparagao com o controle nenhum alvo
(Figura 11(iii)). Isto se compara com os controles fora do alvo, D-17-5p e D-
106a, que dao um aumento de 3,5 vezes no sinal em compara¢dao com con-
trole nenhum alvo, e D-93 e D-106b que dao nenhum aumento no sinal em
comparag¢ao com o controle nenhum alvo (Figura 11(iii)). Assim sendo, a
diferenciagao de D-20 de sequéncias relacionadas demonstra a capacidade
de o sistema de MNAzima discriminar sequéncias que diferem em apenas
poucas bases. Estudos anteriores que usam DNAzimas monomoleculares
demonstraram que as DNAzimas tém a capacidade de distinguir mutagcoes
de bases individuais (Impey et al., 2000). As MNAzimas permitem também a
discriminagao de mudangas de bases singulares (vide Exemplo 5 abaixo).

Os controles "partizima A apenas" e "partizima B apenas” tive-
ram uma fluorescéncia similar aquela da fluorescéncia do fundo (dados nao
ilustrados). A

O uso de enzimas protéicas requer que outros reagentes na rea-
¢ao para estejam em concentragoes ideais para a atividade de enzimas pro-
téicas. Por exemplo, a concentragdo do cofator ion metalico que ajuda uma
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DNAzima na clivagem do substratoreporter € mantida em um minimo em
protocolos que utilizam enzimas, tais como polimerases. A detecgao direta
que usa MNAzimas nao requer quaisquer enzimas protéicas, e portanto, as
condicdes da reagdo podem ser otimizadas para a clivagem réapida do subs-
trato. Nestas reacdes o cofator ion metalico, por exemplo, Mg®*, pode ser
aumentado para otimizar a taxa catalitica da da MNAzima. A Figura 12 ilus-
tra como a concentragdo de MgCl, pode ser aumentada até niveis que nao
podem ser normalmente tolerados em protocolos de detecgao de alvos. Em

altas concentragoes de MgCl, (100 mM) a eficiéncia catalitica da MNAzima é
mais alta. Além disso, quando se detecta D-20Target, um aumento no MgCl,
nao afetou a especificidade da reacdo, pois D-20Target ainda é claramente

distinguivel das sequéncias relacionadas D-17-5p, Target D-106aTarget, D-

93Target e D-106bTarget.

Exemplo 3: MNAzimas (desenhos 5 e 6) para Detec¢cdo Direta de um
Acido Nucléico-alvo |

3.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Os desenhos 5 e 6 para MNAzimas, baseados na DNAzima
10:23, foram testados quanto a atividade catalitica (Figura 13). Os versados
na técnica devem avaliar que as sequéncias dos bragos sensores (ligagao
do alvo) designadas por "N" podem ser substituidas por seqliéncias especi-
ficas do alvo para qualquer acido nucléico-alvo. As sequéncias dos bragos
de substrato, que se ligam ao substratorepérter, podem ser genéricas e usa-
das para muitos alvos. Os versados nessas técnicas devem avaliar que as
sequéncias do substrato designadas por "N" na Figura 13 podem ser substi-
tuidas por seqliéncias de DNA, RNA ou quiméricas de DNA/RNA.

Nos experimentos conduzidos para medir a atividade catalitica
das MNAzimas RPLPO MNAzimas descritas na Figura 13, as partizimas de
oligonucleotideos A e B foram desenhadas para acertar éxon 5 do gene de
RPLPO. As sequéncias das partizimas A e B partizimas estao listadas abai-
xo de 5’ até 3’, onde as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico
da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo, e as
bases em italico hibridizam para o substrato. As seqiiéncias ndo estao nem
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sublinhadas, nem negritadas ou. nem italicizadas em SEQ ID NO: 17 e SEQ
ID NO: 18 formam, de preferéncia, uma estrutura em forma de aiga, tal como
aquela representada na Figura 13 (vide, po exemplo, Desenho 5).
SEQ ID NO: . 17 partizima A3 RO5A3/2: CAAAC-
GAGTCCTGGCCTTGTCCGCACAACGAGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 18 partizima B4 RO5B4/2: TGCCCAGGGAGGC-
MGCGGTGGAGACGGATTACACCTTC
SEQ ID NO: 19 partizima A4 RO5A4/2;: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTC-
TACAACGAGAGGAAACCTT '
SEQ ID NO: 20 partizima B5 RO5B5/2: TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTG-
GAGACGGATTACACCTTC
3.2. Substratorepoérter

O substratorepdrter para este exemplo é SubBi-2 com a seqlién-
cia, 5’ até 3’, como abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 foi rotulado na
extremidade com uma porg¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e uma porgdo BHQ1
na extremidade 3’ e foi designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB foi
monitorada a 530 nm (comprimento de onda de emissdo FAM) com excita-
¢do em 485 nm (comprimento de onda de excitagdo FAM). As bases em le-
tras mindsculas representam RNA e as bases em letras maiusculas repre-
sentam DNA. |
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
3.3. Sequiéncias-alvo

A seqliéncia do alvo para este exemplo foi um oligonucleotideo
sintético RO5/1Target com a sequéncia, de 5' até 3’, como abaixo. Esta se-
gliiéncia-alvo tem a mesma sequéncia que uma se¢ao do gene de RPLPO,
éxon 5.
SEQ ID NO: 22 ROS5/1Target: GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACA-
AGGCCAGGACTCGTTTG
3.4. Componentes da Reacao

A deteccao da sequéncia-alvo foi medida por um aumento no

sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNAzi-
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ma cataliticamente ativa. As reagoes foram iniciadas pela adi¢do de substra-
to, e o volume total de todas reagdes foi de 25 pl. Todas reagbes foram
conduzidas a 55°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A
fluorescéncia para cada reagdo foi lida a cada 7 segundos por um total de 5
minutos. Todas reag¢des na Tabela 6 continham 1 uM SubBi-2-FB 1 pM, Tris
HCI (pH 9,0 a 25°C) e MgCl> 25 mM.

Tabela 6: Componentes de Reagdes para a Detecgdo de um Acido Nu-

cléico-alvo como lustrado na Figura 13

Desenho | Partizima A | Partizima B | Reagdo da | Alvo
(1 uM) (1 M) MNAzima

5 RO5B4/2 Aivo ROS5/1 1 uM
RO5A3/2 |

Nenhum alvo | H,0
6 RO5A4/2 ROSB5/2 | Alvo ROS5/1 1 uM
Nenhum aivo | H,0

Cada cavidade da reagdo no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante o experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reagtes
realizadas nessa cavidade para permitir comparagoes entre cavidades.

3.5. Resultados: Detecg¢éo e Clivagem do Substrato

As reagdes que contém o alvo, com as MNAzimas com os dese-
nhos 5 e 6, apresentaram um aumento na fluorescéncia no decorrer do tem-
po em comparagao com o controle sem alvo (Figura 13ii), quadros superior e
inferior, respectivamente. Isto demonstra que os oligonucleotideos de parti-
zimas se combinam em uma MNAzima cataliticamente ativa e clivam o subs-
tratoreporter apenas na presenga da seqﬁéncié do alvo. Os controles sem
alvo nao apresentaram um aumento na fluorescéncia, indicando que ne-
nhuma clivagem estava ocorrendo. A taxa da clivagem para o desenho 6 foi
consideravelmente mais rapida do que para o desenho 5.

Exemplo 4: Deteccao de Amplicons a partir da Ampliagéo in vitro por
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PCR de uma seqiiéncia de Acidos Nucléicos Usando MNAzimas
4.1, Oligonucleotideos de Partizimas
As MNAzimas podem ser usadas também para detectar ampili-

cons a partir de sequéncia de acido nucléico ampliada in vitro. Para este e-

" xemplo, a detecgao de amplicons é realizada como um processo de duas

etapas, mas pode ser realizada também em uma unica reagéao. Neste caso,
os oligonucleotideos usados paré detectar os amplicons basearam-se no
desenho 4, usando os oligonucleotideos RO4A2/1 e RO4B3/1 (Figura 10),
que detectam o gene de RPLPO humano. Os oligonucleotideos das partizi-
mas A e B estao listados abaixo. Nas sequéncias que se seguem, as bases
sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, as
bases em negrito hibridizam com o alvo, e as bases em itélico hibridizam
para o substrato.
SEQ ID NO: 2 Partizima A2 RO4A2/1: GCTGGTCATCCAGCAGCGGTC-
GAAATAGTGAGT _
SEQ ID NO: 5 Partizima B3 RO4B3/1: CATCTCTTCTCCGAGCGTGTTC-
GACAATGGC
4.2, Substratorepérter

o) substratoreporter para este exemplo é SubBi-1-FB com a se-
giiéncia, de 5’ para 3', como abaixo. As bases em letras minusculas repre-
sentam RNA e as base em letras maiusculas representam DNA. As bases
sublinhadas indicam a posicao de uma porgao 6-FAM na extremidade 5’ e
uma por¢do BHQ1 na extremidade 3'. A clivagem de SubBi-1-FB foi monito-
rada a 530 nm (comprimento de onda de emissdo FAM) com excitagao em
485 nm (comprimento de onda de excitagao FAM).
SEQ ID NO: 6 SubBi-1-FB:

ACTCACTATaGGAAGAGATG
4.3. Iniciadores para a Ampliacao do gene de RPLPO humano
por PCR

A sequléncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagdo
por PCR in vitro da seqiéncia a partir do éxon 4 do gene de RPLPO do DNA
gendmico humano extraido da linhagem de células K562 (PROMEGA), u-
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sando os iniciadores de PCR listados abaixo.
SEQ ID NO: 23 Iniciador 5R04/3:
CAAGACTGGAGACAAAGTG
SEQ ID NO: 24 Iniciador 3R04/2: .
GCAGAGTTTCCTCTGTGATA
4.4. Oligonucleotideo-alvo de Controle
Um oligonucleotideo foi sintetizado e usado como um controle
positivo para a sequéncia RPLPO. O oligonucleotideo de controle nio foi
ampliado por PCR nestes experimentos.
SEQ ID NO: 8 RO4/1Target:
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC

4.5, Componentes da Reac¢édo: Ampliagao por PCR do Gene de

RPLPO -
A ampliagcao por PCR do gene de RPLPO foi realizada no volu-

me total da reagéo de 25 pL. Todas as reagbes de ampliagdo foram condu-
zidas em um termociclador GeneAmpU PCR System 9700 (Applied Biosys-
tems). Os parametros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de
95°C por 5 segundos e 65°C por 30 segundos (com um decréscimo de 1°C
na temperatura por ciclo), e finalmente 50 ciclos de 95°C por 5 segundos e
55°C por 30 segundos. Todas reagdes continham 5R04/3 40 nM e 200 nM
de 3RO4/2, MgCl> 3 mM, 200 puM de cada ANTP, 1x Immobuffer (Bioline) e 1
unidade de Immolase (Bioline) com ou sem 500 ng de DNA genémico hu-
mano K562 (PROMEGA).
4.6. Componentes da Reacgdo: Deteccao de Seqtiéncia-alvo

A detecgao da sequéncia-alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNzima
cataliticamente ativa. As rea¢6es foram iniciadas pela adigdo de substrato, e
o volume total de todas reagdes foi de 25 uL. Todas reagbes foram conduzi-
das a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A fluo-
rescéncia para cada reagdo foi lida a cada 7 segundos por um total de 10
minutos. Todas reacdes na Tabela 7 continham a mistura em massa de 1
pUM SubBi-1-FB, Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) e MgCl, 25 mM. As concentragbes
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de oligonucleotideo Partizimas A e B sao 1 pM.

Tabela 7: Componentes da Reacédo para a Deteccdo de Amplicons do
DNA de RPLPO apés PCR in vitro. Os Sistemas de MNAzima Usaram o
Desenho 4 (RO4A2/1:R04B3/1)

Reacdo da MNazima RPLPO Alvo
Alvo—oligo (Controle Positivo RPLPO) 10'? cépias RO4/1Alvo Oligo -
Produtoéalvo da PCR RPLPO (Teste) 5 pL de produto da PCR R-

PLPO (equivalente a 100 ng
-| do DNA gendémico)

‘Nenhum Alvo (Controle Negativo RPLPQO) | 5 ul de H,0

DNA genémico n&o-ampliado (Controle |5 uL contendo 500 ng de
Negativo) . DNA gendmico

Cada cavidade da reagdo no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante um experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reagdes
realizadas nessa cavidade para permitir comparagdes entre cavidades.

4.7. - Resultados: Deteccdo de Clivagem do Substratorepérter
SubBi-1-FB

O desenho 4 de MNAzima para a detecgdo de RPLPO, éxon 4,
apresentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo quando a
sequéncia-alvo RPLPO foi ampliada a partir do DNA genémico humano por
PCR (Figura 14). O aumento na fluorescéncia observado para os amplicons
RPLPO foi similar aquele observado para 10'? cépias dos oligonucleotideos
de controle positivo RO4/1Target. A fluorescéncia dos controles sem alvo foi
mais baixa do que aquela nas reagdes que contém alvo, e nenhuma das re-
acdes de controle negativo apresentou um aumento na fluorescéncia no de-
correr do tempo. Isto demonstra que o aumento na fluorescéncia produzido
nas reagoes que contém alvo deve-se a combinagédo dependente do alvo de
uma MNAzima cataliticamente ativa que depois clivou o substratorepérter.
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Exemplo 5: Uso de MNAzimas para a Detec¢cido de Amplicons Produzi-
dos por Ampliagao por PCR in vitro de Seqiiéncias de Acidos Nucléicos
Curtas.
5.1, Oligonucleotideos de Partizimas

As MNAzimas podem ser usadas para detectar amplicons a par-
tir de sequéncia de acidos nucléicos ampliada in vitro. Neste exemplo, a am-
pliagao e a detecgéo sao realizadas em um processo de trés etapas (Figura
5), mas transcricdo reversa, ampliagdo por PCR e detecgdo poderiam ser
realizadas também concomitantemente em um Unico tubo de reacdo. Para
este exemplo, os oligonucleotideos usados para detectar os amplicons usa-
ram o desenho 4, oligonucleotideos miR de partizimas A e B (Figura 11), que
séo desenhados para detectar hsa—miR-20. Os oligonucleotideos de partizi-
mas da MNAzima estéo listados abaixo, de tal modo que as bases sublinha-
das fagam parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, as bases em
negrito hibridizem com o alvo, e as bases em italico hibridizem para o subs-
trato. '
SEQID NO: 10  Partizima A2 miR20A2/1:
TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT

- SEQ ID NO: 11 Partizima B3 miR20B3/1:

CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
5.2. Substratorepoérter

O substratorepérter para este exemplo é SubBi-1-FB com a se-
quéncia, de 5’ para 3, abaixo. As bases em letras mindsculas representam
RNA e as bases em letras maitsculas representam DNA. As bases subli-
nhadas indicam a posi¢do de uma porgdo 6-FAM na extremidade 5’ e uma
por¢do BHQ1 na extremidade 3'. A clivagem de SubBi-1-FB foi monitorada a
530 nm (comprimento de onda de emissdo FAM) com excitagdo em 485 nm
(comprimento de onda de excitagao FAM).
SEQ ID NO: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
5.3. Iniciadores da PCR para Ampliacdao de Seqiiéncias-alvo de Oligo-

nucleotideos D-20 com 22 Meros
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A sequéncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in
vitro do oligonucleotideo D-20, usando os iniciadores de PCR oligonucieoti-
deos listados abaixo.

SEQ ID NO: 25 Iniciador 5miR20/1:
ACGTGACGCTAAAGTGCT

SEQ ID NO: 26 Iniciador 3miR20/L.1:
CGTCCGAATGACGTACCTGCAC

SEQ ID NO: 27 Iniciador 3miR20/P1:
CGAATGACGTACCTGCAC

5.4. Seqtiéncias-alvo e Controles

A sequéncia de DNA (D-20Target) com homologia a miR-20 foi
usada como modelo para demonstrar a ampliagao e detec¢gao de uma se-
quéncia curta usando PCR e MNAzimas.

SEQ ID NO: 12 D-20Target:
TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA

Além disso, para assegurar que quaisquer sequéncias "fora do
alvo" intimamente relacionadas ampliadas erroneamente ndo possam ser
detectadas com o sistema miR-20, o oligonucleotideo de DNA-alvo de con-
trole D-17-5pTarget também foi estado com o sistema de oligonucleotideos
miR-20 de partizimas A e B.

SEQ ID NO: 13 D-17-5pTarget:
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT
5.5 Componentes da Reagcédo: Ampliacao de Seqiiéncia-alvo

A ampliaga@o da seqliéncia-alvo foi realizada em um volume total
da reagdo de 25 pL. Todas reagdes de ampliagao foram conduzidas em um
termociclador GeneAmpl PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os pa-
rametros da ciclagem para as etapas 1 e 2 (transcricao reversa e PCR) fo-
ram 42°C por 30 minutos, 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 5 se-
gundos e 30°C por 30 segundos (mais 2°C por ciclo), e finalmente 50 ciclos
de 95°C por 5§ segundos e 50°C por 30 segundos. As reagdes inicialmente
continham apenas 3miR20/L1 10 nM, depois 42°C por 30 minutos, a reagdo
foi pausada e adicionou-se 3miR20/P1. 30 nM e 200 nM de 5miR20/1. Todos
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os outros reagentes listados estavam na mistura de reagao inicial, MgCl, 3
mM, 200 pM de cada dNTP, 1 x Immobuffer (Bioline) e 1 unidade de Immo-
lase (Bioline), e (a) 108 copias de D-20Target, ou (b) nenhum alvo (dH20) ou
(c) 108 copias de DNA fora do alvo (D-17-5pTarget).
5.6. Componentes da Reacao: Detecgcao de Seqiiéncia-alvo

A detecgdo da sequéncia-alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNzima
cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adigdo de substrato, e
o volume total de todas reagdes foi de 25 pL. Todas reagdes foram conduzi-
das a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A fluo-
rescéncia para cada reagédo foi lida a cada 7 segundos por um total de 10
minutos. Todas reagbes na Tabela 8 continham a mistura em massa de 1
pM SubBi-1-FB, Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) e MgCl, 25 mM. As concentragbes
de Partizimas A e B foram 1 yM. |
Table 8: Componentes da Reacdo para a Detec¢iao de Seqliéncias de
Acidos Nucléicos Curta (20-25 meros) Ampliadas in vitro. O Sistema de
MNAzima Usou o Desenho 4 (miR20A2/1:miR20B3/1).

Reacao de MNAzima Alvo

miR-20 Alvo—oligonucleotideo | 10'? cépias D-20Target em 5 puL (ndo
(Contole Positiveo miR20) ampliado)

miR-20 Alvo-produto da PCR D-20 produto da PCR (5 uL da reagdo
(Teste) de 25 ul)

(equivalente a 2 x 10’ cépias de D-
20Target ampliado por PCR)

miR-20  Alvo-oligonucleotideo | 10° cépias D-20Target em 5 uL (nao
(Controle ndo-ampliado D-20) ampliado)

Nenhum alvo
) ) 5 ulL de Hx0
(Controle Negativo miR20)
Fora do alvo D-17-5p produto da PCR
(Controle fora do alvo para| (5 uL da reacdo de 25 puL) (equivalente
miR20) a 2 x 10’ copias de D-17-5pTarget am-

pliado por PCR)
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Cada cavidade da reagdo no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante um experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia. Este valor foi entdo subtraido
de todas as outras reagdes realizadas nessa cavidade para permitir compa-
ragoes entre cavidades.

5.7. Resultados: Deteccao da Clivagem do Substratorepoérter
SubBi-1-FB | |

O desenho 4 de MNAzima para a detecgao de miR-20 apresen-
tou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo quando a sequéncia-
alvo usda foi D-20Target ampliada por PCR (Figura 15(i)).

A fluorescéncia dos controles sem alvo foi mais baixa do que
nas reagdes que contém alvo, e nenhuma das reagées de controle negativo
apresentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo. isto de-
monstra que o aumento na fluorescéncia produzido em reagdes que contém
alvo se deve a combinag¢édo dependente do alvo de MNAzimas cataliticamen-
te ativas que entao clivaram o substratorepérter.

‘ O controle fora do alvo (D-17-5p) neste exemplo também foi am-
pliado com os iniciadores miR-20 pois ele tem apenas um desempareiha-
mento na pbsigéo terminal dentro das regides que hibridizam com os inicia-
dores miR-20. A ampliagdo de D-20Target e D-17-5pTarget foi confirmada
por eletroforese. Como ambos amplicons incorporam as seqtiéncias dos ini-
ciadores nos seus terminais, eles agora diferem apenas em uma Unica base
no meio dos amplicons. A MNAzima discriminou exitosamente entre os am-
plicons D-20 e D-17-5p. Esta discriminacéo é um resultado da diferenga do
unico nucleotideo nos amplicons D-20 e D-17-5p na regiao que fica entre os
iniciadores, como ilustrado na Figura 15(ii). A MNAzima requer que as quatro
bases entre os iniciadores estejam presentes (permitindo assim a discrimi-
nag¢do entre dimero de iniciador e amplicons genuinos) e estas quatro bases
devem ser exatas com nenhuma substituicao tolerada. Este exemplo ilustra
a capacidade de as MNAzimas discriminarem entre seqiiéncias intimamente
relacionadas, incluindo aquelas que diferem em apenas um dnico polimor-

fismo de nucleotideo.
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Exemplo 6: Uso de MNAzimas para a Deteccao de Amplicons de mi-
croRNA Produzidos por Ampliagao por PCR in vitro do RNA total
6.1. Oligonucleotideos de Partizimas

As MNAzimas podem ser usadas para detectar amplicons a par-
tir de seqiéncias de acidos nucléicos ampliadas in vitro. Neste exemplo, a
ampliagdo e a detecg¢édo sao realizadas em um processo de duas etapas (Fi-
gura 5), onde a transcrigdo reversa e a ampliagéo por PCR ocorrem em um
primeiro tubo, e em seguida, por detecgdo mediada por MNAzimas em um
segundo tubo. Para este exemplo os oligonucleotideos usados para detectar
os amplicons foram do Desenho 4, oligonucleotideos miR de partizimas A e
B (Figura 11), que sao desenhados para detectar hsa-miR-20. Os oligonu-

cleotideos de partizimas de MNAzima estéo listados abaixo, de tal modo que

as bases sublinhadas fagcam parte do nucleo catalitico da MNAzima combi-
nada, as bases em negrito hibridizem com o alvo, e as bases em italico hi-
bridizem para o substrato.
SEQID NO: 10 Partizima A2 miR20A2/1:
TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT
SEQ ID NO: 11 Partizima B3 miR20B3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
6.2. Substratoreporter

O substratorepérter para este exemplo é SubBi-1-FB com a se-
gléncia, de 5’ para 3', abaixo. As bases em letras minusculas representam
RNA e as bases em letras maiusculas representam DNA. As bases subli-
nhadas indicam a posicao de uma por¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e uma
por¢do BHQ1 na extremidade 3'. A clivagem de SubBi-1-FB foi monitorada a
530 nm (comprimento de onda de emissao FAM) com excitagdo em 485 nm
(comprimento de onda de excitagao FAM).
SEQID NO: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
6.3. Iniciadores da PCR para Ampliacao de hsa-miR-20

A sequéncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in
vitro do RNA total do timo humano (Ambion), usando os iniciadores de PCR
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oligonucleotideos listados abaixo.
SEQID NO: 25 Iniciador 5miR20/1:
ACGTGACGCTAAAGTGCT

SEQID NO: 26  Iniciador 3miR20/L1:
CGTCCGAATGACGTACCTGCAC

6.4. Seqtiéncias-alvo e controles

O RNA total do timo humano (Ambion) foi usado como modelo
para a ampliacdo de miR-20, e os amplicons foram detectados subsequen-
temente usando MNAzimas (se¢do 6.6).

A sequéncia de RNA (R-20Target) com homologia a miR-20 foi
usada como um controle positivo para demonstrar a ampliagao de seqiién- -
cias curtas, e em seguida, por detecgdo dos amplicons resultantes usando
MNAzimas.

SEQ ID NO: 28 R-20Target:
uaaagugcuuauagugcaggua
6.5. Componentes da Reagdo: Ampliacao de Seqiiéncia-alvo

A transcrigao reversa e a ampliagao por PCR da seqléncia-alvo
foi realizada em um volume total da reagéo de 25 plL. Todas reagdes de am-
pliagdo foram conduzidas em um termociclador GeneAmpO PCR System
9700 (Applied Biosystems). Os parédmetros da ciclagem foram 40°C por 30
minutos, 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 5 segundos e 30°C por
30 segundos (com um aumento de 2°C na temperatura por ciclo), e final-
mente 50 ciclos de 95°C por 5 segundos e 50°C por 30 segundos. As rea-
¢oes continham 3miR20/L1 40 nM e 200 nM de 5miR20/1, MgCl, 3 mM, 200
puM de cada ANTP, 10 unidades de RNAsina (Promega), 30 unidades de T-
transcriptase Reversa MMLV(-H) (Promega), 1 x Immobuffer (Bioline) e 0,5
unidade de Immolase (Bioline), e (a) 1 ng de RNA total, ou (b) nenhum alvo
(dH20) ou (c) 10'* copias (5 uM) de oligonucleotideo R-20Target.

6.6. Componentes da Reacao: Detecgcao de Seqiiéncia-alvo

A detecgao da sequiéncia-alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNzima
cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adigao de substrato, e



10

15

119

o volume total de todas reagdes foi de 25 pL. Todas reagdes foram conduzi-
das a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A fluo-
rescéncia para cada reacao foi lida a cada 30 segundos por um total de 5
minutos. Todas reagdes na Tabela 9 continham a mistura em massa de 1
pM SubBi-1-FB, partizima A 1 uM, partizima B 1 uM, Tris HCI 50 mM (pH 9,0
a 25°C), MgCl, 25 mM e alvo (como indicado na Tabela 9).

Tabela 9: Componentes da Reagéao para a Deteccao do RNA total Am-
pliado in vitro. O Sistema de MNAzima Usou o Desenho 4

(miR20A2/1:miR20B3/1).

Reacao da MNAzima . Alvo
miR-20 Target , R-20Target produto da PCR (5 uL a
- oligonucleotideo de RNA partir de uma reagao de 25ul) (e-
(Cohtrole Positivo miR-20) quivalente a 2 x 10" cépias de R-
20Target oligonucleotideo amplia-
do)
| miR-20 Target — RNA total Produto da PCR (5ulL a partir de
(Teste) uma reagao de 25uL) (equivalente a

200ng RNA total ampliado)
Produto da PCR (5uL a partir de

RNA Nenhum alvo : uma reacdo de 25ul) a partir da

(Controle Negativo miR20) reagdo do “controle sem alvo" que
contém dH,0.

RNA total nao-ampliado ‘ RNA Total (1ug) em um volume to-

(Controle Negativo miR20) tal de 5 w

O nivel de fundo da fluorescéncia foi medido para cada cavidade

‘da reagado no termociclador SmarntCycler® System (Cepheid). Este valor foi

entdo subtraido de todas as outras reagdes realizadas nessa cavidade para
permitir comparagoes entre cavidades.
6.7. Resultados: Deteccao da Clivagem do Substratorepérter

SubBi-1-FB
O Desenho 4 de MNAzima para a detecgao de miR-20 apresen-
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tou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo quando a sequéncia-
alvo usada era RNA total ampliado por PCR (Figura 16).

A fluorescéncia do controle sem alvo RNA foi mais baixa do que
aquela nas reagbes que contém alvo RNA, e nenhuma das reagcbes de con-
trole negativo apresehtou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tem-
po. Isto demonstrata que o aumento na fluorescéncia produzido em reagdes
que contém alvo se deve a comb‘inagéo dependente do alvo ampliado por
PCR de MNAzimas cataliticamente ativas que entao clivaram o substratore-
pérter. Embora este experimento tivesse sido realizado em duas etapas
(transcricdao reversa/PCR e depois detecgao final da MNAzima), todas eta-
pas poderiam ser realizadas concomitantemente em um unico tubo de rea-
¢ao, permitindo que a reagao fosse monitorada em tempo real.

Exemplo 7: Deteccao de Alvos por MNAzimas Acopladas a uma Casca-
ta de Sinais de Acidos Nucléicos.
7.1. Cascatas de Ampliagdo de Sinais Iniciada por MNAzimas

E possivel baixar o limite de detecgdo de acidos nucléicos aco-
plando a detecgao por MNAzima a uma rea¢@o de cascata de ampliagédo de
sinais, como ilustrado na Figura 7. As MNAzimas possibilitam também um
mecanismo disparador altamente especifico para iniciagao de uma cascata.
7.2. Cascata de DNAzimas Espacialmente Separadas

As DNAzimas podem ser amarradas a um suporte, usando uma
série de métodos que incluem a afixagao de bolachas de plastico revestidas
com estreptavidina que permitem a afixacdo de DNAzimas rotuladas com
biotina. As sequéncias usdas para a afixagao podem server também como
substratos genéricos de MNAzymas/DNAzimas. Os alvos (por exemplo, se-
quéncias de acidos nucléicos) podem ser detectados depois da hibridizacdo
para sequéncias de partizimas que permitem a formégéo de MNAzimas ati-
vas. As MNAzimas podem entao clivar substratos genéricos amarrados, libe-
rando assim a DNAzima A. A DNAzima A pode entao migrar para uma se-

gunda sequéncia genérica sobre uma segunda superficie sélida, onde a

-DNAzima B esta amarrada. A DNAzima A pode entdo clivar a segunda se-

quéncia genérica, liberando assim a DNAzima B. A clivagem deste substrato
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entre os pares de corantes fluoréforo/quencher pode resultar em maior fluo-
rescéncia. A DNAzima B liberada, por sua vez, pode clivar mais do primeiro
substrato,' liberando assim mais da DNAzima A, e iniciando uma cascata de
sinais que resulta na ampliagao do sinal (Figura 7).

Este exemplo descreve um mecanismo para gerar uma cascata
de sinais, usando DNAzimas espacialmente separadas; entretanto, existem
outros métodos que também possibilitariam a ampliagdo de sinais usando
acidos nucléicos cataliticos. Os versados nessas técnias devem avaliar que
qualquer um desses métodos poderia ser inteiramente funcional neste caso,
desde que por algum meio de afixagdo ou separagao fisica, um substrato
seja mantido "inacessivel" para uma enzima que poderia atuar sobre ele.
Outros exemplos de ampliagéo de sinais de acidos nucléicos que poderiam
ser acoplados a reagoes iniciadas por MNAzimas incluem, porém sem limi-
tacdes, cascatas de ligagao (Paul e Joyce, 2004) e cascatas circulares de
DNAzimas (Levy e Ellington, 2003), cada um dos quais envolvendo o princi-
pio basico de manter uma "separa¢do" de uma enzima do seu substrato,
apos 0 que a enzima e o substrato se conectam, de tal modo que a atividade
catalitica possa resultar, direta ou indiretamente, em um sinal ampliado, or
resulte em uma cascata de sinais.

Exemplo 8: Uso de MNAzimas para a Quantificacdo de um Acido Nu-
cléico-alvo.
8.1. Oligonucleotideos de Partizimas

As MNAzimas podem ser usadas para monitorar a ampliagao de
acidos nucléicos-alvo em tempo real, usando métodos de ampliacdo de al-
vos in vitro, tal como PCR. Além disso, 0 monitoramento em tempo real per-

mite que a quantidade de alvo inicialmente presente na reagdo seja quantifi-

- cada. Neste exemplo, a ampliagcdo e a detec¢do sao realizadas em um pro-

cesso de uma etapa, onde a ampliagao por PCR e a detec¢do mediada por
MNAzima ocorrem simultaneamente em um unico tubo. Os oligonucleoti-
deos A e B de partizimas usaram o Desenho 6 com bragos sensores com-
plementares a éxon 5 do gene de RPLPO humano (Figura 17(i)). Os oligo-
nucleotideos de partizimas estao listados abaixo, sendo que o "-P" indica
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fosforilagao de 3’ do oligonucleotideo.
SEQ ID NO: 29 Partizima A4 RO5A4/3-P: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTC-
TACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEQ ID NO: 30 Partizima B5 RO5B5/3-P: CGGTTGGTGAGGC-
TAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
8.2. Substratorepoérter

O substratorepérter para este exemplo é SubBi-3 com a sequién-
cia, de 5’ para 3', abaixo. No presente exemplo, SubBi-3-FB foi rotulado na
extremidade com uma pbrgéo 6-FAM na extremidade 5’ e uma por¢cdo BHQ1
na extremidade 3'. A clivagem de SubBi-3-FB foi monitorada a 530 nm
(comprimento de onda de emissdo FAM) com excitagdo em 485 nm (com-
primento de onda de excitacdo FAM). As bases em letras minusculas repre-
sentam RNA e as bases em letras maiusculas representam DNA.
SEQ ID NO: 31 SubBi-3-FB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
8.3. Iniciadores da PCR para a Ampliagdao de RPLPO éxon 5

A seqiéncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in
vitro do DNA gendmico humano, usando os iniciadores de PCR oligonucleo-
tideos listados abaixo.
SEQ ID NO: 32 Iniciador 5RO5/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA
SEQ ID NO: 33 Iniciador 3RO5/1:
CAAAGGCAGATGGATCAG
8.4. Seqiiéncia-alvo

O DNA gendémico humano extraido da linhagem de células K562
(Promega) foi usado como modelo para a ampliagdo do gene de RPLPO.
8.5. Componentes da Reacdo: Ampliagao e Quantificacdo de Se-
quliéncia-alvo

A ampliagéo e a quantificagdo em tempo real da sequéncia-alvo
foram realizadas em um volume total da reagdo de 25 pL. Todas reacgoes
foram conduzidas em um termociclador ABI7700 (Applied Biosystems). Os
parametros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 5
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segundos e 60°C por 30 segundos (com decréscimo de 1°C na temperatura
por ciclo), e finalmente 50 ciclos de 95°C por 5 segundos e 50°C por 30 se-
gundos. As reagdes continham 5RO5/1 40 nM e 200 nM de 3RO5/1,
RO5A4/3-P 200 nM e RO5B5/3-P 200 nM, SubBi-3-FB 200 nM, MgCl, 10
mM, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de RNAsina (Promega), 1 x refe-
réncia ROX (Invitrogen), 1 x Immobuffer (Bioline) e 0,25 unidade de Immola-
se (Bioline), e modelo de DNA genémico (20.000 pg, 4.000 pg, 800 pg, 160
pg, 32 pg e 6,4 pg) ou nenhum aivo (dH0).

8.6. Resultados: Ampliagao de Alvo e Clivagem do Substratore-
poérter SubBi-3-FB

O desenho 6 de MNazima para a detecgao e quantificagao em
tempo real de RPLPO éxon 5 apresentou um aumento na fluorescéncia no
decorrer do tempo quando a sequéncia-alvo usada foi o DNA gendémico hu-
mano ampliado por PCR (Figura 17(ii)).

A fluorescéncia do controle sem alvo de DNA foi mais baixa do
que nas reagdes que contém alvo de DNA e ndao aumentou durahte a rea-
¢ao. Isto demonstra que o0 aumento na fluorescéncia produzido nas reagbes
que contém alvo deve-se a combinag¢ao dependente do alvo de MNAzimas
cataliticamente ativas, que entao clivaram o substratorepérter. Uma curva-
padrao foi gerada plotando o log das concentragdes de DNA contra o ciclo-
limite, resultando em uma plotagem linear com um coeficiente de correlagdo
de 0,995. Na reagao que contém 6,4 pg de DNA genoémico, aproximadamen-
te 10 copias do alvo estariam presentes. Este exemplo demonstra a alta
sensibilidade desta abordagem.

Embora este experimento tenha usado razdes assimétricas de
iniciadores, os experimentos subsequentes com PCR em tempo real (dados
nao ilustrados) demonstraram que a detecgdo por MNAzimas foi compativel
também com PCR -que usa razoes assimétricas de iniciadores.
Exemplo 9: Reacao Multiplex com Miltiplas MNAzimas que Assestam
Miltiplos Alvos Simultaneamente.
9.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Multiplos alvos podem ser detectados simultaneamente em uma
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reagao multiplexada que compreende multiplas MNAzimas singulares. Cada
MNAzima tem bragos sensores especificos para um alvo e bragos de subs-
trato especificos para um membro singular de uma série de substratos gené-
ricos, cada um deles sendo rotulado com um fluoréforo diferente (Figura 18).
No exemplo que se segue, as MNAzimas foram desenhadas para detectar
dois alvos diferentes, a saber, as sequéncias de RPLPO e D-20. Deve-se
avaliar que inumeros alvos podem ser usados de acordo com o método. As
sequéncias das partizimas A e B estado listadas abaixo, de 5’ até 3'. Nas se-
quéncias que se seguem as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catali-
tico da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo e
as bases em italico hibridizam para o substrato.
SEQ ID NO: 29 Partizima A4 RO5A4/3-P: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTC-
TACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEQ ID NO: 30 Partizima B5 RO5B5/3-P: CGGTTGGTGAGGC-
TAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
SEQ ID NO: 34 Partizima A4 miR20A4/2: TACCTGCACTAACAACGAGAG-
GAAACCTT
SEQ ID NO: 35 Partizima BS miR20B5/2: TGCCCAGGGAGGCTAGCTTA-
AGCACTTTA
9.2. - Substratos-repoérter

Os dois substratos-repoérter usados neste exemplo foram SubBi-
2 e SubBi-3 com as seqliéncias, de 5’ para 3’, como abaixo. No presente
exemplo, SubBi-2 foi rotulado nas extremidades com uma por¢ao 6-FAM na
extremidade 5’ e uma porcdo BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado Sub-

'Bi-2-FB. SubBi-3 foi rotulado nas extremidades com uma por¢éo 6-JOE na

extremidade 5’ e uma por¢ao BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado Sub-
Bi-3-JB. |

A clivagem de SubBi-2-FB foi monitorada a 530 nm (comprimen-
to de onda de emissdo FAM) com excitacado em 485 nm (comprimento de
onda de excitagdo FAM) e a clivagem de SubBi-3-JB foi monitorada a 548
nm (comprimento de onda de emissdao JOE) com excitagdo em 520 nm
(comprimento de onda de excitagdao JOE). As bases em letras minusculas
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representam RNA e as bases em letras maitisculas representm DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
SEQIDNO:36  SubBi-3-JB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
9.3. Seqiiéncias-alvo

As seqléncias-alvo para este exemplo foram os oligonucleoti-
deos sintéticos RO5/1Target e D-20Target com as seqtiéncias, de 5’ para 3’,
como abaixo. A seqiéncia de RO5/1Target tem a mesma seqliéncia que
uma segao do gene de RPLPO, éxon 5, e a seqléncia de D-20Target é um
homélogo de DNA do RNA hsa-miR-20.
SEQ ID NO: 22 RO5/1Target:
GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG
SEQ ID NO: 12 D-20Target:
TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA
9.4. Condigoes da Reacao

A detecgdo das sequéncias-alvo foi medida monitorando o au-
mento no sinal fluorescente causado pela clivagem dos substratos-repdrter
pelas MNAzimas cataliticamente ativas. As reacOes foram iniciadas pela adi-
¢ao de substrato, e o volume total de todas reagdes foi de 25 pL. Todas rea-
¢oes foram conduzidas a 55°C em um termociclador SmartCycler® System
(Cepheid). A fluorescéncia para cada reagao foi lida a cada 7 segundos por
um total de 5 minutos. Todas reagGes na Tabela 10 continham o tampao
PCRII (Applied Biosystems) e MgCl, 25 mM.
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Tabela 10: Componentes de Reacdes para a Detec¢gao Simultanea de

Dois Acidos Nucléicos-alvo Diferentes.

Tipo de Partizimas | Partizimas
A B
Reacao Alvo
(1 uM) (1 uM)
Singleple -

NIIEPIEX | iR20A4/2 | miR20Bs/2 |2-20Target 1 uM
D-20 Nenhum alvo (H20)
Singleplex RO5A4/3- | RO5B5/3- | RO5/1Target 1 uM
RPLPO P P Nenhum alvot (H20)
Multiplex | miR20A4/2 | miR20B5/2 | D-20Target 1 pM
D-20 e e e
e RO5A4/3- | RO5B5/3- | RO5/1Target 1 uM
RPLPO P P Nenhum alvo (H0)

Cada cavidade da reagdo no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante um experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reagdes
realizadas nessa cavidade para permitir comparag¢des entre cavidades. '

9.5. Resultados: Detec¢ao e Clivagem do Substrato

As reagbes "uniplex" que contém o alvo D-20 ou RPLPO apre-
sentaram um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo em compara-
¢ao com o controle sem alvo (Figura 19 (i)). Isto demonstra que as partizi-
mas se combinam em uma MNAzima cataliticamente ativa e clivam o subs-
tratorepdrter apenas na presenga da sequéncia-alvo. Os controles "sem al-
vo" (dH20) ndo aumentaram em fluorescéncia, indicando que nenhuma cli-
vagem ocorreu na auséncia do alvo. A reagao multiplex para a detecg¢ao si-
multdnea de RPLPO e D-20 (Figura 19 (ii)) produziu resuitados similares
para cada alvo aqueles observados nas reagées uniplex para cada alvo. Ne-
nhum aumento na fluorescéncia foi observado na reagdo de controle "sem
alvo”. Estes resultados demonstram a detec¢éo simultdnea de multiplos al-
vOsS em uma unica reagao, sem perda de especificidade.

Exemplo 10: Uso de MNAzimas para a Quantificacado de Amplicons
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Produzidos por Ampliagao in vitro de microRNA.
10.1. Partizima Oligonucleotideos de Partizimas

As MNAzimas podem ser usadas para monitorar a ampliagdo de
acidos nucléicos-alvo em tempo real, usando métodos de ampliacdo de al-
vos in vitro, tal como RT-PCR. Além disso, 0 monitoramento em tempo real
permite que a quaniidade de alvo inicialmente presente na reagao seja quan-
tificada. Neste exemplo, a ampliagdo e a detecgdo sao realizadas em um
processo de duas etapas, onde a primeira etapa envolve a produgao de cD-
NA por intermédio de transcri¢cdo reversa, e depois a ampliagédo por PCR e a
detecgcdao mediada por MNAzima do cDNA ocorrem simultaneamente na se-
gunda etapa. Os oligonucleotideos de partizimas A e B usaram o desenho 6
com bragos sensores complementares ao microRNA humano hsa-let-7a. Os
oligonucleotideos de partizimas estao listados abaixo, sendo que "-P" indica
a fosforilagdo em 3’ do oligonucleotideo. Nas sequéncias que se seguem as
bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada,
as bases em negrito hibridizam com o alvo, e as bases em italico hibridizam
para o substrato.
SEQ ID .NO: 37 Partizima A4 PCR7aA4/2-P: GACCGTGAGGTAGTAACA-
ACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 38 Partizima B5 PCR7aB5/2-P. TGCCCAGGGAGGC-
TAGCTGGTTGTATAGTTGTC-P
10.2. = Substratorepérter

O substratorepoérter para este exemplo é SubBi-2 com a sequén-
cia, de 5’ para 3’, como abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 foi rotulado
nas extremidades com uma porgao 6-FAM na extremidade 5’ e uma por¢ao
BHQ1 na extremidade 3, e foi designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-
2-FB foi monitorada a 516 nm (comprimento de onda de emissao FAM) com
excitacdo em 492 nm (comprimento de onda de excitagdo FAM). Na se-
gliéncia que se segue as bases em letras minusculas representam RNA e as
bases em letras maiusculas representam DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
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10.3. Sequiéncias-alvo

A curva-padrao para este exemplo foi gerada por uma RT-PCR
em duas etapas de um oligonucleotideo de RNA sintético, R-let7a, que tem
uma sequéncia homoéloga a espécie RNA hsa-let-7a. A seqliéncia de R-
let7a, escrita de 5’ para 3’, é a seguinte:
SEQ ID NO: 39 R-let7a:
ugagguaguagguuguauaguu

As amostras do RNA total humano de células do célon (Ambion),
células leucémicas K562, células de cancer cervical HeLa (Ambion) e células
do bago (Clontech) foram ampliadas e analisadas quanto a abundancia de
hsa-let-7a.
10.4. Iniciadores de PCR para Ampliagcao de hsa-let-7a

Os iniciadores que se seguem foram usados para a ampliagao
de hsa-let-7a. O iniciador 3let7a foi usado para a transcricdo reversa, € os
iniciadores 5Slet7a e 3PCR7a foram usados para a ampliagao por PCR.
SEQ ID NO: 40 Iniciador 3let7a:
AGCGAAGCTGAGACAACTATACAA
SEQ ID NO: 41 Iniciador 5let7a:
CGACGTGACCGTGAGGTAG
SEQ ID NO: 42 Iniciador 3BPCR7a:
CATGGCACAAGCGAAGCTGA
10.5. Componentes da Reacao: Transcricao Reversa de Seqlién-
cia-alvo

A transcrigao reversa da sequéncia-alvo foi realizada em um vo-
lume total da reagao de 25 pL. As reagdes foram incubadas em um termoci-
clador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) por 20 minutos a 20°C, e
em seguida 20 minutos a 30°C, e depois 20 minutos a 40°C. As reagoes
continham 3let7a 10 nM, MgCl. 5 mM, 300 uM de cada dNTP, 20 unidades
de RNAsina (Promega), -1 x Immobuffer (Bioline), 100 unidades de M-MLV
RT(H-) e 5 pL de R-let7a (6 x 10"" cépias) ou RNA total humano do célon
normal (0,1 ng), K562 (0,1 ug), HelLa (0,2 ug) ou bago (0,2 ug ). Uma reagao
de controle continha todos reagentes acima, mas sem RNA-alvo, contendo
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em vez dele 5 pL de dH.O apenas.
10.6. Componentes da Reacado: Ampliacao e Quantificacdo de Se-
quéncia-alvo

A ampliagdo e quantificacdo em tempo real da seqiiéncia-alvo
foram realizadas em um volume total da reacao de 25 pL. Todas reagdes
foram conduzidas em um Sistema Mx3005P® QPCR (Stratagene). Os para-
metros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15 se-
gundos e 40°C por 30 segundos (com um aumento de 1°C na temperatura
por ciclo), e finalmente 50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 50°C por 30
segundos. As reag¢des continham 200 nM 3PCR7a e 40 nM de 5let7a,

400nM PCR7aA4/2-P e 400nM PCR7aB5/2-P, 200 nM SubBi-2-FB, 10 mM

MgCl,, 200 pM de cada dNTP, 20 unidades de RNAsina (Promega), 1 x Im-
mobuffer (Bioline), 1 unidade de Immolase (Bioline) e 5 pL de cDNA de R-
let7a (contendo 5 x 10%, 5 x 107, 5 x 10°, 5 x 105, 5 x 10* cépias) ou modelo
de RNA total humano (célon normal, 0,5 ug; K562, 0,5 pg; Hela, 1 ug; bago,
1 ug) ou nenhum alvo (dH20).
10.7. Resultados: Ampliacao de Alvo e Clivagem do Substratore-
porter SubBi-2-FB

A MNAzima para a detecgdo e quantificagdao em tempo real de
hsa-let-7a apresentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo
quando a sequéncia-alvo usada foi o cDNA gerado a partir do oligonucleoti-
deo de RNA sintético ou 0 RNA total humano. Nao houve qualquer sinal de-
tectado no caso da reagao de controle sem alvo (Tabela 11). Isto demonstra
qgue o aumento na fluorescéncia produzido em reagdes que contém alvo de-
veu-se a combinag¢ao dependente do alvo de MNAzimas cataliticamente ati-

vas que depois clivaram o substratorepérter. Uma curva-padrao foi gerada

.plotando o log das concentragdes iniciais do RNA contra o ciclo limite, resul-

tando em uma plotagem linear com um coeficiente de correlacdo de 0,999.
Quatro amostras do RNA total humano também foram ampliadas e a quanti-
dade de hsa-let-7a em cada uma foi estimada extrapolando a partir da curva-
padrédo (Tabela 11).
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Tabela 11: Resultados de Reacoes para a Ampliacdo e Deteccdo de

Amplicons de hsa-let-7a.

Amostra Limite (Ct) { Numero de Copias | Comentarios
Média de|Padrado Conhecido
Duplicatas | (S) ou Estimado (E)
Padrdo 1 19,4 5x 108 (S) Curva-padrdo
Padréo 2 23,1 5x107(S) (média de reagdes
Padrdo 3 | 26,9 5 x 10°(S) em duplicata)
= 5 R%=0,999
Padrao 4 30,9 5x10°(S) ST
Padido 5 | 34,7 5x10° (S) Inclinagao = -3,829
Eficiéncia = 83%
Nenhum Nenhum 0 Nenhum sinal
controle do | sinal
alvo de
RNA
RNA do | 20 4 x 108 (E) hsa-let-7a detectado
Célon e quantificado em
RNA de | 31 3,5 x 10° (E) todas amostras do
K562 ’ teste
RNA de | 22 1,3x 108(E)
HelLa
RNA  do|22 7.6 x10°(E)
baco

Este exemplo demonstra a capacidade de as MNAzimas detec-
tarem e quantificarem amplicons gerados pela ampliacao por RT-PCR de
espécies de microRNA humano. Os MicroRNA's sao dificeis de ampliar e
detectar em virtude do seu tamanho pequeno de cerca de 22 bases. As
MNAzimas sao apropriadas para esta aplicacao.

Exemplo 11: Uso de MNAzimas para Detectar Metilagado de DNA
11.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Esta demonstrado no Exemplo 19 que a PCR em tempo real e a
geragao de sinal mediada pela MNAzima possibilitam a discriminagao entre
sequéncias de acidos nucléicos completamente emparelhadas e aquelas
que contém desemparelhamentos com C oposto a C. Esta capacidade pos-
sibilita que as MNAzimas sejam usadas para a analise do estado da metila-
cao de células. As alteracbes no padrao de metilagao ocorrem frequente-



10

15

20

25

30

131

mente em associagdo com cancer. A maioria dos protocolos para a andlise
da metilagdo comega com a modificag@o por bissulfito do DNA gendmico,
que converte citidinas nao-metiladas, porém ndo as metiladas, em uridinas.
A ampliagdo por PCR do DNA modificado, entdo, substitui as uridinas por
timidinas, e varios métodos podem ser usados para distinguir as sequiéncias
que contém T (originalmente C nao-metilado) e C (originalmente C metilado).
No exemplo que se segue, uma MNAzima foi usada para determinar o esta-
do de metilagdo de supletos de CpG especificos na regido promotora do ge-
ne p16 no DNA modificado com bissuilfito.

Neste exemplo, as partizimas foram designadas para equivaler a
sequiéncia produzida depois da modificagdo com bissulfito de um gene p16
metilado. As sequéncias das partizimas estao listadas abaixo (de 5’ para 3').
Nas sequéncias que se seguem, as bases sublinhadas fazem parte do nu-
cleo catalitico da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com
o alvo modificado por bissulfito, e as bases em itélico hibridizam para o subs-
trato. O "-P" indica a fosforilagdo em 3’ do oligonucleotideo.

SEQ ID NO: 43 Partizima A5 p16A5/3-P: GCCCCCGCCTCCAACTACAAC-
GAGGTTGTGCTG-P

SEQ ID NO: 44 Partizima B6 p16B6/3-P: CGGTTGGTGAGGCTAGCA-
ACGCCCGCACCTC-P '

11.2. Substratorépérter

O substratoreporter usado neste exemplo foi SubBi-3. No pre-
sente exemplo, SubBi-3 foi rotulado nas extremidades com um grpamento 6-
FAM na extremidade 5’, e uma por¢do BHQ1 na extremidade 3', e foi desig-
nado SubBi-3-FB. A clivagem de SubBi-3-FB foi monitorada a 530 nm (com-
primento de onda de emissao FAM) com excitagcdo em 485 nm (comprimento
de onda de excitagdo FAM). A sequéncia de SubBi-3-FB esta ilustrada abai-
xo (de §' para 3'); as bases em letras minusculas representam RNA e as ba-
ses em letras maiusculas representam DNA.

SEQ ID NO: 31 SubBi-3-FB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
11.3. Iniciadores de PCR iniciadores para Ampliacdo de p16 modi-
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ficado com bissulfito

Neste exemplo, os iniciadores da PCR foram desinados para
equivaler ao alvo modificado com bissulfito, que era originalmente metilado.
A seq[}éncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in vitro do
DNA gendémico humano modificado com bissulfito, usando os iniciadores de
PCR oligonucleotideos listados abaixo (de 5’ para 3').

SEQ ID NO: 45 Iniciador 5p16:
GTTGGTTACGGTCGCGGTTC

SEQ ID NO: 46 Iniciador 3p16:
CCGACCGTAACTATTCGATACG

11.4. Seqiiéncias-alvo e Controles.

O DNA gendmico humano extraido da linhagem de células K562
foi usado como um DNA gendémico de controle negativo que contém um
promotor do gene p16 ndao-metilado. O DNA genémico metilado CpG univer-:
sal (Chemicon) foi usado como um controle para o promotor do gene p16
metilado. O DNA genémico foi modificado com bissulfito de um dia para o
outro, usando o kit MethylEasy (Human Genetic Signatures), de acordo com
as instrugdes do fabricante. O DNA metilado e o0 DNA ndo-metilado foram
entédo diluidos serialmente para produzir amostras que contém proporgdes
variadas de DNA metilado no promotor do gene p16, a saber: 100%, 20%,
4%, 0,8%, 0,16% e 0,032%. Usou-se dH.0 isenta de nuclease no lugar do
DNA gendmico como um controle sem alvo.

11.5. Componentes da Reacao: Ampliacao e Quantificagao de Se-
quéncia-alvo

A ampliagéo e quantificacdo em tempo real da seqiéncia-alvo
foram realizadas em um volume total da reagao de 25 pl. Todas reagdes fo-
ram conduzidas em um Sistema Stratagene MX3005p QPCR. Os parame-
tros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15 segun-
dos e 56°C por 30 segundos, e finalmente 50 ciclos de 95°C por 15 segun-
dos e 52°C por 30 segundos. As reag¢des continham 5p16 200 nM e a40 nM
de 3p16, p16A5/3-P 200 nM e p16B6/3-P 200 nM, SubBi-3-FB 200 nM, Mg-
Cl, 7,5 mM, 200 pM de cada dNTP, 10 unidades de RNAsina (Promega), 1 x
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Immobuffer (Bioline), 1 unidade de Immolase (Bioline) e 150 ng de DNA ge-
ndémico modificado com bissulfito (contendo 100%, 20%, 4%, 0,8%, 0,16%
ou 0,032% de DNA metilado) ou dH,O apenas (nenhuma reag¢édo de controle
do alvo). Todas reagdes foram realizadas em duplicata.
11.6. Resultados: Detec¢ao da Metilagado por uma MNAzima

A MNAzima especifica de metilagao apresentou um aumento na
fluorescéncia no decorrer do tempo quando a amostra-alvo continha 100%
descendo até 0,16 % de DNA metilado (Tabela 12). Em contraste, quando a
amostra-alvo continha 0,032% e 0% de DNA metilado, a reagdo apresentou
um baixo nivel de fluorescéncia, similar aquele observado no controle sem
alvo, e a fluorescéncia ndo aumentou no decorrer do tempo. Como a percen-
tagem de alvo metilado diminuiu, o Ct da reagdo aumentou e uma cruva-
padrao foi plotada com um valor de R? de 0,996. Os resultados experimen-
tais estao resumidos na Tabela 12 abaixo.
Tabela 12. Uso de MNAzimas para Detectar a Metilagao de DNA em A-

mostras de DNA Gendémico Modificado com Bissulfito.

% de Metilagao | Ct (media de du-| Comentarios

plicatas)
100 19,36 A curva-padrao gerada usan-
20 20,94 do estes valores tiveram um
4 23,33 R? = 0,996, uma eficiéncia de
0.8 24,83 133% e uma inclinagdo de -
0.16 27,02 2,72.
0,032 Nenhum Ct Nao detectado
0 (100% nao- | Nenhum Ct Nenhum sinal para controle
metilado) nao-metilado
Nenhum controle de { Nenhum Ct Nenhum sinal para controle
alvo sem alvo

Os iniciadores especificos de p16 metilado e a MNAzima foram

capazes de discriminar entre um alvo metilado e ndo-metilado, sob as condi-

¢bes usadas neste exemplo. Além disso, o sistema permitiu a detec¢do de




10

15

20

25

30

134

alvo 0,16% metilado em um fundo de alvo ndo-metilado. 100% de eficiéncia
em uma reagao de PCR infere uma duplicagdo em cada ciclo. A eficiéncia
observada neste experimento de 133% indica que ha ampliacdo do alvo (por
PCR) e também detec¢do de amplicons ampliada pela atividade catalitica da
MNAzima.

Exemplo 12: MNAzimas que se Combinam a Partir de Partizimas que
Tém Bracos Sensores que Formam Estruturas Grampo.

A estrutura de partizimas, que sdo capazes de se combinarem
para dar MNAzimas ativas, é flexivel. Este exemplo demonstra estruturas
adicionais que sao compativeis com a atividade de MNAzima.

12.1. Oligonucleotideos de Partizimas

A detecgdo usando MNAzimas pode ser realizada também
quando a regiao dos bragos sensores da partizima A, ou da partizima B, ou
da partizima A e também da B, é seguida de uma seqliéncia grampo arbitra-
ria. Nos experimentos que se seguem, as partizimas A e B foram desenha-
das para acertar a sequéncia de um microRNA humano, hsa-miR-143. As
sequéncias dos oligonucleotideos da partizima A e da partizima B estao lis-
tadas abaixo, de 5’ para 3'. Nas sequéncias que se seguem, as bases subli-
nhadas fazém parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, as bases
em negrito hibridizam com o alvo, as bases em italico hibridizam para o
substrato e as bases em letras normais formam a grampo.
SEQ ID NO: 142  Partizima A2 miR143 A2/1: TGAGCTACAGTCGGTC-
GAAATAGTGAGT
SEQ ID NO: 143 Partizima B3 miR143 B3/1: CATCTCTTCTCC-
GAGCGCTTCATCTCA
SEQID NO: 144  Partizima A2 miR143 A2H/1: GGCACTAACGTGCCT-
GAGCTACAGTCGGTCGAAATAGTGAGT
SEQID NO: 145 Partizima B3 miR143 B3H/1: CATCTCTTCTCC-
GAGCGCTTCATCTCACGACGATAACGTCG |
12.2. Substratoreporter

A atividade da MNAzima foi monitorada pela clivagem de um

substratorepérter de acidos nucléicos rotulado duplamente. O substratore-
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porter para este exemplo foi SubBi-1-FB com a sequéncia, de 5’ para 3, a-
baixo. As bases em letras minuculas representam RNA e as bases em letras
mailsculas representam DNA. As bases sublinhadas indicam a posigao de
uma porgdo 6-FAM na extremidade 5’ e uma porgdo BHQ1 na extremidade
3'. As mudangas na fluorescéncia em virtude da clivagem de SubBi-1-FB no
desoxirribonucleotideo entre FAM e BHQ1 foram monitoradas a 530 nm
(comprimento de onda de emissdo FAM) com excitagado em 485 nm (com-
primento de onda de excitagdo FAM). '
SEQ ID NO: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
12.3. Alvo

A seqléncia do alvo para este exemplo foi um -oligonucleotideo
de DNA, D-143Target, que tem uma sequéncia homdloga ao microRNA hu-
mano, hsa-miR-143. A sequiéncia de D-143Target foi a seguinte, de 5’ para
3. '
SEQID NO: 146 D-143Target:
TGAGATGAAGCACTGTAGCTCA
124 Condi¢boes da Reagdo

A deteccdo da seqléncia-alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNAzi-
ma cataliticamente ativa. As reacOes foram iniciadas pela adigao de substra-
to, e o volume total de todas reagbes foi de 25 pL. Todas reagbes foram
conduzidas a 40°C em um termociclador SmartCycler® System (Cepheid). A
fluorescéncia para cada reagao foi lida a cada 7 segundos por um total de 10
minutos. Todas reagdes na Tabela 13 continham a mistura em massa que
consiste em SubBi-1-FB 1 pyM, Tris HCI 10 mM (pH 9,0 a 25°C) e MgCl, 25

mM.
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Tabela 13: Componentes de Reagdes para a Detecgao de um Acido Nu-

cléico-alvo.
Partizima A | PartiziméaB | Reacgéo Modelo
Tipo de Reagdo | miR143 miR143 da MNa-|(D-143 Tar-
(0,8 uM) (0,8 uM) zima get)
Nenhuma das | Alvo 0,1 uM
partizimas  teve | A2/1 B3/1 Nenhum | Zero (apenas
um grampo alvo H20)
Uma  partizima | A2H/1 B3/1 Alvo 0,1 uM
continha um Alvo 0,1 uM
A2/1 B3H/1
| grampo :
Ambas partizimas - | Alvo 0,1 uM
continham um | A2H/1 B3H/1 | Nenhum Zero apena-
grampo alvo sH20)

Cada cavidade da reagdo no termociclador SmartCycler® Sys-
tem (Cepheid) utilizado durante um experimento foi primeiramente testado
quanto a seu nivel de fundo da fluorescéncia, pois isto reconhecidamente
varia entre cavidades. Isto foi medido lendo a fluorescéncia da mistura em
massa sozinha. Este valor foi entdo subtraido de todas as outras reag¢des
realizadas nessa cavidade para permitir comparagoes entre cavidades.

12.5. Resultados: Detec¢do da Clivagem do Substratorepérter
SubBi-1-FB

As vérias combinag¢des de desenhos das partizimas A e B foram
todas capazes de serem combinadas para dar MNAzimas ativas. Estas ulti-
mas clivaram o substratorepérter, como evidenciado por um aumento na flu-
orescéncia, apenas na presenga da sequéncia-alvo. Neste exemplo, os bra-
¢os sensores das partizimas tinham sido estendidos com a sequéncia que
formou um grampo. As reagdes, que continham uma partizima com um
grampo (partizima A ou partizima B), ou onde ambas partizimas (A e B) con-
tinham grampos, deram sinais fluorescentes similares aquele observado

quando as partizimas que careciam de grampos foram usadas. Nenhum au-




10

15

20

25

30

137

mento no sinal foi observado em qualquer uma das reagbes de controle que
careciam de alvo. |

O desenho de partizimas que contém grampos proporciona uma
estratégia apropriada para a deteccao de sequéncias curtas, tal como mi-
croRNA. O oligonucleotideo de DNA detectado neste experimento tinha a-
penas 22 bases. Esta sequéncia foi detectada usando partizimas, as quais
contém ou nao grampos. O desenho de grampo proporciona uma estrutura
mais estavel e proporciona flexibilidade adicional no desenho de partizimas
que reconhecidamente sdo compativeis com a combinagdo e a atividade
catalitica da MNAzima.
Exemplo 13: Uso de MNAzimas para a Quantificacdo Simultdnea de
Quatro Seqiiéncias de Acidos Nucléicos por Intermédio de RT-PCR
13.1. Oligonucleotideos de Partizimas para um Ensaio Quéadruplo
de RT-PCR

Multiplos alvos podem ser ampliados simultaneamente em tem-
po real, usando métodos de ampliagdo de alvos in vitro, tal como RT-PCR.
Além disso, a ampliagdo dos alvos pode ser monitorada simultaneamente
em tempo real, em uma reagao multiplexada que compreende multiplas
MNAzimas singulares. Cada MNAzima tem bragos sensores especificos pa-
ra um alvo, e bragos de substrato especificos para um membro singular de
uma série de substrates genéricos, cada um deles sendo rotulado com um
fluoréforo diferente (Figura 18). Neste exemplo, as MNAzimas foram dese-
nhadas para detectar quarto alvos diferentes, a saber, transcritos de BCR
humano, RPLPO, B-actina e HPRT. Deve-se avaliar que inimeros alvos po-
dem ser usados de acordo com o método. As sequéncias das partizimas A e

B para cada alvo estdo listadas abaixo, de 5’ para 3’. Nas seqiiéncias que se

~seguem as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da MNAzima

combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo, e as bases em itali-

co hibridizam para o substrato.
SEQ ID NO: 51 Partizima A4 BaA4/2-P: AGATCAAGATCATTGCTCCACA-

ACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 52 Partizima BS BaB5/2-P: TGCCCAGGGAGGCTAGCTTCCT-
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GAGCGCAAGTACTC-P
SEQ ID NO: 29 Partizima A4 RO5A4/3-P: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTC-
TACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEQ ID NO: 30 Partizima B5 RO5B5/3-P: CGGTTGGTGAGGC-
TAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
SEQ ID NO: 55 Partizima A4 BCRA4/6-P: AGTTCAAATCTGTACTGCAC-
CACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEQ ID NO: 56 Partizizma B5 BCRB5/6-P: CTGGGAGGAAGGC-
TAGCTCTGGAGGTGGATTCCTTTGG-P
SEQ ID NO: 57 Partizima A4 HPRTA4/7-P. ACTGAATAGAAATAGTGA-
TAGATACAACGAGTGCCATGTTAA-P '
SEQ ID NO: 58 Partizima B5 HPRTB5/7-P: TATCACAGCCAAGGC-
TAGCTCCATTCCTATGACTGTAGATT-P
13.2. Substratos-reporter

Para este exemplo, foram usados quatro substratos repérter di-
ferentes, cada um rotulado com um fluoréforo diferente. As seqléncias dos
substratos estdo indicadas, de 5’ para 3’, abaixo. No presente exemplo,
SubBi-2 foi rotulado nas extremidades com uma por¢ao 6-JOE na extremi-

‘dade 5’ e uma por¢cao BHQ1 na extremidade 3', e foi designado SubBi-2-JB.

A clivagem de SubBi-2-JB foi monitorada a 555 nm com excitacdo em 535
nm. SubBi-3 foi rotulado nas extremidades com uma por¢ao Quasar 670 na
extremidade 5’ e uma por¢cdo BHQ2 na extremidade 3', e foi designado Sub-
Bi-3-Q6B2. A clivagem de SubBi-3-Q6B2 foi monitorada a 665 nm com uma
excitacdo em 635 nm. SubBi-6 foi rotulado nas extremidades com uma por-
¢ao Texas Red na extremidade 5’ e uma por¢do BHQ2 na extremidade 3’, e
foi designado SubBi-6-TRB2. A clivagem de SubBi-6-TRB2 foi monitorada a
610 nm com excitagcao em 585 nm. O quarto substrato, SubBi-7, foi rotulado
nas extremidades com uma porg¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e uma porgao
BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-7-FB. A clivagem de SubBi-
7-FB foi monitorada a 516 nm com uma excitagao em 492 nm. As bases em
letras minusculas representam RNA e as bases em letras maiusculas repre-

sentam DNA.
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SEQ ID NO: 59 SubBi-2-JB:

AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA

SEQ ID NO: 60 SubBi-3-Q6B2:

CAGCACAACCguCACCAACCG

SEQ ID NO: 61 SubBi-6-TRB2:

ATCACGCCTCguTCCTCCCAG

SEQ ID NO: 62 SubBi-7-FB:

TTAACATGGCACguTGGCTGTGATA

13.3. Seqtiéncias-alvo e Iniciadores de PCR para a Ampliagdo dos

Quatro Amplicons .
O RNA total humano de células leucémicas K562 foi usado co-

mo modelo para a ampliagdo in vitro de todos quatro transcritos do alvo. Os

amplicons foram gerados por RT-PCR usando os iniciadores de PCR oligo-

nucleotideos listados abaixo. |

SEQ ID NO: 32 5’ Iniciador 5RO5/1:

CATTCTATCATCAACGGGTA

SEQ ID NO: 33 3’ Iniciador 3RO5/1:

CAAAGGCAGATGGATCAG

SEQ ID NO: 63 5’ Iniciador 5Bactin:

CATTGCCGACAGGATGCAGA

SEQ ID NO: 64 3’ Iniciador 3Bactin:

GAGCCGCCGATCCACACG

SEQ ID NO: 65 5’ Iniciador 5SBCR14:

CACTCAGCCACTGGATTTAA

SEQ ID NO: 66 3’ Iniciador 3BCR15/6:

GCGCGTCTTTGCTTTATTC

'SEQ ID NO: 67 5’ Iniciador SHPRT/5:

CTTTGCTGACCTGCTGGATTA

SEQ ID NO: 68 3’ Iniciador 3HPRT/8:

CCTGTTGACTGGTCATTACAA

13.4. Componentes da Reacao: Ampliacao e Quantificagéo'de Se-

quéncia-alvo
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A ampliagdo e quantificagdo em tempo real das seqiiéncias-alvo
foram realizadas em um volume total da reacdo de 25 plL. Todas reac¢des
foram conduzidas em um Sistema Mx3005P® QPCR (Stratagene). Os pa-
rametros da ciclagem foram 50°C por 30 minutos, 95°C por 7 minutos, 10
ciclos de 95°C por 15 segundos e 65°C por 30 segundos (com um decrésci-
mo de 1°C na temperatura por ciclo), e finalmente 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, e 54°C por 30 segundos. As reagbes continham 40 nM.de cada
iniciador 5’ e 200 nM de cada iniciador 3’, 200 nM de cada partizima A e 200
nM de cada partizima B, 200 nM de cada substrato, MgCl> 10 mM, 200 uM
de cada dNTP, 10 undades de RNAsina (Promega), 20 unidades de M-MLV
RT (H-), 1 x Immobuffer (Bioline), 1,5 unidade de immolase (Bioline), e mo-
delo de RNA total (100 ng, 20 ng, 4 ng, 800 pg, 160 pg ou 32 pg) ou nenhum
alvo (dH20).

Tabela 14: Componentes de Reagbes para a Detec¢do Simultanea de

Quatro Acidos Nucléicos-alvo.

Iniciadores Substrato
Tipo de Partizima A | Partizima B
5°(40 nM) (200 nM) | Alco
Reacao (200 nM) (200 nM)
3’(200 nM)
5Bactin SubBi-2-JB RNA total hu-
BaA4/2-P BaB5/2-P
Multiplex | 3Bactin mano
B-actina | 5RO5/1 SubBi-3- 100 ng
RPLPO | 3ROS/ RO5A4/3-P | ROSBS/3-P | QeB2 20 ng
BCR 4ng
3BCR15/6 BCRA4/6-P | BCRB5/6-P TRB2 160 pg
' 32 pg
5HPRT/5 SubBi-7-FB
ou
HPRTA4/7-
3HPRT/8
P HPRTBS/7-P nenhum  RNA
(H0)
13.5. Resultados: Ampliacao Simultidnea de Quatro Sequéncias-

alvo Diferentes e Deteccédo por Intermédio da Clivagem de Quatro Subs-

tratos-reporter Diferentes
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As quatro MNAzimas usadas para a deteccao e quantificagao
em tempo real de transcritos de 3-actina, RPLPO, BCR, e HPRT apresenta-
ram um aumento na fluorescéncia no decorrer do tempo quando a sequén-
cia-alvo usada era RNA total humano ampliado por intermédio de RT-PCR
(Tabela 15). A fluorescéncia do controle do alvo sem RNA para todas as
quatro reagGes foi mais baixa do que aquela nas reagdes que contém alvo
RNA e ndo aumentou durante a reacao (Tabela 15). Isto demonstra que o
aumento na fluorescéncia produzido em reagdes que contém o alvo deveu-
se a combinac¢do dependente do alvo de MNAzimas cataliticamente ativas
que entao clivaram o sUbstratorepc’ther.

Foram geradas curvas-padrao para todos os quatro alvos, plo-
tando o log das concentragdes de RNA contra o ciclo limite, resultando em
uma plotagem linear. O limite (Ct) de cada padrao esta indicado na Tabela
15. Os valores de Ct indicados na tabela sdo uma media dos resultados para
reacdes em duplicata. O coeficiente de correlagdo (R?), a inclinagdo e a efi-
ciéncia da reagao para cada alvo também estao indicados na Tabela 15.
Tabela 15: Resultados de Rea¢oes para a Ampliagdo e Deteccédo Simul-

tanea de Quatro Acidos Nucléicos-alvo Diferentes

Modelo Limite (Ct)
(RNAtotal) ['g actina | RPLPO I BCR HPRT
(JOE) (Quasar 670) | (Texas Red) | (FAM)
100 ng 11,2 12,8 17,6 16,2
20 ng 13,8 15,2 19,9 18,5
4 ng 16,7 17,5 22,4 20,9
800 pg | 19,1 20,1 25,0 23,5
160 pg 21,5 22,7 | 27,1 26,0
32 pg 23,8 | 25,2 29,1 27,7

.no-RNA Nenhum Ct Nenhum Ct Nenhum Ct Nenhum Ct
control

Cruva pa- | R?=0,998 R?= 1,000 R2= 0,998 R?= 0,997

dréo Inclinagdo = - | Inclinagdo = - | Inclinagdo = - | Inclinacdo = -
3,599 3,561 3,320 3,370
Eficiéncia = | Eficiéncia = | Eficiéncia = | Eficiéncia =

1 90% 91% 100% 98%
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A reacao da MNAzima RTPCR neste exemplo permitiu a detec-
¢éo e geracao simultdnea de curvas-padrao para a quantificagédo de quatro
alvos em uma unica reacao muItipIex_que incluiu quatro substrates genéri-
cos. Estes substratos genéricos sao apropriados para monitorar outras com-
binagbes de quatro alvos em uma unica reacgao.

Exemplo 14: Uso de MNAzimas para a Quantificacdo de Cinco Seqiién-
cias de Acidos Nucléicos em uma RT-PCR Multiplex em Tempo Real
14.1. Oligonucleotideos de Partizimas para um Ensaio Quintuplo
de RT-PCR

Multiplos alvos podem ser ampliados simultaneamente em tem-
po real, usando métodos de ampliagao de alvos in vitro, tal como RT-PCR.
Aém disso, a ampliagdo dos alvos pode ser monitorada simultaneamente em
tempo real, em uma rea¢do multiplexada que compreende multiplas MNAzi-
mas singulares. Cada MNAzima tem bragos sensores especificos para um
alvo, e bragos de substrato especificos para um membro singular de uma
série de substrates genéricos, cada um deles sendo rotulado com um fluoré-
foro diferente (Figura 18). Neste exemplo, as MNAzimas foram desenhadas
para detectar cinco alvos diferentes, a saber, BCR, RPLPO éxon 4, B-actina,
RPLPO éxon 5 e sequéncias de RNMm HPRT. Deve-se avaliar que inime-
ros alvos podem ser usados de acordo com 0 método. As sequéncias das
partizimas A e B estao listadas abaixo, de 5’ para 3'. Nas seqiiéncias que se
seguem, as bases sublinhadas fazem parte do nucleo cataliticoda MNAzima
combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo, e as bases em itali-
co hibridizam para o substrato.

SEQ'ID NO: 69 Partizima A4 BaA4/7-P: AGATCAAGATCATTGCTCCACA-
ACGAGTGCCATGTTAA-P '
SEQ ID NO: 70 Partizima B5 BaB5/7-P: TATCACAGCCAAGGC-
TAGCTTCCTGAGCGCAAGTACTC-P

SEQ ID NO: 71 Partizima A4 RO5A4/4-P: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTC-
TACAACGAGTGCGCCATG-P

SEQ ID NO: 72 Partizima B5 RO5B5/4-P: TACTTCTCCCAAGGC-
TAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
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SEQ ID NO: 55 Partizima A4 BCRA4/6-P: AGTTCAAATCTGTACTGCAC-
CACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEQ ID NO: 56 Partizima B5 BCRB5/6-P: CTGGGAGGAAGGC-
TAGCTCTGGAGGTGGATTCCTTTGG-P
SEQ ID NO: 75 Partizima A4 HPRTA4/2-P. ACTGAATAGAAATAGTGA-
TAGATACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 76 Partizima B5 HPRTB5/2-P: TGCCCAGGGAGGCTAGCTC-
CATTCCTATGACTGTAGATT-P
SEQ ID NO: 77 Partizima A4 RO4A4/3-P: GCTGGTCATCCAGCAGACA-
ACGAGGTTGTGCTG-P
SEQ ID NO: 78 Partizima B5 RO4B5/3-P CGGTTGGTGAGGC-
TAGCTGTGTTCGACAATGGC-P
14.2. Substratos-repérter

Para este exemplo, foram usados cinco substratos-repérter dife-
rentes, cada um deles tendo sido rotulados com um entre cinco fluoréforos
diferentes. As seqiéncias dos substratos estdao grafadas de 5’ para 3'. No
presente exemplo, SubBi-2 foi rotulado nas extremidades com uma porgéao
Alexa 350 na extremidade 5’ e uma por¢ao BHQ1 na extremidade 3', e foi
designado SubBi-2-A350B. A clivagem de SubBi-2-A350B foi monitorada a
440 nm com excitagdo em 350 nm. SubBi-3 foi rotulado nas extremidades
com uma por¢ao Quasar 670 na extremidade 5’ e uma porgdo BHQ2 na ex-
tremidade 3', e foi designado SubBi-3-Q6B2. A clivagem de SubBi-3-Q6B2
foi monitorada a 665 nm com excitagao em 635 nm. SubBi-6 foi rotulado nas
extremidades com uma porgao Texas Red na extremidade 5' e uma porgao
BHQ2 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-6-TRB2. A clivagem de
SubBi-6-TRB2 foi monitorada a 610 nm com excitagdo em 585 nm. SubBi-7
foi rotulado nas extremidades com uma por¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e
uma porcao BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-7-FB. A cliva-
gem de SubBi-7-FB foi monitorada a 516 nm com excitagdo em 492 nm.
SubBi-4 foi rotulado nas extremidades com uma porgao 6-JOE na extremi-
dade 5’ e uma porcédo BHQ1 na extremidade 3', e foi designado SubBi-4-JB.
A clivagem de SubBi-4-dB foi monitorada a 655 nm com excitacdo em 535
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nm. As bases em letras minusculas representam RNA e as bases em letras
maiusculas representam DNA.

SEQ ID NO: 79 SubBi-2-A350B:

AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA

SEQ ID NO: 60 SubBi-3-Q6B2:

CAGCACAACCguCACCAACCG

SEQIDNO: 61  SubBi-6-TRB2:

ATCACGCCTCguTCCTCCCAG

SEQ ID NO: 62 SubBi-7-FB:

TTAACATGGCACguTGGCTGTGATA

SEQ ID NO: 83 SubBi-4-JB:

CATGGCGCACguTGGGAGAAGTA

14.3. Seqliéncias-alvo e Iniciadores de PCR para Ampliagdo de
Cinco Seqtiéncias-alvo de MRNa.

O RNA total humano extraido de células K562 foi usado como
modelo para a ampliagao in vitro de todos 0s cinco alvos. Os amplicons fo-
ram gerados por ampliagao in vitro, usando os iniciadores de PCR oligonu-
cleotideos listados abaixo.

SEQIDNO:32 5 Iniciador 5SRO5/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA

SEQ ID NO: 33 3’ Iniciador 3R0O5/1:
CAAAGGCAGATGGATCAG

SEQ ID NO: 63 5’ Iniciador 5Bactin:
CATTGCCGACAGGATGCAGA

SEQ ID NO: 64 3’ Iniciador 3Bactin:
GAGCCGCCGATCCACACG

SEQ ID NO: 65 5’ Iniciador 5BCR14:
CACTCAGCCACTGGATTTAA

SEQ ID NO: 66 3’ Iniciador 3BCR15/6:
GCGCGTCTTTGCTTTATTC

SEQ ID NO: 67 5’ Iniciador SHPRT/5:
CTTTGCTGACCTGCTGGATTA
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SEQ ID NO: 68 3’ Iniciador 3HPRT/8:
CCTGTTGACTGGTCATTACAA
SEQ ID NO: 84 5’ Iniciador 5R04/3:
CAAGACTGGAGACAAAGTG
SEQ ID NO: 85 3’ Iniciador 3R04/2:
GCAGAGTTTCCTCTGTGATA
14.4. Componentes da Reagdo: Ampliacao e Quantificacao de Se-
qliéncia-alvo |

A ampliagédo e quantificagdo em tempo real das seqliiéncias-alvo
foram realizadas em um volume total da reagao de 25 pL. Todas as reagdes
foram conduzidas em um Sistema Mx3005P® QPCR (Stratagene). Os pa-
rametros da ciclagem foram 50°C por 30 minutos, 95°C por 7 minutos, 10
ciclos de 95°C por 15 segundos e 65°C por 30 segundos (com um decrésci-
mo de 1°C na temperatura por ciclo), e finaimente 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 54°C por 30 segundos. As reagdes continham 40 nM de 5Bactin,
5BCR14, 5HPRT/5 e 80 nM 5R04/3, 5RO5/1 e 200 nM 3Bactin, 3BCR15/6,
3HPRT/8 e 400 nM 3R04/2 e 3RO5/1. Havia 200 nM de cada partizima A e
partizima B para Dactin, BCR, RPLPO éxon 4 e HPRT e 400 nM de cada
partizima A e partizima B para RPLPO éxon 5. Havia 200 nM de SubBi-2-
A350B, SubBi-3-Q6B2, SubBi-6-TRB2 e SubBi-7-FB, e 400 nM de SubBi-4-
JB. Além disso, havia 10 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de
RNAsina (Promega), 20 unidades de M-MLV RT (H-) (Promega), 1 x Immo-
buffer (Bioline), 2 unidades de Immolase (Bioline) e 5 1l de modelo de RNA
total (100ng, 20 ng, 4 ng, 800 pg, ou 160 pg) ou nenhum alvo (dH:0).
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Tabela 16: Componentes de Reacbes para a Deteccao Simultanea de

Cinco Acidos Nucléicos-alvo Diferentes

. Quantida- Quanti-
Al N Partizima | UPS% | de de Par-| dade de
¢ niciadores tizi- Iniciador
A&B ma/substr
ato 3’/5’
5Bactin BaA4/7-P SubBi-7- | 200 200 nM/40
) 3Bactin BaB5/7-P FB nM/200 nM | nM
3-actina,
RPLPO | SRO5/1 RO5A4/4-P | SubBi-4- | 400 400 nM/80
éxon 5. | SROS5/ RO5B5/4-P | JB nM/400 nM | nM
5BCR14 BCRA4/6-P | SubBi-6- | 200 200 nM/40
BCR 3BCR15/6 | BCRB5/6-p | TRB2 nM/200 nM | nM
sHPRT/5 | HPRTAY2: | gipBia. | 200 200 nM/40
3HPRT/8_ PRTBS5/2-P A350B nM/200 nM | nM
HPRT,
5R04/3 RO4A4/3-P | SubBi-3- | 200 400 nM/80
3R04/2 RO4B5/3-P | Q6B2 nM/200 nM | nM
RPLPO
éxon 4.

14.5.

Resultados: Ampliacdo Simultanea de Cinco Sequéncias-

alvo Diferentes e Detecgao por Intermédio da Clivagem de Cinco Subs-

tratos-reporter Diferentes
As cinco MNAzimas usadas para a deteccao e quantificacdo em

tempo real de seqliéncias de RNA dentro de RPLPO éxon 4, BCR, B-actina,
RPLPO éxon 5 e HPRT apresentaram um aumento na fluorescéncia no de-
correr do tempo quando a sequéncia-alvo usada foi o RNA total humano
ampliado por RT-PCR (Tabela 17). A fluorescéncia do controle sem alvo
RNA para todas as cinco reag6es foi mais baixa do que aquela nas reagdes
que contém o alvo de RNA e ndao aumentou durante a reagao (Tabela 17).
Isto demonstra que 0 aumento na fluorescéncia em reacdes que contém aivo
deveu-se a combinacdo dependente do alvo de MNAzimas cataliticamente

ativas que entao clivaram o substratorepérter.
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Curvas-padrao foram geradas para todos os cinco alvos plotan-
do o log das concentra¢des de RNA contra o ciclo limite, resultando em uma
plotagem linear. O limite (Ct) de cada padrao esta indicado na Tabela 17. Os
valores de Ct sdo a médié das reacbes em duplicata. O coeficiente de corre-
lagdo (R?), a inclinagdo e a eficiéncia da reagdo para cada alvo também es-
tao indicadas na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados de Reacbes para a Ampliacao e Detec¢ao Simul-

tanea de Cinco Acidos Nucléicos-alvo Diferentes

Limite (Ct)
B- RPLPO |BCR (Te-|HPRT (A-|RPLPO
actina |éxon 5| xas Red) |lexa350) |éxon 4
(FAM) | (JOE) (Quasar
670)
100 ng de ,
RNA 13,8 13,7 17,2 21,4 17,2
20ngde RNA | 16,3 |[17,0 19,5 23,5 19,8
4 ng de RNA 19,0 20,8 22,0 25,8 23,2
800 pg de
RNA 21,9 24,0 24,3 28,6 26,0
160 pg de
RNA 24,1 26,8 26,8 30,8 28,8
Controle sem | Ne- Nenhum { Nenhum Nenhum Nenhum
RNA nhum | sinal sinal sinal sinal
Curva-padrio |R? =[R2 =|R?=1,000 | R®=0,997 | R®=0,999
0,998 |0,997 Inclinagdo | Inclinagdo | Inclinagéo
Incli- Inclina- = - = -l = -
nagao |g¢ao= -|3,425 3,440 4,192
= - | 4,750 Eficiéncia | Eficiéncia | Eficiéncia
3,729 | Eficién- | =96% = 95% =73%
Efici- cia =
éncia = | 62%
85%

A reagdo RT-PCR de MNAzima neste exemplo possibilitou a de-
teccao e geracao simultanea de curvas-padrao para a quantificagao de cinco
alvos em uma unica reacao multiplex que incluiu cinco substratos genéricos.
Estes substratos genéricos sao apropriados para monitorar outras combina-
¢oes de cinco alvos em uma unica reagao.

Exemplo 15: Uso de MNAzimas para a Quantificacao de 16S Ribosso-
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mico em Bactérias

Para substituir o teste bacteriano de uma mancha de Gram,
MNAzimas podem ser usadas para um teste de liberagdo rapida quanto a
esterilidade e/ou contaminag¢dao micoplasmatica, baseado em seqliéncias de
acidos nucéicos conservadas encontradas em espécies bacterianas. As
MNAzimas podem ser usadas para monitorar a ampliagcao de acidos nucléi-
cos-alvo bacterianos em tempo reél, usando métodos de ampliagao de alvos
in vitro, tal como RT-PCR. Neste exemplo, uma regiao conservada na se-
gliéncia de 16S ribossémico bacteriano é usada, onde a transcricdo reversa,
a ampliagdo por PCR e a detecgdo mediada por MNAzima ocorrem simulta-
neamente no unico tubo.

Foi desenhado um sistema para acertar uma regiao da sequén-
cia de 16S ribossémico que € comum a varias espécies bacterianas, incluin-
do Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes,
Clostridium sporogenes, Acinetobacter woffii, Propionibacterium acnes,
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens.

15.1. -Oligonucleotideos de Partizimas

Os oligonucleotideos de partizimas A e B usaram o desenho 7
com bragos sensores complementares a uma regiao conservada entre espé-
cies bacterianas. Os oligonucleotideos de partizimas estao listados abaixo,
séndo que "-P" indica fosforilagdo em 3' do oligonucleotideo. Nas sequién-
cias que se seguem as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico
da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizan com o alvo, e as

bases em itélico hibridizam para o substrato.

SEQ ID NO: 86 Partizima A5 16S1A5/2-P: GGTTGTCGTCAGCTCGTGTA-

CAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 87 Partizima B6 16S1B6/2-P. TGCCCAGGGAGGC-

TAGCTCGTGAGATGTTGGGTTAAG-P
15.2. Substratorepéﬁer

O substratoreporter para este exemplo é SubBi-2 com a seqiién-
cia, de 5’ para 3’, abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 foi rotulado nas ex-
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tremidades com uma porgao 6-FAM na extremidade 5 e uma por¢do BHQ1
na extremidade 3’, e foi designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB
foi monitorada a 516 nm (comprimento de onda de emissdo FAM) com exci-
tagdo em 492 nm (comprimento de onda de excitagdo FAM). As bases em
letras minusculas representam RNA e as bases em letras maiusculas repre-
sentam DNA.

SEQIDNO:21  SubBi-2-FB:

AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA

15.3. Iniciadores de PCR para Ampliacdo de 16S Ribossomico em
Bactérias '

A seqUléncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in
vitro de Bacillus Subtilis usando os iniciadores de PCR oligonucleotideos
listados abaixo.

SEQID NO: 88 5 Iniciador 516S1-1:
TGGTGCATGGTTGTCGTC

SEQ ID NO: 89 3’ Iniciador 316S1-1:
TTGCGCTCGTTGCGGGA

15.4. Seqliéncia-alvo e Controle

O RNA ribossémico bacteriano foi extraido de células de Baci/lus
Subtilis e foi usado como modelo para a ampliagdo da regido de 16S. Usou-
se dH.0 isenta de nuclease no lugar de RNA como um controle sem aivo.
15.5. Componentes da Rea¢ao: Ampliacdo e Quantificacdao de Se-
qgiliéncia-alvo

A ampliacdo e quantificacdo em tempo real da sequéncia-alvo
foram realizadas em um volume total da reagao de 25 pL. Todas as reagoes
foram conduzidas em um Sistema Mx3005p QPCR (Stratagene). Os para-
metros da ciclagem foram 50°C por 30 minutos, 95°C por 7 minutos, 10 ci-
clos de 95°C por 15 segundos e 65°C por 30 segundos (com um decréscimo
de 1°C na temperatura por ciclo), e finalmente 40 ciclos de 95°C por 5 se-
gundos e 55°C por 30 segundos. As reag¢des continham 40 nM 516S1-1 e
200 nM de 316S1-1, 200 nM 16S1A5/2-P e 200 nM 16S1B6/2-P, 200 nM
SubBi-2-FB, 7,5 mM MgCl,, 200 pM de cada dNTP, 10 unidades de RNAsina
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(Promega), 1 x Immobuffer (Bioline), 1 unidade de Immolase (Bioline) e mo-
delo de RNA (500 ng, 50 ng, 5 ng ou 500 pg) ou nenhum alvo (dH,0).
15.6. Resultados: Ampliacao de Alvo e Clivagem do Substratore-
poérter SubBi-2-FB

A MNAzima para a detecgdao e quantificagdo em tempo real de
16S ribossdémico bacteriano apresentou um aumento na fluorescéncia no

decorrer do tempo quando a sequliéncia-alvo usada foi 0 RNA bacteriano

- ampliado por RT-PCR. A fluorescéncia do controle sem modelo foi mais bai-

xa do que aquela nas réag:c”)es que contém RNA e ndo aumentou durante a
reacdo. Isto demonstra que 0 aumento na fluorescéncia em reagcbes que
contém alvo deve-se a combinagéo dependente do alvo de MNAzimas catali-
ticamente ativas que depois clivaram o substratorepérter. Uma curva-padrao
foi gerada plotando o log das concentra¢gdes de RNA contra o ciclo limite,
resultando em uma plotagem linear com um coeficiente de correlagdo de
0,992.

Tabela 18: Resultados de Reagdes para a Ampliacao e Detecgdo de

Amplicons de 16S Ribossomico Bacteriano

Amostra (pg) Ciclo Limite (Ct) Resultados

| Média de duplicatas
500.000 12,5 Curva-padrao
50.000 16,4 (média de reagcdes em duplicata)
5.000 20,5 R?= 0,992
500 Inclinagao = - 4,461

26,0 Eficiéncia = 68%

Nenhum controle | Nenhum sinal Nenhum sinal
de alvo RNA

Este exemplo demonstra a capacidade de MNAzimas detecta-
rem e quantificarem amplicons gerados pela ampliagao por RT-PCR do RNA
de 168 ribossémico bacteriano. As MNAzimas usadas neste exemplo asses-
tam uma regidao de 16S bacteriano que € 100% conservada entre Staphylo-
coccus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri, Staph-
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ylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Clostridium
sporogenes, Acinetobacter woffii, Propionibacterium acnes, Pseudomonas
aeruginosa e Pseudomonas fluorescens. Assim sendo, tal tinica MNAzima e

- substratorepérter poderiam ser usados para triar uma amostra quanto a pre-

senga de qualquer uma dsa bactérias acima. A detecgdo de um sinal (po
exemplo, FAM) seria indicativa da presenga de uma ou mais destas espé-

- cies bacterianas na amostra.

Exemplo 16: Uso de MNAzimas para a Deteccdo e Quantificacido de
RNA Viral por Intermédio de RT-PCR em um Unico Tubo

As MNAzimas podem ser usadas para monitorar a ampliacdo de
acidos nucléicos-alvo em tempo real, usando métodos de ampliagdo de al-
vos in vitro, tal como RT-PCR. Além disso, 0 monitoraménto em tempo real
permite que a quantidade de alvo inicialmente presente na reagéo seja quan-
tificada. Este exemplo ilustra o uso de MNAzima para a detec¢éo e quantifi-
cacao do RNA viral de HIV. A transcrigdo reversa, a ampliagdo por PCR e a
detecgao por MNAzima foram realizadas em uma reagdo em um tubo.
16.1. Oligonucleotideos de Partizimas

As partizimas foram desenhadas parasestar especificamenté o]
gene Nef de HIV-1. Nas seqléncias que se seguem as bases sublinhadas
fazem parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, as bases em ne-
grito hibridizam com o alvo, e as bases em itélioc hibridizam para o substra-
to. O "-P" indica a fosforilagdo em 3’ do oligonucleotideo.
SEQ ID NO: 90 Partizima A4 NefA4/6-P: GAAGAGGCCAATAAAGGAGA-
GACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEQ ID NO: 91 Partizima B5 NefB5/6-P: CTGGGAGGAAGGCTAGCTAA-
CACCAGCTTGTTACACC-P
16.2. Substratorepoérter

O substratorepérter para este exemplo é SubBi-6 com a seqiién-
cia, de 5’ para 3’, abaixo. No presente exemplo, SubBi-6 foi rotulado nas ex-
tremidades com uma porgcéo Texas Red na extremidade 5’ e uma porgéo
BHQ2 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-6-TRB2. A clivagem de

' SubBi-6-TRB2 foi monitorada a 610 nm (comprimento de onda de emissdo
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de Texas Red) com excitagao em 585 nm (comprimento de onda de excita-
¢ao de Texas Red). Na sequéncia que se segue as bases em letras minus-
culas representam RNA e as bases em letras maiusculas representam DNA.
SEQ ID NO: 61 SubBi-6-TRB2:
ATCACGCCTCguTCCTCCCAG
16.3. Seqtiéncias-alvo

A curva-padrao neste éxperimento foi gerada pela ampliagéo por
RT-PCR do RNA viral de HIV-1. Um kit QIAGEN Ultrasens Virus Kit HIV-1 foi
usado para isolar o RNA viral do meio coletado a partir de células CEMT4
humanas infectadas com HIV-1. Usou-se agua isenta de nuclease (NF) no
lugar de RNA viral como um controle sem alvo.
16.4. Iniciadores de PCR para Ampliagdo dos Transcritos de Nef
de HIV-1

Os iniciadores que se seguem foram usados para a ampliagdo
de transcritos de Nefde HIV-1. O iniciador em 3', Nef/3PCR, foi usado para
a transcrig@o reversa e depois este iniciador e o iniciador em 5', Nef/SPCR, -
possibilitaram a ampliagao por PCR.
SEQ ID NO: 92 Iniciador Nef/3PCR:
CAGGGTCATCCATTCCATGCAG
SEQ ID NO: 93 Iniciador Nef/5PCR:
GCTAGTACCAGTTGAGCCAG
16.5. Componentes da Reacdo: Ampliagdo e Quantificacéo de Se-
qiiéncia-alvo

A ampliagdo e quantificagdo em tempo real da seqiéncia-alvo
foram realizadas em um volume total da reagéo de 25 pL. Todas as reagoes
foram conduzidas em um Sistema Mx3005p QPCR (Stratagene). Os para-

"~ metros da ciclagem foram 50°C por 30‘minutos, 95°C por 7 minutos, 10 ci-

clos de 95°C por 15 segundos e 65°C por 30 segundos {com um decréscimo
de 1°C na temperatura por ciclo), e finalmente 50 ciclos de 95°C por 15'se-
gundos e 55°C por 30 segundos. As reagdes continham 200 nM do iniciador
de 3' Nef/3PCR e 40 nM do iniciador de 5’ Nef/SPCR, 200nM da partizima
NefA4/6-P e 200nM da partizima NefB5/6-P, 200 nM SubBi-6-TRB2, 10 mM
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MgClg, 200 uM de cada ANTP, 10 unidades de RNAsina (Promega), 1 x Im-
mobuffer (Bioline), 0,5 unidade de Immolase (Bioline), 10 unidades de MMLV
RT (H-) e 5 pL de modelo de RNA total (contendo 45.000 pg, 4.500 pg, 450
pg, 45 pg, 4,5 pg, ou 0,45 pg) ou nenhum alvo (apenas agua).
16.6. Resultados: Ampliagdo de Alvo e Clivagem do Substratore-
porter SubBi-6-TRB2

A MNAzima para a detecgdo e quantificagdo em tempo real de
transcritos de Nef de HIV-1 apresentou um aumento na fluorescéncia no de-
correr do tempo quando a seqliéncia-alvo usada foi o RNA viral de HIV-1
ampliado por RT-PCR. Nao houve aumento no sinal para a reagao de con-
trole sem alvo (apenas agua). Isto demonstra que o aumento na fluorescén-
cia em reagdes que contém alvo deve-se & combinagéo dependente do alvo
de MNAzimas cataliticamente ativas que depois clivaram o substratoreporter.

Uma curva-padrao foi gerada plotando o log da quantidade de
modelo de RNA em cada reacgdo contra o ciclo limite (Ct), resultando em
uma plotagem linear. O Ct de cada padrao, junto com o coeficiente de corre-
laggo (R?), a inclinagdo e a eficiéncia da reag&o indicados na Tabela 19.
Tabela 19: Resultados da Ampliagao e Detecg¢ao de Transcritos de Nef
de HIV

Amostra Ciclb Limite (Ct) RNA viral de | Resultados
(média de reagdes [ HIV (pg)
em duplicata)
Padréo 1 5,22 45.000 Curva de Calibra-
Padréo 2 9,96 4.500 ¢ao
Padrdo 3 13,78 450 R?=0,996
Padrao 4 17,22 45 Inclinagdo = -
Padrdo 5 22,09 4,5 4,271
Padrdo 6 27,15 0,45 Eficiéncia = 71,4%
Controle sem | Nnhum signal 0 Nenhum sinal
aivo

Este exemplo demonstra a capacidade dasMNAzimas serem
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usadas para a detecgdo e quantificacdo de sequéncias virais, incluindo HIV-

1.
Exemplo 17: Requisitos de Seqliencias da Atividade Catalitica de MNA-
zimas. '
17.1. Oligonucleotideos de Partizimas

@) m]cleo catalitico da DNAzima 10:23, como originalmente des-
coberta, compreende 15 nucleotn’déos (Santoro & Joyce, 1997). Estudos pos-
teriores das bases criticas dentro do nucleo catalitico demonstraram que
certas substituicbes de bases especificas diminuiram significativamente a
atividade catalitica, enquanto que outras sao bem-toleradas (Zaborowska et
al). A
Neste exemplo, varias partizimas foram desenhadas e testadas
para investigar a tolerancia do nucleo catalitico das MNAzimas a uma varia-
cao de sequéncia dentro dos nucleos parciais das duas partizimas. As parti-
zimas A e B ndo-modificadas para a MNAzima detectar o gene de RPLPO
humano foram usadas como controle e foram comparadas com varias se-
quéncias de partizimas mutadas nas quais uma substituicdo de uma unica
base tinha sido feita na regido do nucleo catalitico parcial. Os oligonucleoti-
deos de pariizimas usados para detectar o alvo basearam-se no desenho 7
(vide Exemplo 20) e estdo listados abaixo, de 5' para 3'. Nas seqUéncias que
se seguem as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da MNA-
zima combinada, as bases que estdo sublinhadas, em itdlico e em negrito
sdo mutadas em comparagdo com as sequléncias do ntcleo parcial de con-
trole (ndo-mutadas), as bases em negrito hibridizam com o alvo e as bases
em italico hibridizam para o0 substrato. _
SEQ ID NO: 94 partizima A5 RO4A5/2: GGGCTGGTCATCCAGCAGTACA-
ACGAGAGGAAACCTT |
SEQ ID NO: 95 partizima A5 RO4A5/2-G14A: GGGCTGGTCATCCAGCAG-
TACAACAAGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 96 partizima A5 RO4A5/2-A9T: GGGCTGGTCATCCAG-
CAGTTCAACGAGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 97 partizima A5 RO4A5/2-A12T: GGGCTGGTCATCCAGCAG-
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TACATCGAGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 98 partizima A5 RO4A5/2-A11T: GGGCTGGTCATCCAGCAG-
TACTACGAGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 99 npartizima B6 RO4B6/2: TGCCCAGGGAGGC-
TAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA
SEQ ID NO: 100 partizima B6 RO4B6/2-C7A: TGCCCAGGGAGGCTA-
GAGTGTTCGACAATGGCAGCA
SEQ ID NO: 101 partizima B6 RO4B6/2-T4C: TGCCCAGGGAGGC-
CAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA
17.2. Substratorepérter

O substratorepérter para este exemplo é SubBi-2 com a sequén-
cia, de 5’ para 3’, abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 ‘foi rotulado nas ex-
tremidades com uma porgao 6-FAM na extremidade 5’ e uma porgédo BHQ1
na extremidade 3’, e foi designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB
foi monitorada a 530 nm (comprimento de onda de emissao de FAM) com
excitagdo em 485 nm (comprimento de onda de excitagdo de FAM). Na se-
qliéncia que se segue as bases em letras minusculas representam RNA e as
bases em letras mailsculas representam DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
17.3. Sequiéncia-alvo

Um oligonucleotideo de DNA sintético foi usado como modelo de
alvo neste experimento. A sequéncia do alvo esta indicada abaixo, de 5’ pa-
ra 3.
SEQ ID NO: 102 RO4/2Target: ATGCTGCCATTGTCGAACACCTGCTG-
GATGACCAGCCCAA
17.4. Condicoes da Reagao

A andlise da atividade catalitica de varios pares de partizimas foi
realizada usando um termociclador SmartCycler System (Cepheid). As rea-
¢cOes foram iniciadas pela adigdo de substrato,e o volume total de todas rea-
¢Oes foi de 25 uL. Cada reagéo continha 1 x Tampéo Il de PCR (Applied‘Bi-
osystems), 10 mM MgCl,, 0,2 uM de SubBi-2FB, 2 uM de RO4/2Target € um
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par de partizimas A e B, cada uma a 2 pM. Os pares de partizimas em cada

reacdo foram como indicados na Tabela 20 abaixo.
Tabela 20: Componentes de Reag¢des para a Detecgao de um Acido Nu-

cléico-alvo

Reacéao Partizima A Partizima B Numero de
replicacoes

partizimas A e B de contro- | RO4A5/2 RO4B6/2 6

le (ndo-mutadas)

partizima A mutada (G14A) | RO4A5/2-G14A | RO4B6/2 3

e partizima B de controle

partizima A mutada (A12T) | RO4A5/2-A12T | RO4B6/2 3

e partizima B de controle -

partizima A mutada (A11T) | RO4A5/2-A11T | RO4B6/2 3

e partizima B de controle

partizima A mutada (A9T) e | RO4A5/2-A9T | RO4B6/2 3

partizima B de controle

partizina A de controle e | RO4A5/2 RO4B6/2-C7A | 3

partizima B mutada (C7A)

partizima A de controle e | RO4A5/2 3

partizima B mutada (T4C)

RO4B6/2-T4C

I

As reagoes foram incubadas a 54 OC por 20 minutos e os dados

fluorescentes foram coletados em intervalos de 12 segundos. Como a fluo-

rescéncia inicial pode variar entre cavidades individuais no termociclador

SmartCycler System, o valoer da fluorescéncia inicial foi subtraido da fluo-

rescéncia em cada ponto no tempo para cada reagao, a fim de permitir a

comparacgao entre reagdes em cavidades diferentes. As médias de reagoes

replicadas, contendo uma partizima A mutada ou uma partizima B mutada,

foram entdo expressas como uma porcentagem da fluorescéncia para as

replicagbes de controle.
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17.5. Resultados: Deteccdao da Clivagem do Substratorepoérter
SubBi-2-FB.

A clivagem do substrato pelos varios pares de partizimas foi me-
dida pelamudanga na fluorescéncia no decerrer do tempo. Os valores fluo-
rescentes normalizados para cada reagao foram entdao expressos como uma
porcentagem da fluorescéncia observada em reagdes de controle no ponto

no tempo equivalente (Tabela 21).
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O experimento ilustra que varias substituicdes no nucleo cataliti-
co parcial da partizima A ou B foram compativeis com a formagdo de MNA-
zima ativa. Em contraste, outras substituicdes nao foram bem-toleradas e
produziram estruturas com pouca ou nenhuma atividade catalitica. Quando
os resultados obtidos usando MNAzimas foram compados com aqueles rela-
tados para a substituicdo equivalente dentro do nucleo catalitico da DNAzi-
ma 10:23 (Zaborowska et al.), um' padrao similar foi observado (Tabela 21)
acima. Por exemplo, uma substituicdo de A por G na posicdo 14 (G14A)
dentro da partizima A, ou dentro do nuicleo de 10:23, resultou em > 90% de
perda de atividade de clivagem. Em contraste-, a substituicdo de T por A na
posicdo 12 (A12T) dentro da partizima A, ou dentro do nucleo de 10:23, re-
sultou em moléculas que retinham aproximadamente 80% da atividade de
clivagem em compara¢do com as sequéncias de controle.

Assim sendo, as informagdes na literatura sobre outras substitui-
¢Oes de sequéncias, que séo compativeis com a atividade de DNAzima (pbr
exemplo, DNAzima 10:23 ou DNAzimas 8:17), pderiam predizer a atividade
catalitica esperada quando a mesma varagéo de sequéncia é introduzida em
uma das partizimas. Além disso, os versados nessas técnicas poderiam usar
testes empiﬁcos para identificar variantes adicionais do nucleo catalitico par-
ciél de partizimas, que sao compativeis com a formacédo de MNAzimas ati-
vas.

Exemplo 18: Aplicagcdao de MNAzimas para Detectar Alvos que Incluem
Moléculas Pequenas tal como 5’-trifosfato de adenosina

Os aptameros sao moléculas de DNA ou RNA de filamento unico
desenvolvidas in vitro a partir de grandes cole¢des de oligonucleotideos com
sequéncias aleatérias quanto & sua capacidade de se ligarem a alvos com
alta afinidade e especificidade. Os aptameros foram selecionados quanto a
sua capacidade de se ligarem especificamente a muitos tipos de alvos, inclu-
indo proteinas, carboidratos, lipideos, nucleotideos, células inteiras e virus.
Neste exemplo, uma seqiéncia de aptamero foi incorporada na extremidade
de uma partizima (apta-partizima) em uma configuragdo pela qual uma

MNAzima ativa se formou apenas na presenca do alvo. Ha varias maneiras
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para atingir este objetivo, incluindo as estratégias delineadas na Figura 4 e a
estratégia usada no exemplo que se segue que esta ilustrado na Figura 20.

| Os oligonucleotideos de &cidos nucléicos, necessarios para a
estratégia de deteccdo de MNAzimas, ilustrada na Figura 20, incluem: uma
partizima-padrao;
a) uma apta-partizima que é uma partizima com um aptamero in-
corporado em uma das suas extremidades; |
b) um facilitador de combinag¢éo que é um oligonucleotideo que se
liga a apta-partizima e também a partizima, permitindo a combinagdo de uma
MNAzima ativa;
c) Um substrato de sonda reporter; e
d) um oligonucleotideo inibidor que hibridiza para a apta-partizima
em uma regiao que cobre pelo menos parte da seqiéncia do aptamero e
parte do brago ligante de substrato da sequéncia da partizima.

Na auséncia de um alvo que se liga ao aptdmero (quadro a es-
querda na Figura 20), o oligonucleotideo inibidor se liga a apta-partizima,
bloqueando assim a ligagdo (e a clivagem) do substrato de sonda repérter.
Na presenga de um alvo que se liga ao aptamero (quadro a direita na Figura
20), o alvo se liga a sequiéncia do aptamero da apta-partizima, impedindo a
ligagdo do oligonucleotideo inibidor e permitindo a ligagéo e a clivagem do
substrato de sonda repoérter. Assim sendo, as MNAzimas podem se formar e
causar a geragao de sinal fluorescente apenas na presenga do alvo.

A estratégia foi demonstrada usando a detec¢do de uma molé-
cula pequena, ATP. A sequéncia de aptamero com 27 nucleotideos de com-
primento, usada neste exemplo, foi relatada anteriormente como sendo al-
tamente especifica para a ligacao de ATP e dATP (Achenbach, 2005; Hui-
zenga e Szostak, 1995).

18.1. Oligonucleotideos de Partizimas, Combinagao e Oligonucle-
otideos Inibitérios

Neste exemplo a seqliiéncia de aptamero de ATP foi colocada
adjacente ao braco de substrato da apta-partizima A (Figura 20). Os bragos
sensores da apta-partizima A e partizima B foram desenhados para se liga-
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rem a um facilitador de combinagao. As sequéncias da apta-partizima At-
pA2/1 e partizima Atp B3/1 (Figura 21) estado indicadas abaixo (de 5’ para 3’).
Nas seqliéncias que se seguem as bases em negrito hibridizam com o facili-
tador de combinacgéo, as bases sublinhadas fazem parte do ntcleo catalitico
da MNAzima combinada, e as bases em italico hibridizam para o substrato.
Além disso, as bases em letras normais na partizima AtpA2/1 indicam se-

‘quéncias de aptdmero de DNA, que se ligam a ATP ou dATP.

SEQ iD NO: 103 Apta-Partizima A2 AtpA2/1:
AACGTACACTGCACGCGGTCGAAATAGTGAGTACCTGGGGGAGTATTG
CGGAGGAAGGT
SEQ ID NO: 104 Partizima B3 AtpB3/1: CATCTCTTCTCCGAGCGTCTG-
TACCGTGTAC

A sequléncia do facilitador de combinagado esta indicada abaixo
(de 5’ para 3):
SEQ ID NO: 105 Assembly facilitator AtpC/1: GTACACGGTACA-
GACCGTGCAGTGTACGTT

A seqléncia do oligonucleotideo inibidor esta indicada abaixo
(de 5’ para 3’):
SEQ ID NO: 106 Inibidor AtpR/1:
CCAGGTACTCACTATTT
18.2. Substratoreporter

Aatividade da MNAzima foi monitorada pela clivagem do subs-
tratorepérter de acido nucleico rotulado duplamente. O substratorepérter pa-
ra este exemplo é SubBi-1-FB com a seqiiéncia, de 5' para 3', abaixo. As
bases em letras minusculas representam RNA e as bases em letras maius-
culas representam DNA. As bases sublinhadas indicam a posicdo de uma
porgdo 6-FAM na extremidade 5’ e uma por¢do BHQ1 na extremidade 3'. As
mudancas na fluorescéncia em virtude da clivagem de SubBi-1-FB no ribo-
nucleotideo entre FAM e BHQ1 foram monitoradas a 520 nm (comprimento
de onda de emissao de FAM) com excitagdo em 490 nm (comprimento de
onda de excitagao de FAM).
SEQIDNO: 6 SubBi-1-FB:
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ACTCACTATaGGAAGAGATG
18.3. Alvos

As moléculas-alvo para este exemplo foram 5'-trifosfato de ade-
nosina(ATP) e 5'-trifosfato de desoxiadenosina (dATP). 5'-trifosfato de gua-
nosina (GTP) e 5'-trifosfato de citosina (CTP) foram usados como controles
negativos. Todas moléculas foram adquiridas na Bioline. Agua isenta de nu-
clease foi usada como um controle sem aivo.
18.4. Condigoes da Reacéao

A deteccao do alvo foi medida por um aumento no sinal fluores-
cente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNAzima catalitica-
mente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de substrato, e o volu-
me total de todas reag¢des foi de 50 pL. Antes da inje¢do do substrato, todas
reacOes foram pré-incubadas a 60°C por 5 minutos (para reduzir a estrutura
secundaria). As reac¢des foram conduzidas a 47°C em um FLUOstar OPTI-
MA (BMG Biotech). A fluorescéncia para cada reagao foi lida a cada 3 se-
gundos por um total de 10 minutos. Cada reagao continha uma concentragao
final 200 nM de AtpA2/1, 200 nM de AtpB3/1, 200 nM de AtpC/1, 200 nM de
AtpR/1, 200 nM de SubBi-1-FB, 25 mM de MgCl,, 50 mM de Tris HCI pH 7,5
e 2 mM de ATP, dATP, GTP, CTP, ou nenhum alvo (agua).
18.5. Resultados : Deteccao e Clivagem do Substratorepoérter
SubBi-1-FB

Na auséncia de ATP ou dATP, foi observado um baixo nivel de
fluorescéncia que nao aumentou no decorrer do tempo, demonstrando que o
oligonucleotideo inibidor foi capaz de impeder a combinagcdao de uma MNA-
zima ativa (Figura 21). Na presenca de ATP ou dATP, o sinal fluorescente foi

mais alto e ele aumentou no decorrer do tempo. Isto indica que o oligonucle-

.otideo inibidor foi deslocado por dATP e ATP, e formou-se uma MNAzima

ativa. A combinagao da MNAzima foi dependente do alvo, pois o sinal fluo-
rescente na presenca de GTP e CTP foi igual aquele na auséncia de ATP ou
dATP, isto €, no controle com agua sem analisado. Este exemplo demonstra
que as MNAzimas podem ser acopladas a aptdmeros para a detecgao de
alvos que incluem alvos acidos nucléicos e diferentes de acidos nucléicos,
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em uma abordagem que € altamente especifica para o alvo.

Os versados nessas técnicas devem reconhecer que o desenho
desta estratégia pode ser flexivel. O aptdmero pode ser incorporado em
qualquer uma das duas extremidades (5’ ou 3') de qualquer uma das duas
partizimas ge contém seqiéncias de nucleos cataliticos parciais. Assim sen-
do, o oligonucleotideo inibidor pode se ligar a regiao do aptamero e ao brago
de substrato (que se liga ao subsfratorepérter) ou ao brago sensor (que se
liga ao facilitador de combinagédo). No primeiro desenho (Figura 20; este e-
xemplo), o inibidor bloqueia a ligagdo do substratorepoérter. No ultimo dese-
nho, o inibidor impediria a ligagao do facilitador de combinagao com as parti-
zimas, e portanto, impediria a formagao da MNAzima ativa.

A literatura contém sequéncias para inumeros aptameros capa-
zes de detector muitos tipos de alvos. Eles incluem proteinas, carboidratos,
lipideos, prions, nucleotideos, células inteiras e virus. Os aptameros para
todos estes tipos de alvos poderiam ser ligados a partizimas para detectar
uma faixa muito diversa de moléculas. As condicdes da reacao (tampao,
temperatura, concentacdo de cation bivalente, etc.), que sédo compativeis
com a ligagdo de alvos a aptdmeros (ou apta-partizimas) e com a clivagem
de um subétratorepérter por uma MNAzima, podem ser determinadas por
testes empiricos. Além disso, como os aptameros sao desenvolvidos in vitro
sob condi¢des de reagdo selecionadas pelo pequisador,seria possivel indivi-
dualizar o desenvolvimento molecular para permitir o desenvolvimento de
aptdmeros para qualquer alvo desejado que se ligara sob sob condig¢des
compativeis com a clivagem por MNAzimas. Como as MNAzimas sao ativas
em uma faixa muito ampla de condi¢des, os versados nessas técnicas pode-
riam determinar facilmente as condicdes compativeis com a clivagem por
MNAzimas.

Exemplo 19: Uso de MNAzimas para a Detec¢ao de Dsemparelhamen-
tos de uma Unica Base

As MNAzimas podem ser usadas para detectar e quantificar aci-
dos nucléicos-alvo em tempo real, usando métodos de ampliagao de alvos in
vitro, tal como PCR. As MNAzimas podem ser usadas tambémpara gerar
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resultados qualitativos, por exemplo, detectando mudangas em sequéncias
de &cidos nucléicos. A deteccdo de alvos mediada por MNAzimas pode o-
correr por reconhecimento de bases de Watson-Crick dos bragos sensores e
da sequiéncia-alvo. Neste exemplo, as MNAzimas sdo usadas para detectar
um desemparelhamento de uma unica base explorando este requisito para
complementaridade entre o brago sensor da partizima e a sequéncia de &ci-
dos nucléicos-alvo.
19.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Os oligonucleotideos de partizimas foram desenhados para se-
rem completamente complementares a sequéncia-alvo, ou desemparelhados
em relagdo a seqléncia-alvo (Figura 22(i)). As sequéncias da partizima A
completamente emparelhada (RO5A5/2(22)-P), da partizima B completa-
mente emparelhada (RO5B6/2(11G)-P) e da partizima B desemparelhada
(RO5B6/2(11C)-P) estao listadas abaixo (de &' para 3'). Nas sequéncias que
se seguem as bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da MNA-
zima combinada, as bases em negrito hibridizam com o alvo, e as bases em
italico hibridizam para o substrato. A base desemparelhada na partizima
RO5B6/2(11C)-P estd em negrito e sublinhada. O "-P" indica a fosforilagao
em 3’ do oligonucleotideo.
SEQ ID NO: 107 Partizima A5 RO5A5/2(22)-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 108 Partizima B6 RO5B6/2(11G)-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGGAGACGGA-P
SEQ ID NO: 109 Partizima B6 RO5B6/2(11C)-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTCGAGACGGA-P
19.2. Substratoreporter

O substratorepérter usado neste exemplo foi SubBi-2. No pre-
sente exemplo, SubBi-2 foi rotulado nas extremidades com uma porgdo 6-
FAM na extremidade 5’, e com uma por¢cdao BHQ1 na extremidade 3’, e foi
designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB foi monitorada a 530 nm
(comprimento de onda de emissao de FAM) com excitacdo em 485 nm
(comprimento de onda de excitagao de FAM). A seqiiéncia de SubBi-2-FB
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esta listada abaixo (de 5’ para 3'); as bases em letras minusculas represen-
tam RNA e as bases em letras maiusculas representam DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCQUCCCTGGGCA
19.3. Iniciadores de PCR para Ampliagdo de RPLPO éxon 5

A sequéncia-alvo para este exemplo foi gerada por ampliagao in
vitro do DNA gendmico humano, uvsando os iniciadores de PCR oligonucleo-
tideos listados abaixo (de 5’ para 3’).
SEQ ID NO: 32 Iniciador 5RO5/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA
SEQID NO: 110  Iniciador 3RO5/2:
AGCAGCCACAAAGGCAGA
19.4. Seqliéncias-alvo e Controles

- O DNA genbémico humano extraido da linhagem de células K562

humanas foi usado como modelo para ampliagdo do gene de RPLPO. Agua
isenta de nuclease (NF) foi usada no lugar do DNA genémico como um con-
trole sem alvo.
19.5. Componentes da Reacao: Ampliacao e Detecgcdo de Se-
qliéncia-alvo

A ampliagao e deteccdo em tempo real da seqiéncia-alvo foram
realizadas em um volume total de reagao de 25 ul. Todas reagbes foram
conduzidas em um termociclador ABI 7700 (Applied Biosystems). Os para-
metros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15 se-
gundos e 65°C por 30 segundos (com um decréscimo de 1°C na temperatu-
ra por ciclo), e finalmente50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 47°C por 30
segundos. As reagbes continham 40 nM 5R05/1, 200 nM de 3RO5/2, 200
nM RO5A5/2(22)-P e 200 nM RO5B6/2(11G)-P ou 200 nM RO5B6/2(11C)-P,
200 nM SubBi-2-FB, 10 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de
RNAsina (Promega), 1 x ROX referéncia (Invitrogen), 1 x Immobuffer (Bioli-
ne), 1 unidade de Immolase (Bioline) e 100 ng de modelo de DNA gendémico
ou agua isenta de nuclease.
19.6. Resultados: Detecgdo de um Unico Desemparelhamento de
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Bases Usando uma MNAzima

A MNAzima que compreende o brago sensor B completamente
emparelhado apresentou um aumento na fluorescéncia no decorrer do tem-
po quando a seqiiéncia-alvo foi 0 DNA gendémico umano ampliado por PCR
(Figura 22(ii)). Em contraste, a MNAzima que contém o brago sensor B de-
semparelhado apresentou um baixo nivel de fluorescéncia com o alvo ge-
némico, similar aquele observado no controle sem alvo, e a fluorescéncia
ndao aumentou no decorrer do tempo. Assim sendo, o Unico desemparelha-
mento, trés bases da juncado das partizimas A e B, foi suficiente para impe-
der a formacao da MNAziyma ativa.

Este exemplo demonstra que as MNAzimas podem ser usadas
para detectar desemparelhamentos de bases individuais entre o alvo e os
bragos sensores. Como as MNAzimas s&o capazes de detector alteragdes
tao pequenas quanto mudangas de uma unica base, ficaria 6bvio para os
versados nessas técnicas que as MNAzimas poderiam ser usadas também
para discriminar seqténcias que diferem em pequenas dele¢des ou peque-
nas inser¢oes. Além disso, alteragcdes maiores tais como translocagoes as-
sociadas com varios tipos de cancer, que resultam em transcritos de fusao,
também poderiam ser detectadas. Elas ocorrem freqlientemente em associ-
acao com leucemia, por exemplo, transcritos de fusdao de PML/RARQ e es-
tao associadas com leucemia promielocitica aguda, e transcritos de fusao de
ber/abl associados com leucemia granulocitica cronica.

Embora este exemplo demonstre que desemparelhamentos indi-
viduais podem ser suficientes para impedir a combinagao de MNAzima ativa,
experimentos adicionais demonstraram que nem todos desemparelhamentos
de bases individuais rompem completamente a combinagao de MNAzima
ativa sob todas condigdes. A capacidade de discriminar desemparelhamen-
tos de bases individuais depende de varios fatores, incluindo: (a) a severida-
de das condigdes da reagao, que podem ser influenciadas por muitos fatores
que incluem temperatura, concentragao de sais, concentracao de cations, (b)
o tipo de desemparelhamento, por exemplo, desemparelhamentos G/T ver-
sus C/C, (c) a posicao do desemparelhamento dentro do brago de partizima,
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(d) o comprimento do brago de partyzima.

Estratégias adicionais podem ser usadas para aumentar a capa-
cidade de a MNAzima detector polimorfismos de bases individuais. Elas in-
cluem, por exemplo, 0 uso de um brago sensor de partizima truncado, como
demonstrado no Exemplo 22.

Exemplo 20: Teste da Atividade de MNAzima a Partir de uma Série de
Pares de Partizimas que Contém Seqliéncias de Nicleos Cataliticos
Parciais Variantes Derivadas do Nucleo Catalitico 10:23

Podem ser produzidas enzimas de acidos nucléicos multicom-
ponentes (MNAzimas) que incorporam seqiiéncias parciais de uma série de
DNAzimas desenvolvidas in vitro. As MNAzimas ativas, baseadas em se-
guéncias paciais das DNAzimas 8:17 e 10:23, foram demonstradas. Além
disso, varios desenhos alternativos de partizimas baseados em DNAzimas
8:17 e 10:23 demonstraram ter (Exemplos 1, 3, Figuras 9, 10 e 13), ou ndo
ter (Exemplo 1, Figura 8), atividade. Este exemplo estende ainda mais estes
estudos e identifica seqiéncias de partizimas ativas e inativas, baseadas em
seqliéncias de nucleos cataliticos parciais a partir da DNAzima 10:23. Além
disso, o exemplo fornece um protocolo genérico para as etapas necessarias
para identificar o lugar ou lugares ideais para dividir uma sequéncia de nu-
cleo catalitico de tal modo que, quando as sequéncias de nucleos cataliticos
parciais sao incorporadas em partizimas, sejam geradas MNAzimas ativas
funcionais.

20.1. Oligonucleotideos de Partizimas

O método neste exemplo foi usado para investigar quais posi-
¢oes dentro da sequéncia do nucleo catalitico sdo apropriadas para se dividir
em sequéncias de nucleos cataliticos parciais, as quais, depois da incorpo-
racdo em partizimas, resultam em MNAzimas funcidnalmente ativas. A se-
quéncia 10:23 foi dividida em varios pontos e depois as duas sequiéncias
parciais foram incorporadas em uma série de pares de pértizimas que foram
desenhadas para clivar um substrato na presenc¢a do alvo (gene de RPLPO
humano). Os nucleos cataliticos parciais para cada par de partizimas que
foram testados estdo indicados na Tabela 22 com referéncia a seqiéncia do
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nucleo catalitico completo da DNAzima 10:23 (Santoro e Joyce, 1997).

Tabela 22: Bases e posi¢cdao na DNAzima 10:23 eem uma série de pares

de partizimas variantes onde as bases nas posi¢cées 1 a 15 do nucleo

foram distribuidas diferentemente entre duas partizimas A e B.

Posi(,:éon9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011112 |13 |14 | 15
DNAzima 10:23 G|G|C|T G |C A|C|A|]A]|C |G I|A
(Santoro & Joyce, 1997)
Desenho Partizima A|[C|AJ|JA]|C G |A
6 A4B5}| A
(T8-A9)  Ipanizima |G |G |C |T |A |G |C |T

B
Desenho Partizima TJ]AJC|[A LA |C |G A
7 A .
A5:B6 Partizima G|G|C|T|]A G |C
(C7-T8) B
Desenho Partizima A|C |G }|A
8 A6:B7 A
(A11-A12) | Partizima G|G|IC|T|JA|G|C [T |A]|C|A

B
Desenho Partizima C|AJA |C |G |A
9 A7:B8 A
(A9-C10) | Partizma |G |G |[C |T |A |G {C |T |A

B
Desenho Partizima Cl|T |A|C|[A|[A]|C |G |A
10 A
A8:B9 Partizima GG |C|T |A |G
@Gec7) | B
Desenho Partizima G|C|T |]A|{C A A |C |G ]A
11 A
A9:B10 Partizima G |G |C T J|A
(As-Ge) | B

Todas sequéncias estao grafadas de 5’ para 3'. O desenho das MNAzimas e

a nomenclatura das partizimas é continuada a partir da série na Tabela 3 e

estendida nesta tabela para identificar a localizagao da divisao dentro do
nucleo. Por exemplo, o Desenho 6 € uma MNAzima derivada de 10:23 com

o desenho da partizima A4 e partizima BS (A4:B5), onde o nucleo foi dividido

entre T na posigao 8 e A na posigao 9 (T8-A9).

Neste experimento, os varios pares de partizimas foram todos

sintetizados com bragos sensores desenhados para hibridizar para éxon 5
de gene de RPLPO humano, e com bracos de substrato direcionados contra
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o substrato, SubBi-2. Os pares de partizimas usados neste experimento fo-
ram sintetizados por Sigma-Proligo e suas seqiéncias estao listadas abaixo
(de 5 para 3’). As bases sublinhadas fazem parte do nucleo catalitico da
MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam com o acido nucléico-
alvo e as bases em italico hibridizam para o substrato. O "-P" indica a fosfori-
lagdo em 3’ do oligonucleotideo.

Par de Partizimas RPLPO A4:B5

SEQ ID NO: 147 RO5A4/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT -P

SEQ ID NO: 112 RO5B5(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACA -P

Pae de Partizimas RPLPO A5:B6

SEQ ID NO: 107 RO5A5/2(22)-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTACAACGAGAGGAAACCTT -P

SEQ ID NO: 114 RO5B6(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGGAGACGGATTACA -P

Par de Partizimas RPLPO A6:B7

SEQ ID NO: 115 RO5A6(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACGAGAGGAAACCTT -P

SEQ ID NO: 116 RO5B7(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTACAGTGGAGACGGATTACA -P

Par de Partizimas RPLPO A7:B8

SEQ ID NO: 117 RO5A7(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCAACGAGAGGAAACCTT -P

SEQ ID NO: 118 RO5B8(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTAGTGGAGACGGATTACA -P

Par de Partizimas RPLPO A8:B9

SEQ ID NO: 119 RO5A8(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCTACAACGAGAGGAAACCTT-P

SEQ ID NO: 120 RO5B9(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGGTGGAGACGGATTACA -P

Par de Partizimas RPLPO A9:B10
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SEQ ID NO: 121 RO5A9(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTGCTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 122 RO5B10(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGTGGAGACGGATTACA -P
20.2. Substratoreporter

O substratorepdrter para este exemplo € SubBi-2 com a sequén-

cia, de 5’ para 3, abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 fi rotulado nas ex-
tremidades com uma porgdo 6-FAM na extremidade 5’ e uma por¢do BHQ1
na extremidade 3’, e foi designado SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB
foi monitorada a 530 nm (comprimento de onda de FAM) com excitagao em
485 nm (comprimento de onda de excitacdo de FAM). As bases em letras
minusculas representam RNA e as bases em letras maiusculas representam
DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
20.3. Iniciadores de PCR para a Ampliacdao de éxon 5 do Gene de-
RPLPO humano. '

As seqléncias dos iniciadores estdo ilustradas, de 5' para 3,
abaixo.
SEQ ID NO: 123 5’ Iniciador 5R05/2
GCTACCCAACTGTTGCATC
SEQ ID NO: 110 3’ Iniciador 3RO5/2
AGCAGCCACAAAGGCAGA
20.4. Modelo do Alvo

O DNA gendmico humano extraido de células K562 foi usado
como modelo na reagéo de PCR.
20.5. Condig¢oes da Reacao

A ampliagéo em tempo real da seqiéncia-alvo e a deteccdo da
atividade catalitica dos pares de partizimas foram conduzidas em uma rea-
¢ao de 25 puL em um termociclador ABI 7700 (Applied Biosystems). Os pa-
rametros da ciclagem foram 95°C por 7 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15
segundos e 65°C por 30 segundos (com um decréscimo de 1 °C na tempera-
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tura por ciclo), e finalmente 50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 50°C por
30 segundos. Cada reagdo continha 0,04 uM 5R0O5/1 e 0,2 uM de
3R05/2,10 mM MgCl,, 50 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1x
Immobuffer (Bioline), 0,2 uM SubBi-2-FB, 1x corante referencial Rox (Invitro-
gen), 10 Unidades de RNAsina (Progema) e 1 Unidade de Immolase Polime-
rase (Bioline) e 100 ng de DNA gendmico. Além disso, cada reagéo continha
um par de partizimas, 0,2 uM de pértizima A e 0,2 uM de partizima B (Par de
Partizimas RPLPO A4:B5 ou A5:B6 ou A6:B7 ou A7:B8 ou A8:B9 ou
A9:B10).
20.6. Resultados

Usando um método de PCR de MNAzima em tempo real, foi de-
tectada a atividade catalitica de trés dos seis pares de partizimas RPLPO. O
par de partizimas A4:B5 e A5:B6 apresentou altos niveis de atividade catali-
tica, permitindo a detecgéo do alvo em 0O 22 ciclos (Tabela 23). O par de par-
tizimas A7:B8 também era ativo, embora menos ativo do que A4:B5 e A5:B6.
Nenhuma atividade catalitica foi detectada a partir dos pares de partizimas
A6:B7, A8:B9 ou A9:B10 sob as condigOes deste experimento.
Tabela 23: Valores do Ciclo Limite (Ct) Obtidos Usando Varios Pares de

Partizimas

Divisao do Nucleo Ct Comentario

(vide tabela acima,

este exemplo)

A4:B5 (T8-A9) 19,3 Esta combinacao de seqiéncias de nu-
cleos cataliticos parciais nestas partizi-
mas é compativel com a formacao de
MNAzimas ativas.

A5:B6 (C7-T8) 21,6 Esta combinagao de seqiiéncias de nu-
cleos cataliticos parciais nestas partizi-
mas é compativel com a formagao de
MNAzimas ativas. ‘

A6:B7 (A11-A12) Nenhum si- | Esta combinagdo de seqiiéncias de nu-

: nal em 50 | cleos cataliticos parciais nestas partizi-
ciclos mas nao é compativel com a formagao
de MNAzimas ativas, sob estas condi-

cOes experimentais.
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Divisdo do Nucleo Ct Comentario

(vide tabela acima, es-

te exemplo) :

A7:B8 (A9-C10) 31,7 Esta combinagao de seqliéncias de nu-
cleos cataliticos parciais nestas partizi- |
mas & compativel com a formacgao de
MNAzimas ativas.

A8:B9 (G6-C7) Nenhum si- | Esta combinagdo de seqliéncias de nu-
nal em 50| cleos cataliticos parciais nestas partizi-
ciclos mas ndo € compativel com a formagao

de MNAzimas ativas, sob estas condi-
¢Oes experimentais.

A9:B10 (A5-G6) Nenhum si- | Esta combinagao de sequéncias de nu-
nal em 50| cleos cataliticos parciais nestas partizi-
ciclos mas nao é compativel com a formacao

de MNAzimas ativas, sob estas condi-
¢Oes experimentais.

Os valores de Ct volumes sio a média de reagdes em triplicata, quando o
nivel de fluorescéncia limite foi estabelecido em 0,2 e a fluorescéncia refe-
rencial do fundo foi subtraida entre os ciclos 1 e 14.
Exemplo 21: Aplicacao de MNAzimas para Detectar Proteinas-alvo.

Como demonstrado no Exemplo 18, as MNAzimas podem ser
usadas para detectar alvos incorporando seqiiéncias sobre a extremidade de
uma partizima (apta-partizima). Neste exemplo, foi usada a mesma estraté-
gia de detecgdo de MNAzimas (Figura 20) para detectar a proteina Taq po-
limerase, usando uma sequéncia de aptamero com um comprimento de 46
nucleotideos, que foi relatada como se ligando a Taq polimerase com alta
especificidade (Yakimovich, 2003). O facilitador de combinacdo e o oligonu-
cleotideo da partizima B foram iguais aqueles usados no Exemplo 18, onde
ATP foi detectado usando uma MNAzima.
21.1. Oligonucleotideos de Partizimas, Combinagio e Oligonucle-
otideos Inibidores |

Neste exemplo a séqﬁéncia de aptamero de Taq polimerase foi
colocada adjacente ao brago de substrato da apta-partizima A (Figura 20).
Os bragos sensores da apta-partizima A e partizima B foram desenhados
para se ligarem a um facilitador de combinacdo. As seqléncias da apta-
partiZima TaqA2/1 e partizima AtpB3/1 estdo indicadas abaixo (de 5’ para
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3’). Nas sequéncias que se seguem as bases em negrito hibridizam com o
facilitador de combinagao, as bases sublinhadas fazem parte do nucleo cata-
litico da MNAzima combinada, e as bases em itélico hibridizam parao subs-
trato.‘AIém disso, as bases em letras normais na apta-partizima A2 TagA2/1

indicam sequéncias de aptamero de DNA que se ligam a Tag polimerase.

‘SEQ ID NO: 124 Apta-Partizima A2 TagA2/1:

AACGTACACTGCACGCGGTCGAAATAGTGAGTGCGGTCGGCTCGGGG
CATTCTTAGCGTTTTGCCCCGAGCCGACCGC
SEQ ID NO: 104 Partizima B3 AtpB3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCGTCTGTACCGTGTAC

A sequéncia do facilitador de combinagéo esta indicada abaixo
(de 5’ para 3'):
SEQ ID NO: 105 Facilitador de combinagao AtpC/1:
GTACACGGTACAGACCGTGCAGTGTACGTT

A sequéncia do oligonucleotideo inibidor esta indicada abaixo
(de 5' para 3'):
SEQ ID NO: 125 Inibidor TaqR/1:
TGCCCCGAGCCGACCGAACTCACTATTT
21.2. Substratorepérter

A atividade da MNAzima € monitorada pela clivagem de um
substratorepdrter de acido nucléico duplamente rotulado. O substratorepérter
para este exemplo é SubBi-1-FB com a sequéncia, de 5’ para 3’, abaixo. As
bases em letras minusculas representam RNA e as bases em letras maius-
culas representam DNA. As bases sublinhadas indicam a posi¢do de uma
por¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e de uma porgao BHQ1 na extremidade 3.
As mudangas na fluorescéncia em virtude da clivagem de SubBi-1-FB no
ribonucleotideo entre FAM e BHQ1 foram monitoradas a 520 nm (compri-
mento de onda de emissao de FAM) com excitagdao em 490 nm (comprimen-
to de onda de excitagdao de FAM).
SEQ ID NO: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
21.3. Alvo
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A molécula-alvo neste exemplo foi Tag DNA Polimerase (Amer-
sham Biosciences), e a polimerase Klenow (Amersham Biosciences) foi usa-
da como um controle negativo. Usou-se agua isenta de nuclease como um
controle "sem alvo".

21.4. Condig¢des da Reacao

A detecgdo da sequléncia-alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepdrter pela MNAzi-
ma cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adi¢do de substra-
to, e o volume total de todas reagdes foi de 50 pL. As reag¢des foram condu-
zidas a 40°C em um FLUOstar OPTIMA (BMG Biotech). A fluorescéncia para
cada reagéo foi lida a cada 6 segundos por um total de 15 minutos. Cada
reagao continha uma concentragao final 200 nM de TaqA2/1, 200 nM de
AtpB3/1, 200 nM de AtpC/1, 200 nM de TagR/1, 200 nM de SubBi-1-FB, 25
mM de MgClz, 25 mM de Tris HCI pH 6,8 e 5 Unidades de Tag DNA polime-
rase ou 5 Unidades de polimerase Klenow ou nenhuma proteina (apenas
agua).

21.5. Resultados : Detecgcdo e Clivagem do Substratorepérter
SubBi-1-FB '

Na auséncia de Taq polimerase, foi observado um baixo nivel de
fluorescéncia que aumentou apenas ligeiramente no decorrer do tempo, de-
monstrando que o oligonucledtl’deo inibidor foi capaz de impeder a combina-
¢ao de uma MNAzima ativa. Na presenga de Tag polimerase, o sinal fluores-
cente foi mais alto e aumentou no decorrer do tempo. Isto indica que o oligo-
nucleotideo inibidor foi deslocado pela Taqg polimerase e formou-se uma
MNAzima ativa. A combinag¢do da MNAzima foi dependente do alvo, pois o
sinal fluorescente na presenga da polimerase Klenow foi similar ao sinal na
auséncia de Taq polimerase, isto €, no controle com agua “sem alvo". Isso é
consistente com as observagdes de Yakimovich et al. (2003) que demonstra-
ram que a sequéncia de aptamero de Taq polimerase é especifica para Tag
polimerase e néao se liga a Klenow. Este exemplo de MNAzima acima de-
monstra que as MNAzimas podem ser acopladas a aptameros para a detec-

cdo de proteinas especificas.
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Exemplo 22: Detecgido de um Unico Polimorfismo de Nucleotideo (SNP)
Usando uma Partizima Truncada e um Oligonucleotideo Estabilizador

A deteccao de alvos mediada por MNAzimas pode ocorrer por
intermédio do reconhecimento com bases de Watson-Crick dos bragos sen-
sores das partizimas e da seqiéncia-alvo. No Exemplo 19, este requisito de
complementaridade foi usado para detectar um unico desemparelhamento -
de bases entre o brago sensor da partizima e a sequéncia de acidos nucléi-
cos do alvo. No exemplo que se segue, o requisito de complementaridade foi
explorado novamente para detectar um unico polimorfismo de nucleotideo
(SNP), usando uma estratégia que utilizou uma partizima com um brago
sensor truncado, que pode se estabilizado por um oligonucleotideo estabili-
zador. A estratégia de detecgao com MNAzima e usada neste exemplo esta
ilustrada na Figura 23 e os oligonucleotideos requeridos estdo descritos a-
baixo:

a) partizima-padrao;

b) uma partizima com um brago sensor truncado (por exemplo, 5
bases) que é desenhado para emparelhar competamente com uma forma do
SNP, mas nao com a outra;

c) um oligonucleotideo estabilizador (por exemplo, 15 bases),
que hibridiza para o alvo adjacente ao brago sensor truncado da partizima. O
estabilizador é desenhado para facilitar a combinagao da MNAzima quando
o brago sensor com 5 nucleotideos é hibridizado para o alvo; e

d) um substrato de sonda reporter.

22.1. Oligonucleotideos de Partizimas e Oligonucleotideo Estabi-
lizador '

Neste exemplo, o brago sensor da partizima B foi desenhado
para ter um comprimento de apenas 5 nucleotideos para discriminar um
SNP que ocorre no oligonucleotideo-alvo. O brago sensor da partizima B foi
desenhado para hibridizar para a forma "T' do SNP, mas nao para a forma
"C" do SNP. As sequéncias das partizimas A e B e o oligonucleotideo estabi-
lizador estao ilustrados abaixo (de 5’ para 3’). Nas sequéncias que se se-
guem as bases em negrito hibridizam com o alvo, as bases sublinhadas fa-
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zem parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, e as bases em itali-
co hibridizam para o substrato. O "-P" indica a fosforilagdo em 3’do oligonu-
cleotideo.
SEQ ID NO: 126 Partizima A4 XdA4/2-P:
ACTGGATGTCCATCTGTCTGACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 127 Partizima B5 XdB5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTTATAC-P
SEQ ID NO: 128 Stabiliser XdF/2-P:
CTTCGTGAGGGTGAG-P
22.2. Substratorepoérter

O substratorepérter usado neste exemplo foi SubBi-2. No pre-
sente exemplo, SubBi-2 foi rotulado nas extremidades com uma porg¢do 6-
FAM na extremidade 5’, uma porcao BHQ1 na extremidade 3, e foi designa-
do SubBi-2-FB. A clivagem de SubBi-2-FB foi monitorada a 520 nm (com-
primento de onda de emissdo de FAM) com excitagdo em 490 nm (compri-
mento de onda de excitacdo de FAM). A seqiiéncia de SubBi-2-FB esta lis-
tada abaixo (de 5’ para 3’); as bases em letras minusculas representam RNA
e as bases em letras maitsculas representam DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
22.3. Alvo

As moléculas do alvo para este exemplo foram oligonucleotideos
sintéticos derivados do gene Xd. Um dos alvos correspondia a forma "T" do
SNP (XdC/2(52)) e era completamente emparelhada com o brago sensor da
partizima B. O outro alvo correspondia a forma "C" do SNP e era desempa-
relhado com o brago sensor da partizima B. Os oligonucleotideos sintéticos

.foram ordenados a partir de Sigma-Proligo, e usou-se agua isenta de nucle-

ase no lugar do alvo como um controle "sem alvo". As sequéncias de ambos
alvos estao listadas abaixo (de 5’ para 3’) com o SNP sublinhado.

SEQ ID NO: 129 Alvo XdC/2(52):
TGCCCCCTCACCCTCACGAAGGTATACAGACAGATGGACATCCAGTTG

GTGA
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SEQ ID NO: 130 Alvo (desemparelhamento) XdC/2(1M52):
TGCCCCCTCACCCTCACGAAGGCATACAGACAGATGGACATCCAGTTG
GTGA
22.4. Condi¢oes da Reacao

A detecg¢édo da sequiéncia do alvo foi medida por um aumento no
sinal fluorescente causado pela clivagem do substratorepérter pela MNAzi-
ma cataliticamente ativa. As reagdes foram iniciadas pela adicao de substra-
to, e o volume total de todas reagdes foi de 50 pL. As reagdes foram condu-
zidas a 55°C em um FLUOstar OPTIMA (BMG Biotech). A fluorescéncia para
cada reacgao foi lida a cada 2 segundos por um total de 5 minutos. Todas
reagdes continham 200 nM XdA4/2-P, 200 nM XdB5/2-P, 1x Tampao |l de
PCR (Applied Biosystem) e MgCl, 25 mM. Além disso, a reagao continha os
oligonucleotideos listados na Tabela 24.
Tabela 24. Reagentes Adicionais em Reacoes de MNAzimas.

Reacéao Alvo Estabilizador

A 200 nM de XdC/2(52) 200 nM de XdF/2-P

B 200 nM de XdC/2(1M52): | 200 nM de XdF/2-P

C 200 nM de XdC/2(52) Nenhum estabilizador

D Nenhum alvo 200 nM de XdF/2-P
22.5. Resultados : Detec¢cdo e Clivagem do Substratorepodrter
SubBi-2-FB

A MNAzima apresentou um aumento na fluorescéncia no decor-
rer do tempo quando o modelo de SNP completamente emparelhado foi u-
sado (Reagao A: Figura 23). Em contraste, quando o modelo era desempa-
relhado (continha um SNP), o sinal fluorescente nao aumentou no decorrer
do tempo (Reacéo B: Figura 23). Similarmente, ndao houve qualquer aumento
na fluorescéncia. na auséncia do oligonucleotideo-alvo (Reacdo D: Figura
23). A presenga do oligonucleotideo estabilizador demonstrou ser essencial
para estabilizar o complexo de MNAzima. Uma reag¢ao que contém todos os
componentes da reagéo, incluindo o aivo completamente emparelhado, mas

na qual faltava o oligonucleotideo estabilizador, ndo deu qualquer aumento
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~ na fluorescéncia no decorrer do tempo (Reagao C: Figura 23). Assim sendo,

5 bases do brago sensor foram insuficientes para formar um complexo de
MNAzima estavel, mas a presen¢a de um oligonucleotideo estabilizador p6-
de compensar o comprimento curto do brago sensor da partizima (5 bases) e
permitir a formagao da MNAzima estavel sob condi¢bes severas de tempera-
tura (55 °C neste exemplo). O oligonucleotideo estabilizador pode ser consi-
derado uma terceira partizima neste sistema, pois ele é necessario para a
formagao da MNAzima estavel.

Este exemplo demonstra que as MNAzimas podem ser usadas

- para discriminar entre dois alvos que diferem que diferem em apenas um

SNP. Além disso, éle demonstra a aplicagdo de partizimas com bragos sen-
sores truncados, e seu uso na combinagdo com oligonucleotideos estabili-
zadores.
Exemplo 23: Atividade Catalitica de MNAzimas com Substituicées de
Ribonucleotideos. |

Diferentemente de ribozimas, as DNAzimas ndo foram descober-
tas na natureza. As DNAzimas sao desenvolvidas in vitro a partir de grandes
bibliotecas de oligonucleotideos. A substituicdo de certos ribonucleotideos
por certos desoxirribonucleotideos em ribozimas conhecidas foi tentada sob
certas condi¢cbes (McCall et al.,, 1992). As ribozimas que foram completa-
mente convertidas em DNA nao tém qualquer atividade em virtude de dife-
rencas de conformacgdo de RNA e DNA (Perreault et al., 1990). Estes estu-
dos demonstram que enzimas de RNA nao podem ser transformadas em
enzimas de DNA funcionais meramente substituindo ribonucleotideos por
desoxirribonucleotideos. Os experimentos foram realizados para investigar a
tolerancia de MNAzimas & substituicdo de ribonucleotideos por desoxirribo-
nucleotideos.
23.1. Oligonucleotideos de Partizimas

Neste exemplo, varias partizimas foram sintetizadas, onde um
ou mais desoxirribonucleotideos foram substituidos por ribonucleotideos
dentro das regibes que constituem o nucleo catalitico parcial. Foram sinteti-
zadas partizimas que tinham uma unica substituicdo de ribonucleotl’deo, ou
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que tinham a regiao do nucleo catalitico parciaf inteira substituida por ribo-
nucleotideos. Os oligonucleotideos das partizimas A e B tinham bragos sen-
sores complementares a uma regiao de éxon 4 do gene RPLPO humano. Os
oligonucleotideos de partizimas estao listados abaixo, de 5’ para 3'. Nas se-
qguéncias que se seguem, as bases sublinhadas fazem parte do nucleo cata-
litico da MNAzima combinada, as bases em negrito hibridizam para o alvo, e
as baem itélico hibridizam para o éubstrato. As bases em letras minusculas
representam bases de RNA que substituiram bases de DNA.
SEQ ID NO: 131 partizima A (Control) RO4A5(18)/2-P
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 132 partizima B (Control) RO4B6 (19)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA-P
SEQ ID NO: 133 Partizima A (ribo-14g): RO4A5(18)/2-rG14-P
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACgAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 134 Partizima A (ribo-9a): RO4A5(18)/2-rA9-P
GGGCTGGTCATCCAGCAGTaCAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO: 135 Partizima A (ribo x 8): RO4rA5(18)/2
GGGCTGGTCATCCAGCAGuacaacqaGAGGAAACCTT
SEQ ID NO: 136 Partizima B (ribo x 7): RO4rB6(19)/2
TGCCCAGGGAQgcuagcGTGTTCGACAATGGCAGCA
23.2. Substratoreporter

O substratorepérter para este exemplo foi SubBi-2 com a se-
quéncia, de 5’ para 3', abaixo. No presente exemplo, SubBi-2 foi rotulado
nas duas extremidades com uma por¢ao 6-FAM na extremidade 5’ e com
uma porcao BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-2-FB. A cliva-
gem de SubBi-2-FB foi monitorada a 530 nm (comprimento de onda de e-
missao de FAM) com excitagcdo em 485 nm (comprimento de onda de exci-
tacdo de FAM). Na seqiéncia que se segue as bases em letras minusculas
representam RNA e as bases em letras maiusculas representam DNA.
SEQ ID NO: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA

23.3. Seqiiéncia-alvo
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Um oligonucleotideo de DNA sintético foi usado como o modelo
de alvo neste experimento. A sequéncia do alvo esta indicada abaixo, de 5’
para 3'. |
SEQ ID NO: 8 RO4/1Target
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC
23.4. Condicdes da Reacdo

A analise da atividade catalitica de varios pares de partizimas foi
realizada usando um termociclador SmartCycler System (Cepheid). Os vo-
lumes totais das reag¢des foram de 25 uL, e cada reagao continha 1 X Tam-
pao Il de PCR (Applied Biosystems), 10 mM MgCls,, 0.2 uM de SubBi-2-FB, 2
uM de RO4/1Target e um par de partizimas A e B, cada uma 2 pM. Os pares

. de partizimas em cada reacao estao indicados na Tabela 24.

Tabela 24: Partizimas em Varias Reacoes.

Reacéao Partizima A Partizima B Numero de
v réplicas
partizimas A e B de con- | RO4A5(18)/2-P RO4B6(19)/2-P | 4

trole (apenas DNA)

Partizima A (ribo - 9a) & | RO4A5(18)/2-rA9-P | RO4B6 (19)/2- | 3

partizima B de controle P

Partizima A (ribo - 14g) & | RO4A5(18)/2-rG14- | RO4B6 (19)/2- | 3
partizima B de controle P P

Partizima A (ribo x 8) & | RO4rA5(18)/2 RO4B6 (19)/2- |3
partizima B de controle P

partizima A de controle e | RO4A5(18)/2-P RO4rB6(19)/2 |3
Partizima B (ribo x 7)

Partizima A (ribo x 8) & | RO4rA5(18)/2 RO4rB6(19)/2 |3

Partizima B (ribo x 7)

As reagdes foram incubadas a 54°C por 20 minutos e es dados
de fluorescéncia foram coletados em intervalos de 12 segundos.
Visto que inicio da fluorescéncia pode variar por cavidades indi-

viduais no sistema termociclo Smartcycler, a valor da fluorescéncia inicial foi

subtraido da fluorescéncia de cada pnto de tempo para cada reacao para
permitir a.comparacao entre as reagao em diferentes cavidades.
23.5. Resultados: Atividade Catalitica de MNAzimas com Substi-

tuic6es de Ribonucleotideos Dentro das Seqiliéncias de Nucleos Catali-
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ticos Parciais de Partizimas. -
A clivagem catalitica do substrato por MNAzimas constituidas de

varios pares de partizimas foi monitorada como uma mudanga na fluores-

céncia no decorrer do tempo (Tabela 25).
Tabela 25: Resultados Obtidos Usando Varias Combinagcdes de Parti-

zZimas.

Reacao

Resultado

Reacao de Controle com
apenas DNA
partizimas Ae B

Rapido aumento na fluorescéncia; a fluores-
céncia atingiu um patamar depois de 5 minu-
tos de incubagao.

Partizima A (ribo - 9a) &
partizima B de controle

Aumento na fluorescéncia; a fluorescéncia nao
tinha atingido um patamar depois de 20 minu- |
tos de incubagao.

Partizima A (ribo - 14g) &
partizima B de controle

Rapido aumento na fluorescéncia; a fluores-
céncia atingiu um patamar depois de 5 minu-
tos de incubacao.

Partizima A (ribo x 8) & par-
tizima B de controle

Nenhum aumento na fluorescéncia no decor-
rer do tempo.

partizima A e Partizima B
de controle (ribo x 7)

Nenhum aumento na fluorescéncia no decor-
rer do tempo.

Partizima A (ribo x 8) & Par-
tizima B (ribo x 7)

Nenhum aumento na fluorescéncia no decor-
rer do tempo.

O experimento demonstra que algumas substituicdes de ribonu-
cleotideos dentro do nucleo catalitico das partizimas sao compativeis com a
formacao de MNAzimas ativas. Embora uma unica substituicao (partizima A
(ribo 14Q)) tivesse tido atividade similar aquela de partizimas inteiramente de
DNA sob estas condi¢bes, uma Unica substituicdo alternativa (partizima A
(ribo9a)), ao mesmo tempo ainda compativel com a formagao de MNAzimas
ativas, clivou o substrato em uma velocidade mais lenta do que o controle. A
MNAzima nao tolerou a substituicao de todos nucleotideos no dominio do
nucleo cafalitico parcial da partizima A e/ou partizima B.
Exemplo 24: Ativagéo de uma MNAzima pela Liberagcdo de Partizimas
Amarradas como um Mecanismo para Iniciar uma Cascata de Amplia-
cao de Sinais.
24.1. Cascatas de Ampliacao de Sinais Mediadas por MNAzimas

As MNAzimas podem ser usadas para iniciar cascatas de ampli-
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acao de sinais. Uma estratégia para essa cascata de ampliagdo de sinais
estd ilustrada na Figura 25. Na presenga do alvo, a MNAzima 1 ativa se for-
ma a partir de partizimas que estao livres em solugdo. A MNAzima 1 cliva
seu substrato amarrado, Sub1, liberando assim componentes partizimas pa-
ra a MNAzima 2. Uma vez liberadas, estas partizimas hibridizam com o facili-
tador de combinacéao e formam a MNAzima 2 que cliva o substrato Sub 2.
Sub 2 rotulado duplamente, que esta livre em solugédo, é clivado pela MNA-
zima 2 e um sinal fluorescente é gerado. Além disso, a MNAzima 2 cliva Sub
2 amarrado, liberando partizimas, que tém os mesmos bragos sensores que
a MNAzima 2 e quando hibridizadas para o facilitador de combinagao, for-
mam a MNAzima 3 (o facilitador de combinagao pode estar amarrado ou
pode estar livre em solugdo). Como a MNAzima 3 compartilha os mesmos
bracos de substrato que a MNazima 1, ela pode clivar também Sub1 amar-
rado, liberando assim mais componentes partizimas para a MNAzima 2. Isto
resulta em uma cascata de geragdo enzimatica dos componentes (partizi-
mas) para mais enzimas (MNAzimas) e concomitante ampliagdo de sinal.
24.2, Ativacdo de MNAzima Amarrada Capaz de Clivar Substratos
Rotulados de Forma Fluorescente ‘

Este exemplo demonstra a primeira etapa da cascata de amplia-
¢ao de sinais, como ilustrado na Figura 25. Nesta etapa iniciadora, o alvo se
liga a panizimas; que estao livres em solugao, e forma a MNAzima 1 ativa. A
MNAzima 1 cliva seu substrato amarrado, Sub 1, liberando assim os compo-
nentes partizimas para a MNAzima 2. Uma vez liberadas, estas partizimas
hibridizam com o facilitador de combinagao e formam a MNAzima 2. Sub 2 -
FQ rotulado duplamente (especificamente SubBi-3-FB neste exemplo), que
esta livre em solugao, é clivado pela MNAzima 2, e um sinal fluorescente é
gerado.

24.3. Oligonucleotideos de Partizimas

Nas sequéncias que se seguem, as bases sublinhadas fazem
parte do nucleo catalitico da MNAzima combinada, as bases em negrito hi-
bridizam com o alvo, e as bases em italico hibridizam para o substrato. As
bases que estao em italico e também sublinhadas representam as seqlén-
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cias de substrato que estdo acopladas a partizimas a serem amarrar. O "-P"
indica a fosforilagdo do oligonucleotideo e "(Biotin)" indica biotinilagdo do
oligonucleotideo. As bases em letras minusculas representam RNA e as ba-
ses em letras maiusculas representam DNA. Todas seqiéncias listadas a-
baixo estéo grafadas de 5’ para 3'.

As partizimas da MNAzima 1 livres em solugdo foram desenha-
das para se ligarem especificamente ao éxon 5 do gene RPLPO humano, e
as partizimas da MNAzima 2 amarradas foram desenhadas para hibridiza-
rem para o facilitador de combinacao.
SEQ ID NO: 147 Partizima A4 RO5A4/2-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT ~P
SEQ ID NO: 148 Partizima B5 RO5B5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC -P
SEQ ID NO: 138 Substrato 1 amarrado/Partizima A4 RO4A4/3-5b:
(Bio-
tin)AAAAAAAAGGTTTCCTCquCCCTGGGCAGCTGGTCATCCAGCAGACA
ACGAGGTTGTGCTG
SEQ ID NO: 139 Substrato 1 Amarrado/Partizima B5 RO4B5/3-3b:
CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGTTCGACAATGGCAAGG7TTCCTCunCC
TGGGCAAAAAAA(BIotin)
24.4. Substrat-repérter

O substratorepérter {Sub 2; Figura 25) para este exemplo é
SubBi-3 com a seqiiéncia, de 5’ para 3', abaixo. No prsente exemplo, SubBi-

3 foi rotulado nas extremidades com uma porgéo 6-FAM na extremidade 5’ e

com uma por¢do BHQ1 na extremidade 3’, e foi designado SubBi-3-FB. A

clivagem de SubBi-3-FB foi monitorada a 516 nm (comprimento de onda de -
emissao de FAM) com excitagdo em 492 nm (comprimento de onda de exci-

tagcdo de FAM). As bases em letras minusculas representam RNA e as ba-

ses em letras maiusculas representam DNA.

SEQ ID NO: 31 SubBi-3-FB:

CAGCACAACCguCACCAACCG
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4.5. Alvo Sintético e Sequéncias Facilitatadoras

Nas sequéncias qu se seguem, "(Biotin)" indica biotinilacdo do
oligonucleotideo.

SEQ ID NO: 140 Facilitador de combinagdo RO4/2-3b:
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC-(Biotin)

SEQ ID NO: 141 RPLPO 5 alvo sintético (RO5):
GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

24.6. Amarracao de Partizimas Biotiniladas a Placas de Microtitu-
lagao Revestidas com Estreptavidina

A amarragdo de partizimas biotiniladas e facilitador de combina-
¢ao foi conduzida a temperatura ambiente em um volume total da reagéo de
100 pl. A mistura de ligagdo continha 200 nM de partizima RO4A4/3-5b,
200nM de partizima RO4B5/3-3b e 200nM do facilitador de combinagao
RO4/2-3b em solucdo de PBS Amressco (sem Ca+ e Mg+). A mistura de
ligagéo (100 i) foi fracionada em cada cavidade de uma placa de microtitu-
lagé@o revestida com estreptavidina (Roche Diagnostics). O tempo de ligagdo
foi de 30 minutos, e em seguida, 3 lavagens usando PBS, cada uma com 15
minutos de incubagado antes da lavagem.

24.7. Clivagem de MNAzima Amarrada e Deteccdo de Substrato
Rotulado de Forma Fluorescente '

A clivagem do substrato rotulado de forma fluorescente, SubBi-
3-FB, foi monitorada isotermicamente a 55 0OC por 4 minutos no fluordmetro
FluoStar Optima (BMG LabTech) em um volume total da reagdao de 100 pL.
As reacgdes continham 200 nM de partizima RO5A4/2-P, 2OO nM da partizima
ROS5B5/2-P, 200 nM do substrato SubBi-3-FB, 256 mM MgCl,, 1x Tampao |
de PCR (Applied Biosystems) e 200 nM de alvo sintético RO5. Usou-se agua
isenta de nuclease em vez do alvo sintético RO5 nos controles "sem aivo"
controls. A reagao foi iniciada com adigado do substrato SubBi-3-FB.

24.8. Resultados: Mudancga no Nivel de Fluorescéncia na Presen-
ca do Alvo RO5 Versus Controle "sem alvo"

Ha um aumento na fluorescéncia na presenga do alvo RO5 em

comparagao com reagoes sem alvo (controle com agua). A mudanca na fluo-
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rescéncia depois de 4 minutos foi de cerca de 36.000 unidades na presenga

~do alvo, comparado com < 1.000 unidades para o controle sem alvo. Isto

demonstra a capacidade de a MNAzima 1 (constituida das partizimas
RO5A4/2-P e RO5B5/2-P) clivar o substrato amarrado e liberar as partizimas
que constituem a MNAzima 2. Além disso, adicionalmemente, isto demons- ~
tra que uma vez liberadas, as partizimas podem formar um complex de
MNAzima ativa com o facilitador .de combinagdo que é capaz de clivar o
substrato, levando a gerag¢ao do sinal.

Exemplo 25: Disciminacao Direta entre Citosinas Metiladas e Citosinas
em DNA.

O uso de um braco estabilizador com uma partizima que tem
bragcos sensores truncados foi utilizado para demonstrar a capacidade de as
MNAzimas detectarem polimorfismos de nucleotideos individuais (SNPs)
presentes em facilitadores de combinagdo de alvos (Exemplo 22). Sob a
condicdo experimental usada nessa exemplo, um brago sensor com cinco
bases foi usado como uma sonda para SNPs a 55 °C, bem acima da sua
temperatura de fusdo esperada. Os sistemas com bragos estabilizadores, e
partizimas que tém bragos sensores truncados, sdo muito sensiveis a pe-
quenas mudangas no alvo. Esta estratégia de detecgdo pode ser estendida
ainda mais para discriminar diretamente entre alvos, que sao metilados ou
nao-metilados em residuos de citosina especificos, sem a necessidade de
modificagdo anterior com bissulfito (vide Exemplo 11).

A presenca de 5-metil-citosina(s) aumenta a temperatura de fu-
sdao do DNA em 1,3°C por base metilada, em relagdo a citosina(s) mao-
metilada(s). Assim sendo, uma partizima com, por exemplo, um brago sen-
sor com um comprimento de cinco nucleotideos seria capaz de se ligar a um
alvo que contém trés 5-metil-citosinas em uma temperatura quase 4 “C mais
alta do que do que ele seria capaz de se ligar a um alvo nao-metilado da
mesma sequléncia.

Quando partizimas, um brago estabilizador, e um substrato sao
incubados em uma temperatura, que € apropriada para hibridiza¢ao e for-
magdo de MNAzima na presenga de um alvo metilado, mas que ¢ alta de-
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mais para a formac¢ao de MNAzima na presen¢a de um alvo nao-metilado,
um sinal seria gerado apenas na presenca do alvo metilado.

Isto proporciona uma nova estratégia para a analise de padroes
de metilagdo que pode fornecer um método pafa a deteccao de bases de
metilagao como rotuladores de céncer e outras doengas.

Exemplo 26: Uso de MNAzim a para Induzir uma Mudanca de Core m
Resposta a um Alvo

Uma estratégia para usar MNAzimas em um formato colorimétri-
co estd ilustrada na Figura 24. Nesta abordagem, um substrato de MNAzima
seria incorporado em um oligonucleotideo-ponte. O oligonucleotideo-ponte
tem complementaridade a oligonucleotideos afixados a particulas de ouro.
Caso nenhum facilitador de combinagéo esteja presente, o oligonucleotideo-
ponte permaneceria intacto e as particulas de ouro se agregariam tornando
a reagao azul. Caso um facilitador de combinagdo, por exemplo, um acido
nucléico-alvo, estivesse presente, entdo MNAzimas ativas se combinariam a
partir de partizimas presentes em solugdo, e clivariam o substrato (e assim
sendo, o oligonucleotideo-ponte). Isto levaria & dispersao dos agregados de
particulas de ouro, 0 que, por sua vez, causaria uma mudanga na cor de a-
zul para vermelho.

Esta estratégia de MNAzima proporciona um sistema que incor-
pora varios componentes genéricos, e assim sendo, ela fornece um método
que pode ser rapidamente adaptado para qualquer alvo novo. Isto propor-
ciona uma vantagem sobre outros sistemas que usam DNAzimas e particu-
las de ouro que requerem moléculas mais more complexas. Nesta estratégia
com MNAzimas, o substrato de MNAzima e as particulas de ouro com oligo-
nucleotideos afixados poderiam ser genéricas e usadas para a analise de
qualquer acido nucléico-alvo. Novos sistemas analiticos requereriam mera-
mente a sintese de novas partizimas com bragos sensores complementares
ao novo alvo. Além disso, a reagao colorimétrica pode ser usada também em
conjunto com sistemas de MNAzimas sensiveis a ativagao por acidos nucléi-

cos, proteinas ou outros alvos.
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<210> 1

<211> 32

<212> DNA

<213> sintético

<400> 1

gctggtcatce cagcacggtc gaaatagtga gt 32

<210> 2

<211> 33

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 2

gctggtcatc cagcagcggt cgaaatagtg agt 33

<210> 3

<211> 33

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 3

catctcttct ccgtcgaagt gttcgacaat ggce 33

<210> 4

<211> 28

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 4

catctcttct ccggtgttcg acaatggce 28

<210> 5

<211> 31

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 5

catctcttct ccgagcgtgt tcgacaatgg ¢ 31

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> sintético

<220>

<221> RNA

<222> (10)..(10)

<400> 6

actcactata ggaagagatg 20

<210> 7

<211> 32

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 7

gctggtcatc cagcacggtc taaatagtga gt 32

<210> 8

<211> 31

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 8

gccattgtcg aacacctgct ggatgaccag C 31



<210> 9

<211> 31

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 9

cgaccattag gtcgtccaca

<210> 10

<211> 28

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 10

tacctgcact acggtcgaaa

<210> 11

<211> 27

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 11

catctcttct ccgagctaag

<210> 12

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 12

taaagtgctt atagtgcagg

<210> 13

<211> 24

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 13

caaagtgctt acagtgcagg

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 14

aaagtgctgt tcgtgcaggt

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 15

aaaagtgctt acagtgcagg

<210> 16

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 16

taaagtgctg acagtgcaga

<210> 17

<211> 42

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 17

caaacgagtc ctggccttgt

<210> 18
<211> 42
<212> DNA

195

agctgttacc g 31
tagtgagt 28
éacttta 27
ta 22

tagt 24

ag 22

tagc 24

t 21

ccgcacaacg agaggaaacce tt

42
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<213> sintético
<400> 18
tgcccaggga ggctagctgce ggtggagacg gattacacct tc 42

<210> 19

<211> 40

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 19

caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag aggaaacctt 40

<210> 20

<211> 39

<212> DNA

<213> sintético

<400> 20

tgcccaggga ggctagctgt ggagacggat tacaccttce 39

<210> 21

<211> 22

<212> DNA
<213> sSintético

<220>

<221> RNA

<222> (12)..(13)

<400> 21

aaggtttcct cguccctggg ca 22

<210> 22

<211> 43

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 22
gaaggtgtaa tccgtctcca cagacaaggc caggactcegt ttg 43

<210> 23

<211> 19

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 23

caagactgga gacaaagtg 19

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 24

gcagagtttc ctctgtgata 20

<210> 25

<211> 18

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 25

acgtgacgct aaagtgct 18

<210> 26

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 26

cgtccgaatg acgtacctgc ac 22

<210> 27
<211> 18
<212> DNA
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<213> Sintético
<400> 27
cgaatgacgt acctgcac

<210> 28

<211> 22

<212> RNA

<213> Sintético

<400> 28

uaaagugcuu auvagugcagg ua

<210> 29

<211> 39

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacédo

<222> (39)..(39)

<400> 29

caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag gttgtgctg

<210> 30

<211> 39

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (39)..(39)

<400> 30

cggttggtga ggctagctgt ggagacggat tacaccttce

<210> 31

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (11)..{(12)

<400> 31

cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 32

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 32

cattctatca tcaacgggta

<210> 33

<211> 18

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 33

caaaggcaga tggatcag

<210> 34

<211> 29

<212> DNA

<213> Sintético-

<400> 34

tacctgcact aacaacgaga ggaaacctt

<210> 35
<211> 28

18

22

21

20

i8

29

39

39

by
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<212> DNA

<213> Sintético

<400> 35

tgcccaggga ggctagctaa gcacttta

<210> 36

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (11)..(12)

<400> 36

cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 37

<211> 33

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Phosphorylation

<222> (33)..(33)

<400> 37

gaccgtgagg tagtaacaac gagaggaaac ctt

<210> 38

<211> 33

<212> DNA

<213> sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (33)..(33)

<400> 38

tgcccaggga ggctagectgg ttgtatagtt gtc

<210> 39

<211> 22

<212> RNA

<213> Sintético

<400> 39

ugagguagua gguuguauag uu

<210> 40

<211> 24

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 40

agcgaagctg agacaactat acaa

<210> 41

<211> 19

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 41

cgacgtgacc gtgaggtag

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> sintético

<400> 42

catggcacaa gcgaagctga

<210> 43

21

22

24

19

20

28

33

33

4
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<211> 33
<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (33)..(33)

<400> 43

gcecceccgect ccaactacaa cgaggttgtg ctg

<210> 44

<211> 31

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgédo

<222> (31)..(31)

<400> 44

cggttggtga ggctagcaac gcccgcacct ¢

<210> 45

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 45

gttggttacg gtcgcggttc

<210> 46

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 46

ccgaccgtaa ctattcgata cg

<210> 47
<400> 47
000

<210> 48
<400> 48
000
<210> 49
<400> 49
000

<210> 50
<400> 50
000

<210> 51

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (37)..(37)

<400> 51 :

agatcaagat cattgctcca caacgagagg aaacctt

<210> 52

<211> 36

<212> DNA

<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacgdo

20

22

33

31

37

4
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<222> (36)..(36)
<400> 52
tgcccaggga ggctagcectte ctgagcgcaa gtactc

<210> 53
<400> 53
000

<210> 54
<400> 54
000

<210> 55

<211> 38

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Phosphorylation

<222> (38)..(38)

<400> 55

agttcaaatc tgtactgcac cacaacgaga ggcgtgat

<210> 56

<211> 38

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (38)..(38)

<400> 56

ctgggaggaa ggctagctct ggaggtggat tcctttgg

<210> 57

<211> 42

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (42)..(42)

<400> 57

actgaataga aatagtgata gatacaacga gtgccatgtt aa

<210> 58

<211> 41

<212> DNA

<213> sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (41)..(41)

<400> 58

tatcacagcc aaggctagct ccattcctat gactgtagat t

<210> 59

<211> 22

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (12)..(13)

<400> 59

aaggtttcct cguccctggg ca

22

36

38

38

42

41



<210> 60

<211> 21

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> RNA :
<222> (11)..(12)
<400> 60

cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 61

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (11)..(12)
<400> 61

atcacgcctc gutcctcecca g

<210> 62

<211> 25

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (13)..(14)
<400> 62

ttaacatggc acgutggctg tgata

<210> 63

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 63

cattgccgac aggatgcaga

<210> 64

<211> 18

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 64

gagccgccga tccacacg

<210> 65

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 65 :
cactcagcca ctggatttaa

<210> 66

<211> 19

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 66

gcgegtettt gectttattce

<210> 67

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 67

ctttgctgac ctgctggatt a

201

21

21

25

20

18

20

19

21
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<210> 68

<211> 21

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 68

cctgttgact ggtcattaca a

<210> 69

<211> 38

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (38)..(38)

<400> 69

agatcaagat cattgctcca caacgagtgc catgttaa

<210> 70

<211> 38

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (38)..(38)

<400> 70 :

tatcacagcc aaggctagct tcctgagcgc aagtactc

<210> 71

<211> 39

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (39)..(39)

<400> 71

caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag tgcgccatg

<210> 72

<211> 41

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgéao

<222> (41)..(41)

<400> 72

tacttctcec aaggctagcect gtggagacgg attacacctt c

<210> 73
<400> 73
000

<210> 74
<400> 74
000

<210> 75

<211> 41

<212> DNA

<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilagdo

21

38

38

39

41
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<222> (41)..(41)
<400> 75
actgaataga aatagtgata gatacaacga gaggaaacct t

<210> 76

<211> 39

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagédo

<222> (39)..(39)

<400> 76

tgcccaggga ggctagctcc attcctatga ctgtagatt

<210> 77

<211> 33

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (33)..(33)

<400> 77

gctggtcatc cagcagacaa cgaggttgtg ctg

<210> 78

<211> 33

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (33)..(33)

<400> 78 ]

cggttggtga ggctagctgt gttcgacaat ggc

<210> 79

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (12)..(13)

<400> 79

aaggtttcct cguccctggg ca

<210> 80
<400> 80
000

<210> 81
<400> 81
000

'<210> 82
<400> 82
000

<210> 83

<211> 23

<212> DNA

<213> Sintético

<220>
<221> RNA
<222> (11)..(12)
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<400> 83
catggcgcac gutgggagaa gta

<210> 84

<211> 19

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 84

caagactgga gacaaagtg

<210> 85

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 85

gcagagtttc ctctgtgata

<210> 86

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (37)..(37)

<400> 86

ggttgtcgtc agctcgtgta caacgagagg aaacctt

<210> 87

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (37)..(37)

<400> 87

tgcccaggga ggctagctcg tgagatgttg ggttaag

<210> 88

<211> 18

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 88

tggtgcatgg ttgtcgtc

<210> 89

<211> 17

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 89
ttgcgctecgt tgcggga

<210> 90

<211> 38

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (38)..(38)

<400> 90

gaagaggcca ataaaggaga gacaacgaga ggcgtgat

<210> 91
<211> 37
<212> DNA

23
19
20

37
37

18

17
38



<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo
<222> (37)..(37)
<400> 91

ctgggaggaa ggctagctaa

<210> 92

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 92

cagggtcatc cattccatgc

<210> 93

<211> 20

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 93

gctagtacca gttgagccag

<210> 94

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 94

gggctggtca tccagcagta

<210> 95

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 95

gggctggtca tccagcagta

<210> 96

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 96

gggctggtca tccagcagtt
<210> 97

<211> 37

<212> DNA

<213> Ssintético

<400> 97

gggctggtca tccagcagta

<210> 98

<211> 37

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 98

gggctggtca tccagcagta

<210> 99

<211> 36

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 99

tgcccaggga ggctagegtg

<210> 100

<211> 36

<212> DNA

<213> Sintético

205

caccagcttg ttacacc

ag

caacgagagg aaacctt

caacaagagg aaacctt

caacgagagg aaacctt

catcgagagg aaacctt

ctacgagagg aaacctt

ttcgacaatg gcagca

22

20

37

37

37

37

37

37

36
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<400> 100
tgcccaggga ggctagagtg ttcgacaatg gcagca 36

<210> 101

<211> 36

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 101

tgcccaggga ggccagegtg ttcgacaatg gcagca 0 36

<210> 102

<211> 40

<212> DNA

<213> sintético

<400> 102

atgctgccat tgtcgaacac ctgctggatg accagcccaa 40

<210> 103

<211> 59

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 103

aacgtacact gcacgcggtc gaaatagtga gtacctgggg gagtattgcg gaggaaggt

<210> 104

<211> 31

<212> DNA

<213> Sintético .

<400> 104 -

catctcttct ccgagcecgtct gtaccgtgta ¢ 31

<210> 105

<211> 30

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 105

gtacacggta cagaccgtgc agtgtacgtt 30

<210> 106

<211> 17

<212> DNA

<213> sintético

<400> 106

ccaggtactc actattt 17

<210> 107

<211> 41

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (41)..(41)

<400> 107

caaacgagtc ctggccttgt cttacaacga gaggaaacct t 41

<210> 108

<211> 28

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Posforilacgdo

<222> (28)..(28)

<400> 108

tgcccaggga ggctagegtg gagacgga 28

59
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<210> 109

<211> 28

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Phosphorylation

<222> (28)..(28)

<400> 109

tgcccaggga ggctagcgtc gagacgga

<210> 110

<211> 18

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 110
agcagccaca aaggcaga

<210> 111
<400> 111
000

<210> 112

<211> 34

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (34)..(34)

<400> 112

tgcccaggga ggctagectgt ggagacggat taca

<210> 113
<400> 113
000

<210> 114

<211> 33

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (33)..(33)

<400> 114

tgcccaggga ggctagegtg gagacggatt aca

<210> 115

<211> 37

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgédo

<222> (37)..(37)

<400> 115

caaacgagtc ctggeccttgt ctacgagagg aaacctt

<210> 116
<211> 37
<212> DNA )
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilagdo
<222> (37)..(37)

18

28

34

33

37
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<400> 116
tgcccaggga ggctagctac agtggagacg gattaca

<210> 117

<211> 39

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagédo

<222> (39)..(39)

<400> 117

caaacgagtc ctggceccttgt ctcaacgaga ggaaacctt

<210> 118

<211> 35

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgédo

<222> (35)..(35)

<400> 118

tgcccaggga ggctagctag tggagacgga ttaca

<210> 119

<211> 42

- <212> DNA

<213> sintético

<220>

<221> Fosforilacgéo

<222> (42)..(42)

<400> 119

caaacgagtc ctggccttgt ctctacaacg agaggaaacc tt

<210> 120

<211> 32

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (32)..(32)

<400> 120

tgcccaggga ggctaggtgg agacggatta ca

<210> 121

<211> 43

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (43)..(43)

<400> 121

caaacgagtc ctggccttgt ctgctacaac gagaggaaac ctt

<210> 122

<211> 31

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacao
<222> (31)..(31)
<400> 122

37

39

35

42

32

43
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tgcccaggga ggctagtgga gacggattac a 31

<210> 123

<211> 19

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 123 )

gctacccaac tgttgcatc 19

<210> 124

<211> 78

<212> DNA

<213> sintético

<400> 124

aacgtacact gcacgcggtc gaaatagtga gtgcggtcegg ctcggggcat tcttagegtt 60
ttgcccecgag ccgaccgce 78

<210> 125

<211> 28

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 125

tgccccgage cgaccgaact cactattt 28

<210> 126

<211> 38

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgao

<222> (38)..(38)

<400> 126

actggatgtc catctgtctg acaacgagag gaaacctt 38

<210> 127

<211> 23

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilagdo

<222> (23)..(23)

<400> 127

tgcccaggga ggctagcetta tac 23

<210> 128

<211> 15

<212> DNA

<213> sintético

<220>

<221> Fosforilagéo

<222> (15)..(15)

<400> 128

cttcgtgagg gtgag : 15

<210> 129

<211> 52

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 129

tgcccecctca ccctcacgaa ggtatacaga cagatggaca tccagttggt ga 52

<210> 130
<211> 52
<212> DNA



<213>
<400>

210

Sintético
130

tgcccectca ccctcacgaa ggcatacaga cagatggaca tccagttggt ga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<400>

131

37

DNA
Sintético

Fosforilagédo
(37)..(37)
131

gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<400>

132

36

DNA
Sintético

Fosforilagdo
(36)..(36)
132

tgcccaggga ggctagcgtg ttcgacaatg gcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<400>

133

37

DNA
Sintético

RNA
(25)..(25)

Fosforilacgdo
(37)..(37)
133

gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<400>

134

37

DNA
Sintético

RNA
(20) ..(20)

Fosforilagao
(37)..(37)
134

gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<400>

135

37

DNA
Sintético

RNA
(19)..(26)
135

gggctggtca tccagcagua caacgagagg aaacctt

<210>
<211>

136
36

37

36

37

37

37

52
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<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (11)..(17)

<400>-136 )

tgcccaggga ggcuagcegtg ttcgacaatg gcagca

<210> 137
<400> 137
000

<210> 138

<211> 61

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Biotina
<222> (1)..(1)
<220>

<221> RNA

<222> (18)..(19)
<400> 138

36

aaaaaaaagg tttcctcguc cctgggcagc tggtcatcca gcagacaacg aggttgtget g 61

<210> 139

<211> 61

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (45)..(46)
<220>

<221> Biotina
<222> (61)..(61)
<400> 139

cggttggtga ggctagctgt gttcgacaat ggcaaggttt cctcguccct gggcaaaaaa a

<210> 140

<211> 31

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Biotin

<222> (31)..(31)

<400> 140

gccattgtcg aacacctgct ggatgaccag ¢

<210> 141

<211> 43

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 141

gaaggtgtaa tccgtctcca cagacaaggc caggactcgt ttg

<210> 142

<211> 28

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 142

tgagctacag tcggtcgaaa tagtgagt

<210> 143

28

31

43

61



212

<211> 27

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 143

catctcttct ccgagegett catctca 27

<210> 144

<211> 42

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 144

ggcactaacg tgcctgagect acagtcggtc gaaatagtga gt 42

<210> 145

<211> 41

<212> DNA

<213> sintético

<400> 145

catctcttct ccgagegett catctcacga cgataacgtc g 41

<210> 146

<211> 22

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 146

tgagatgaag cactgtagct ca. 22

<210> 147

<211> 40

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacgdo

<222> (40)..(40)

<400> 147

caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag aggaaacctt 40

<210> 148

<211> 39

<212> DNA
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacdo

<222> (39)..(39)

<400> 148

tgcccaggga ggctagctgt ggagacggat tacacctte 39

<210> 149

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA

<222> (2)..(2)

<400> 149

tacaacga 8

<210> 150

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 150

cggtcgaa 8



213

<210> 151

<211> 7

<212> DNA

<213> Sintético

<400> 151

acaacga 7

<210> 152

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 152
tacaacga

<210> 153

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético

<220>

<221> RNA
<222> (7)..(7)
<400> 153
tacaacga

<210> 154
<400> 154
000

<210> 155

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 155
tacaacaa

<210> 156

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 156
ttcaacga

<210> 157

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 157
tacatcga

<210> 158
<400> 158
000

<210> 159
'<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 159
tactacga

<210> 160
<400> 160
000

<210> 161
<211> 6



<212> DNA

<213> Sintético
<400> 161
caacga

<210> 162
<400> 162
000

<210> 163
<400> 163
000

<210> 164
<400> 164
000

<210> 165
<400> 165
000

<210> 166

<211> 6

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 166
ccgagce

<210> 167

<211> 8

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 167
ggctagct

<210> 168

<211> 7

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 168
ggctagce

<210> 169

<211> 7

<212> DNA
<213> Sintético
<400> 169
ggctaga

<210> 170

<211> 7

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 170
ggccagc

<210> 171
<400> 171
000

<210> 172

<211> 9

<212> DNA

<213> Sintético
<400> 172
ggctagcta

214
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REIVINDICAGCOES

1. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende pelo
menos dois ou mais componentes oligonucleotideos, em que pelo menos um
primeiro componente oligonucleotideo e um segundo componente oligonu-
cleotideo se autocombinam na presenc¢a de um facilitador de combinagao
MNAzima para formar uma enzima de acido nucléico multicomponente cata-
liticamente ativa (MNAzima), em que cada um do dito pelo menos primeiro e
dito segundo componentes oligonucleotideos compreendem uma parte rami-
ficada de substrato, uma parte nuclear catalitica, e uma parte ramificada de
sensor,

em que apo6s a autocombinagéo, a parte ramificada de sensor
dos ditos primeiro e segundo componentes oligonucleotideos atuam como
ramificagées de sensores da MNAzima, a parte rafniﬁcada de substrato dos
primeiro e segundo componentes oligonucleotideos atuam como ramifica-
coes de substrato da MNAzima, e a parte nuclear catalitica dos primeiro e
segundo componentes oligonucleotideos atuam como um nucleo catalitico
de MNAzima,;

e em que as ramificacées de sensores da MNAzima interagem
com o dito facilitador de combina¢do de MNAzima de modo a manter o pri-
meiro e o segundo componentes oligonucleotideos em proximidade para
associagao das suas respectivas partes nucleares cataliticas para formar o
ntcleo catalitico da MNAzima, sendo o dito nucleo catalitico capaz de modi-
ficar pelo menos um substrato, e em que as ditas ramificagdes de substratos
da dita MNAzima engatam em um substrato, de tal modo que o dito nucleo
catalitico da dita MNAzima possa modificar o dito substrato.

2. Composigcdo de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizada
pelo fato de que o dito facilitador de combinagéo é um alvo a ser identificado,
detectado ou quantificado.

3. Composigao de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizada
pelo fato de que o dito alvo € um acido nucléico.

4. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 3, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo menos um ter-
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ceiro componente oligonucleotideo que atua para estabilizar pelo menos um
entre as ditas partes ramificadas de substrato ou partes ramificadas de sen-
Sor.

5. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 4, caracterizada pelo fato de que pelo menos um entre o dito facilitador
de combinagdo, os ditos componentes oligonucleotideos ou substratos ou
uma combinagdo dos mesmos, compreende mais do que uma molécula.

6. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 5, caracterizada pelo fato de que as partes de nucleo catalitico do primei-
ro componente oligonucleotideo séo selecionadas a partir do grupo que
compreende SEQ ID NOs: 149 - 153, 155 — 157, 169 e 161, e as partes de
nlcleo catalitico do segundo componente oligonucleotideo sdo selecionadas
a partir do grupo que compreende SEQ ID NOs: 166 - 170 e 172.

7. Composig¢ao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizada pelo fato de que pelo menos um entre os ditos compo-
nentes oligonucleotideos ou facilitador de combinagéo ou substrato ou uma
combinagdo dos mesmos compreende ainda pelo menos um aptamero ou
parte do mesmo.

8. Composicao de acordo com a reivindicagao 7, caracterizada
pelo fato de que o dito aptamero ou parte do mesmo compreende pelo me-
nos um entre acido nucléico, peptideo, polipeptideo ou proteina, ou um deri-
vado ou combinagao dos mesmos.

9. Composigcao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 8, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo menos um ini-
bidor da dita autocombinagao da dita MNAzima.

10. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que pelo menos um entre o dito pri-
meiro ou o dito segundo componente oligonucleotideo, ou o dito facilitador
de combinacao, ou o dito substrato, compreende ainda pelo menos uma par-
te de sequiéncia autocomplementar capaz de formar uma estrutura do tipo
prendedor de cabelo (hairpin).

11. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
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¢bes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que o dito facilitador de combinagao
€ um &acido nucléico ou uma proteina.

12. Composi¢dao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que pelo menos um entre os ditos
componentes oligonucleotideos, facilitador de combinagdo, substrato, ou
inibidor & afixado a um suporte insoluvel.

13. Composi¢cao de acordo com a reivindicagao 12, caracteriza-
da pelo fato de que o dito suporte insoliuvel compreende pelo menos uma
nanoparticula ou microparticula, ou uma combinagdo das mesmas.

14. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 1 a 13, caracterizada pelo fato de que o dito substrato compreende
uma parte detectavel e uma parte bloqueadora (quencher), em que apéds a
modificagao do dito substrato pela dita MNAzima, um efeito detectavel pro-
porcionado pela dita parte detectavel € aumentado ou diminuido.

156. Composigao de acordo com a reivindicagdo 14, caracteriza-
da pelo fato de que a dita modificacdo do dito substrato pela dita MNAzima
proporciona um efeito detectavel.

16. Composigédo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 15, caracterizada pelo fato de que o dito facilitador de combinagao
e o dito substrato sdo acidos nucléicos que sao completa ou parcialmente
complementares a pelo menos parte dos ditos primeiro ou segundo compo-
nentes oligonucleotideos.

17. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 16, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo menos
um terceiro componente oligonucleotideo e um quarto componente oligonu-
cleotideo que se autocombinam na presenga de pelo menos um facilitador
de combinagado adicional para formar pelo menos uma MNAzima catalitica-
mente ativa adicional, em que cada um dos ditos pelo menos terceiro e quar-
to componentes oligonucleotideos compreende uma parte ramificada de
substrato, uma parte de nucleo catalitico, e uma parte ramificada de sensor;

em que, apdés a autocombinagdo de pelo menos um terceiro

componente oligonucleotideo e um quarto componente oligonucleotideo, a
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parte ramificada de sensor do dito pelo menos terceiro e do dito pelo menos
quarto componentes oligoncleotideos formam ramificagdes de sensores da
dita pelo menos uma MNAzima cataliticamente ativa adicional, a parte rami-
ficada de substrato do dito pelo menos terceiro e do dito pelo menos quarto
componentes oligoncleotideos formam ramificagées de substrato da dita pe-
lo menos uma MNAzima cataliticamente ativa adicional, e a parte de ntcleo
catalitico do dito pelo menos terceiro e do dito pelo menos quarto componen-
tes oligoncleotideos formam um nucleo catalitico da dita pelo menos uma
MNAzima cataliticamente ativa adicional;

e em que as ramificages de sensores da dita pelo menos uma
MNAZzima adicional interagem com o dito pelo menos um facilitador de com-
binagao adicional de modo a manter o dito pelo menos terceiro e o dito pelo
menos quarto componentes oligoncleotideos em proximidade para associa-
¢ao das suas respectivas partes de nucleo catalitico para formar o nucleo
catalitico da dita pelo menos uma MNAzima adicional, sendo o dito nucleo
catalitico capaz de atuar sobre pelo menos um substrato adicional, e em que
as ramificagées de substrato da dita pelo menos uma MNAzima adicional
engatam pelo menos um substrato adicional, de tal modo que o nlcleo cata-
litico da dita pelo menos uma MNAzima adicional possa atuar sobre o dito
pelo menos um substrato adicional.

18. Composi¢do de acordo com a reivindicagao 17, caracteriza-
da pelo fato de que cada um dos substratos adicionais sao iguais, diferentes
ou uma combinagao dos mesmos.

19. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 18, caracterizada pelo fato de que pelo menos um entre os ditos
componentes oligonucleotideos, facilitador de combinag¢édo, substrato, ou
inibidor, é selecionado do grupo compreendendo DNA, RNA, analogos de
acido nucléico, acidos nucléicos peptidicos, acidos nucléicos bloqueados,
quimeras de acidos nucléicos peptidicos, ou uma combinagdo dos mesmos.

20. Método para detectar a presenga de pelo menos um facilita-
dor de combinacgao, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
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em que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segun-
do componente oligonucleotideo se autocombinam na presenga de pelo me-
nos um primeiro facilitador de combinagéo, para formar pelo menos uma en-
Zima de acido nucléico multicomponente (MNAzima) cataliticamente ativa;

(b) disponibilizar pelo menos um primeiro substrato, sendo o dito
primeiro substrato capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, em
que a dita modificagdo do dito substrato pela dita MNAzima proporciona um
efeito detectavel;

(c) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que contém putativamente o dito pelo menos pri-
meiro facilitador de combinagéao sob condigdes que permitem:

(i) a autocombinagao da dita pelo menos primeira MNAzima; e

(i) a atividade catalitica da dita pelo menos primeira MNAzima;

(d) detectar o dito efeito detectével, deste modo detectando a

_ presencga do dito pelo menos um facilitador de combinacgao.

21. Método de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado pe-
lo fato de que compreende ainda disponibilizar pelo menos um terceiro e um
quarto componentes oligonucleotideos, em que o dito pelo menos terceiro e
o pelo menos quarto componentes oligonucleotideos sdo capazes de se au-
tocombinarem na presenga de pelo menos um facilitador de combinagao
adicional para formar pelo menos uma MNAzima cataliticamente ativa adi-
cional, e

em que pelo menos um substrato adicional estd presente na
amostra, sendo o dito substrato adicional capaz de ser modificado apenas
pela MNAzima adicional, em que a dita modificagdo proporciona um efeito
detectavel adicional.

22. Método de acordo com a reivindicagao 21, caracterizado pe-
lo fato de que um substrato adicional é afixado a pelo menos um suporte
insolivel, de tal modo que um efeito detectavel seja produzido quando este
substrato é modificado por sua respectiva MNAzima.

23. Método para detectar a presenga de pelo menos um alvo,
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caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar um substrato e dois ou mais componentes oli-
gonucleotideos, em que pelo menos um primeiro componente oligonucleoti-
deo e pelo menos um segundo componente oligonucleotideo sao capazes
de se autocombinarem na presencga do dito alvo, para formar uma enzima de
acido nucléico multicomponente (MNAzima) cataliticamente ativa; e em que
pelo menos um entre o dito primeiro e o dito segundo componentes oligonu-
cleotideos compreende ainda pelo menos uma parte de aptamero;

c (b) olocar os ditos componentes oligonucleotideos em contato
com uma amostra que contém putativamente o dito pelo menos um alvo, sob
condi¢ces que permitem:

(i) a ligagao do dito alvo a dita pelo menos uma parte de aptame-
ro; e

(i) a modificagao catalitica do dito substrato através da dita
MNAzima; e

(c) determinar a presenga da modificacdo catalitica através da
MNAzima, em que a presenca da modificagdo catalitica & indicativa da pre-
sencga do dito alvo.

24. Método para detectar a presenca de pelo menos um alvo,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar pelo menos um substrato, pelo menos um pri-
meiro facilitador de combinagao e dois ou mais componentes oligonucleoti-
deos, em que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um
segundo componente oligonucleotideo sao capazes de se autocombinarem
na presengé do dito primeiro facilitador de combinagédo e o dito alvo, para
formar uma enzima de acido nucléico multicomponente (MNAzima) cataliti-
camente ativa; e

em que pelo menos um entre o dito primeiro ou o dito segundo
componentes oligonucleotideos ou o dito primeiro facilitador de combinagao
ou o dito substrato compreende ainda um aptamero ou parte do mesmo e
em que o dito alvo é capaz de se ligar a pelo menos uma parte do dito apta-

mero ou parte do mesmo; e
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em que o dito substrato € capaz de ser modificado pela dita pelo
menos primeira MNAzima, em que a dita modificagao do dito substrato atra-
vés da dita MNAzima disponibiliza um efeito detectavel;

(b) disponibilizar pelo menos um primeiro inibidor o qual é capaz
de inibir a dita autocombinacdo da dita MNAzima cataliticamente ativa na
auséncia do dito alvo;

(c) colocar os ditos componentes oligonucleotideos, o dito facili-
tador de combinacgao, o dito substrato e o dito inibidor em contato com uma
amostra que contém putativamente o dito alvo, sob condigées que permitem:

(i) a ligagao do dito alvo ao dito aptamero ou parte do mesmo; e

(i) a remogao da dita inibicdo da dita autocombinagéo da dita
MNAzima cataliticamente ativa; e

(ii) a atividade catalitica da MNAzima; e

(e) determinar a presenca do dito efeito detectavel de modo a
detectar a presenga do dito alvo.

25. Método de acordo com a reivindicagao 24, caracterizado pe-
lo fato de que pelo menos um entre os ditos componentes oligonucleotideos,
facilitador de combinagao, aptamero, ou parte de aptamero compreende ain-
da o dito inibidor.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 24 ou 25, caracteri-
zado pelo fato de que a dita inibigdo da autocombinagéo da dita MNAzima
cataliticamente ativa € removida ap6s o contato do dito aptdmero ou parte de
aptamero com o alvo.

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 24
a 26, caracterizado pelo fato de que o dito inibidor é capaz de se ligar a pelo
menos um do dito aptamero ou parte do mesmo.

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 20
a 22, ou 24 a 27, caracterizado pelo fato de que o dito efeito detectavel é
medido quantitativamente ou qualitativamente.

29. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 24
a 28, caracterizado pelo fato de que compreende ainda disponibilizar pelo

menos um facilitador de combinagao adicional e pelo menos um terceiro e
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um quarto componente oligonucleotideo, em que o dito pelo menos terceiro
e pelo menos quarto componente oligonucleotideo sdo capazes de se auto-
combinarem na presenca do dito pelo menos um facilitador de combinagao
adicional e pelo menos um alvo adicional, para formar pelo menos uma
MNAzima cataliticamente ativa adicional, e

em que pelo menos um substrato adicional esta presente na
amostra, sendo o dito substrato adicional capaz de ser modificado pela
MNAzima adicional, em que a dita modificagdo proporciona um efeito detec-
tavel adicional;

e em que pelo menos um dos ditos terceiro ou quarto compo-
nentes oligonucleotideos ou o dito facilitador de combinagao adicional ou o
dito substrato adicional compreende ainda pelo menos um aptamero adicio-
nal ou parte do mesmo que se liga a pelo menos um alvo adicional;

em que pelo menos uma molécula inibidora adicional entra em
contato com uma parte do dito aptamero adicional, inibindo desta forma a
dita autocombinagao da dita MNAzima cataliticamente ativa adicional na au-
séncia do dito alvo adicional; e

em que o dito pelo menos um facilitador de combinagao adicio-
nal entra em contato com pelo menos uma parte dos ditos componentes oli-
gonucleotideos adicionais.

30. Método para detectar a presenca de pelo menos uma varian-
te de seqiiéncia de acidos nucléicos, caracterizado pelo fato de que compre-
ende:

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
em que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segun-
do componente oligonucleotideo sdo capazes de se autocombinarem na pre-
senga de uma variante de seqiiéncia de um acido nucléico para formar uma
enzima de acido nucléico multicomponente (MNAzima) cataliticamente ativa,

(b) disponibilizar pelo menos um substrato, sendo o dito substra-
to capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, em que a dita modi-
ficacao do dito substrato pela dita MNAzima proporciona um efeito detecta-

vel;
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(c) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que contém putativamente a dita variante de se-
quéncia, sob condi¢des que permitem:

(i) a autocombinagao da dita MNAzima cataliticamente ativa; e

(ii) a atividade catalitica da dita MNAzima; e

(d) determinar a presencga do dito efeito detectavel, detectando
desta forma a presenca da dita pelo menos uma variante de seqiiéncia.

31. Método de acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pe-
lo fato de que a variante de seqiiéncia € selecionada a partir do grupo que
compreende polimorfismos de nucleotideos individuais, multiplos polimorfis-
mos de nucleotideos, insergoes, dele¢des, duplicagdes, translocagdes, vari-
antes de seqiéncias com deslocamento de estrutura, variantes de seqiién-
cia sem sentido, ou qualquer combinagao das mesmas.

32.Método de acordo com a reivindicagao 30 ou 31, caracteriza-
do pelo fato de que qualquer um dos dois ou ambos entre o dito primeiro
componente oligonucleotideo e o dito segundo componente oligonucleotideo
compreendem mais do que uma molécuia.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 30
a 32, caracterizado pelo fato de que a dita amostra que contém a dita varian-
te de seqiiéncia é selecionada a partir do grupo que compreende DNA nao-
metilado ou metilado modificado com bissulfito, RNA nao-metilado ou meti-
lado modificado com bissulfito, pelo menos um amplicon de DNA nao-
metilado ou metilado modificado com bissulfito, pelo menos um amplicon de
RNA nao-metilado ou metilado modificado com bissulfito, ou uma combina-
¢ao dos mesmos.

34. Método para detectar a presenga de uma variante de se-
quéncia de um acido nucléico, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
compreendendo pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um
segundo componente oligonucleotideo capazes de se autocombinarem na
presenga de um acido nucléico, para formar pelo menos uma primeira enzi-

ma de acido nucléico muiticomponente (MNAzima) cataliticamente ativa;
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(b) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que contém putativamente o acido nucléico, na
presenca de pelo menos um primeiro substrato modificavel através da dita
pelo menos uma primeira MNAzima, em que o substrato compreende uma
parte detectavel capaz de proporcionar pelo menos um primeiro efeito detec-
tavel apés a modificacéo do substrato através da dita pelo menos primeira
MNAzima, sob condi¢des que permitem:

(i) a autocombinacao da MNAzima; e

(ii) a atividade catalitica da MNAzima; e

(c) em que a auséncia da atividade catalitica € indicativa da pre-
senca de uma variante de seqiiéncia no dito acido nucléico.

35.Método para detectar a presenca de pelo menos um &cido
nucléico metilado, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
em que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segun-
do componente oligonucleotideo se autocombinam na presenca de um acido
nucléico metilado, para formar pelo menos uma enzima de acido nucléico
multicomponente (MNAzima) cataliticamente ativa;

(b) disponibilizar pelo menos um primeiro substrato, sendo o dito
primeiro substrato capaz de ser modificado pela dita primeira MNAzima, em
que a dita modificagao do dito substrato pela dita MNAzima proporciona pelo
menos um primeiro efeito detectavel;

(c) colocar os dois ou mais componentes oligonucleotideos em
contato com uma amostra que contém putativamente o acido nucléico meti-
lado, sob condi¢des que permitem:

(i) autocombinagédo da MNAzima cataliticamente ativa; e

(i) a atividade catalitica da MNAzima; e

(d) determinar a presenga do dito pelo menos um efeito detecta-
vel, detectando desta forma a presencga do dito pelo menos um acido nucléi-
co metilado.

36. Meéetodo de acordo com a reivindicagao 35, caracterizado pe-

lo fato de que as ditas condi¢ées compreendem ainda uma temperatura que
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facilita a hibridizagdo da dita MNAzima com o dito acido nucléico metilado,
mas nao com o acido nucléico ndo-metilado.

37. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbées 20
a 22 ou 24 a 35, caracterizado pelo fato de que compreende ainda ampliar o
efeito detectavel pelo uso de uma cascata de ampliagao de efeitos detecta-
veis.

38. Método de acordo com a reivindicagao 48, caracterizado pe-
lo fato de que a cascata de ampliagdo de efeitos detectaveis compreende
uma ou mais entre uma cascata de ribozimal/ligase, uma cascata enzimatica
de acidos nucléicos circular, uma cascata enzimatica de proteinas, ou uma
ou mais enzimas afixadas a um suporte, ou qualquer combinagdo das mes-
mas.

39. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 20
a 38, caracterizado pelo fato de que o dito substrato compreende uma parte
detectavel e uma parte bloqueadora (quencher), em que apés a modificagao
do dito substrato pela dita MNAzima, um efeito detectavel proporcionado
pela dita parte detectavel € aumentado ou diminuido.

40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées 20
a 39, caracterizado pelo fato de que a dita modificagéo é selecionada a partir
do grupo que compreende clivagem, ligacao, metalagao da porfirina, forma-
cao de ligagbes carbono-carbono, ligagdes éster ou ligagdes amida.

41. Método de acordo com a reivindicagao 21, 22, ou 29, carac-
terizado pelo fato de que o dito pelo menos um efeito detectavel adicional é
detectavel independentemente.

42. Método de acordo com a reivindicagao 21 ou 29, caracteri-
zado pelo fato de que cada um dos ditos substratos adicionais € igual, dife-
rente ou uma combinagao dos mesmos.

43. Método de acordo com a reivindicagao 21 ou 29, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos um entre o dito substrato adicional é afi-
xado a um suporte insolivel, de tal modo que apenas uma entre uma parte
detectavel e uma parte bloqueadora (quencher) do substrato adicional per-

manece afixada ao suporte quando o dito substrato adicional € modificado
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pela dita MNAzima adicional.

44. Método para detectar pelo menos um facilitador de combina-
¢ao usando uma cascata de ampliagao, caracterizado pelo fato de que com-
preende:

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
compreendendo pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e
pelo menos um segundo componente oligonucleotideo que se autocombi-
nam na presenga de pelo menos um primeiro facilitador de combinagéo, pa-
ra.formar pelo menos uma primeira enzima de acido nucléico multicompo-
nente (MNAzima) cataliticamente ativa;

(b) disponibilizar um suporte insoluvel que tem pelo menos um
primeiro substrato afixado a ele, sendo o dito primeiro substrato capaz de ser
modificado pela dita MNAzima, em que o dito primeiro substrato compreende
pelo menos uma terceira molécula que compreende pelo menos uma primei-
ra enzima cataliticamente ativa, que é liberada apés a modificagdo do dito
primeiro substrato pela dita primeira MNAzima;

(c) colocar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos
em contato com uma amostra que contem putativamente o dito facilitador de
combinagao, na presenga do dito suporte insolivel que tem o dito primeiro
substrato afixado a ele, sob condi¢gbes que permitem:

(i) autocombinagao da dita MNAzima; e

(ii) a atividade catalitica da dita MNAzima; e

(d) disponibilizar um suporte insolivel que tem pelo menos um
segundo substrato afixado a ele, sendo o dito segundo substrato clivavel
pela dita primeira enzima cataliticamente ativa, em que o dito segundo subs-
trato compreende pelo menos uma quarta molécula que compreende pelo
menos uma porgao detectavel que € liberada apos a modificagao do dito se-
gundo substrato pela dita primeira enzima; e

(e) em que a dita primeira enzima cataliticamente ativa modifica
uma pluralidade de ditos segundos substratos, liberando desta forma uma
pluralidade de por¢des detectaveis.

(f) em que as ditas porgdes detectaveis sao detectaveis apods a
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modificagdo do dito segundo substrato pela dita primeira enzima catalitica-
mente ativa; e

(g) em que a detecgao das ditas porgdes detectaveis é indicativa
da presenc¢a do dito facilitador de combinagao.

45. Método para detectar pelo menos um facilitador de combina-
¢cao, usando uma cascata de ampliagao, caracterizado pelo fato de que
compreende;

(a) disponibilizar dois ou mais componentes oligonucleotideos,
compreendendo pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e
pelo menos um segundo componente oligonucleotideo que se autocombi-
nam na presenga de pelo menos um primeiro facilitador de combinagéo, pa-
ra formar pelo menos uma primeira enzima de acido nucléico multicompo-
nente (MNAzima) cataliticamente ativa;

(b) disponibilizar um suporte insolvel que tem pelo menos um
primeiro substrato afixado a ele, sendo o dito primeiro substrato capaz de ser
modificado pela dita MNAzima, em que o dito primeiro substrato compreende
pelo menos uma terceira molécula que compreende pelo menos uma primei-
ra enzima cataliticamente ativa, que é liberada ap6s a modificagédo do dito
primeiro substrato pela dita primeira MNAzima;

(c) colocar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos
em contato com uma amostra que contém putativamente o dito facilitador de
combinagéo, na presenga do dito suporte insolGvel que tem o dito primeiro
substrato afixado a ele, sob condi¢des que permitem:

(i) autocombinagao da dita MNAzima; e

(i) a atividade catalitica da dita MNAzima;

(d) em que a atividade catalitica da dita MNAzima é indicativa da
presencga do dito pelo menos um facilitador de combinagao.

46. Método de acordo com a reivindicagao 44, caracterizado pe-
lo fato de que as ditas por¢des detectaveis compreendem ainda uma segun-
da enzima cataliticamente ativa adicional capaz de modificar o dito primeiro
substrato, liberando desta forma a enzima cataliticamente ativa adicional.

47. Método de acordo com a reivindicagao 44, caracterizado pe-
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lo fato de que pelo menos uma entre a dita primeira ou a dita segunda enzi-
ma cataliticamente ativa é selecionada a partir do grupo que compreende
MNAzimas, DNAzimas, ribozimas, enzimas hidroliticas, endonucleases de
restricdo, exonucleases, proteases, proteinases, hidrolases, liticases, pepti-
dases, dipeptidases, esterases, caspases, catepsinas, dessulfidrases, ami-
dases, glicosidases.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 23
a 27 ou 29, caracterizado pelo fato de que o dito alvo é para ser identificado,
detectado ou quantificado.

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées 23
a 27 ou 29 ou 48, caracterizado pelo fato de que o dito alvo é selecionado a
partir do grupo que compreende acidos nucléicos, proteinas, glicoproteinas,
lipideos, lipoproteinas, células, virus, bactérias, Archaea, fungos, anticorpos,
metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas peque-
nas, polimeros, ions de metais, sais de metais, prions, acidos nucléicos ou
quaisquer derivados, partes, ou combinagdes dos mesmos.

50. Método de acordo com a reivindicagao 49, caracterizado pe-
lo fato de que compreende ainda uma etapa de amplificar o acido nucléico.

51. Método de acordo com a reivindicagao 50, caracterizado pe-
lo fato de que compreende ainda detectar um efeito detectavel durante ou
apoés a dita amplificagdo.

52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées 30
a 34, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma etapa de ampli-
ficar o acido nucléico contendo a dita variante de seqiiéncia.

53. Método de acordo com a reivindicagao 51, caracterizado pe-
lo fato de que compreende ainda a determinagao da presenca da dita varian-
te de seqliéncia de acido nucléico durante ou apés a amplificagao.

54. Método para fabricar uma pluralidade de enzimas de acido
nucléico multicomponentes (MNAzimas), em que cada uma reconhece pelo
menos um facilitador de combinag¢ao e modifica um substrato, caracterizado
pelo fato de que compreende:

(a) disponibilizar uma pluralidade de facilitadores de combinagéo
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a serem identificados, detectados ou quantificados;

(b) projetar dois ou mais componentes oligonucleotideos, em
que pelo menos um primeiro componente oligonucleotideo e um segundo
componente oligonucleotideo se autocombinam na presenca de um facilita-
dor de combinagao para formar uma enzima de acido nucléico multicompo-
nente (MNAzima) cataliticamente ativa, em que cada um dos pelo menos
primeiro e segundo componentes oligonucleotideos compreende uma parte
ramificada de substrato, uma parte de nucleo catalitico, e uma parte ramifi-
cada de sensor;

em que, apés a autocombinagdo, a parte ramificada de sensor
do primeiro e segundo componentes oligonucleotideos forma ramificagoes
de sensores da MNAzima, a parte ramificada de substrato do primeiro e se-
gundo componentes oligonucleotideos formam ramificagées de substrato da
MNAzima, e a parte de nucleo catalitico do primeiro e segundo componentes
oligonucleotideos formam um nucleo catalitico da MNAzima;

e em que as ramificagées sensores da MNAzima interagem com
um facilitador de combinagdo de modo a manter o primeiro e o segundo
componentes oligonucleotideos em proximidade para associagdo de suas
resepctivas partes de nucleo catalitico para formar o nucleo catalitico da
MNAzima, sendo o dito nucleo catalitico capaz de atuar sobre pelo menos
um substrato, e em que as ramificagées de substrato da MNAzima engatam
em um substrato de tal modo que o nuacleo catalitico da MNAzima possa
modificar o dito substrato;

(c) alterar os ditos dois ou mais componentes oligonucleotideos
de tal modo que a parte ramificada de substrato e a parte de nicleo cataliti-
co do primeiro e segundo componentes oligonucleotideos sejam constantes,
e a parte ramificada de sensor de pelo menos um entre o primeiro e o se-
gundo componentes oligonucleotideos seja adaptado para reconhecer outra
entre a pluralidade de facilitadores de combinagao, e

(d) repetir a etapa de alteragao para cada um da pluralidade de
facilitadores de combinagao.

55. Uso de pelo menos um oligonucleotideo, caracterizado pelo
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fato de que é como um substrato da enzima de acido nucléico multicompo-
nente (MNAzima), em que o dito substrato &€ modificado pela da dita MNAzi-
ma seguindo o encaixe do dito substrato pela ramificacdo do substrato da
dita MNAzima.

56. Método para fabricar MNAzimas que incorpora sequéncias
parciais de uma DNAzima, caracterizado pelo fato de que compreende as
seguintes etapas:

(a) selecionar posigdes no interior da dita seqiiéncia de DNAzi-
ma para dividir em sequéncias de nlcleo catalitico parcial;

(b) incorporar as ditas seqiéncias de nucleo catalitico parcial em
partzimas; e

(c) detectar a atividade catalitica dos pares de partzima para de-
terminar qual combinagdo das ditas seqiiéncias de nucleo catalitico parcial
nas ditas partizimas & compativel com a formacao de MNAzimas ativas.

57. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende um
substrato de MNAzima, o dito substrato compreendendo acidos nucléicos
que séo completa ou parcialmente complementares a pelo parte do primeiro
ou segundo componente de oligonucleotideo de uma MNAzima como defini-
da em qualquer uma das reivindicagoes 1 a 19. 4

58. Composicao de acordo com a reivindicagédo 57, caracteriza-
da pelo fato de que o dito substrato &€ um substrato universal.

59. Composicao de acordo com a reivindicagdo 57, caracteriza-
da pelo fato de que o dito substrato tem uma sequéncia selecionada do gru-
po consistindo em SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 62 e SEQ ID NO: 83.
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RESUMO

Patente de Invengdo: "COMPOSICAO DE ENZIMAS DE ACIDO NUCLEI-
CO MULTICOMPONENTES (MNAZIMA), METODOS PARA DETECTAR A
PRESENCA DE PELO MENOS UM FACILITADOR DE COMBINAGCAO, UM
ALVO, UMA VARIANTE DE SEQUENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS, PA-
RA DETECTAR A PRESENGA DE PELO MENOS UM ACIDO NUCLEICO
METILADO E PARA DETECTAR PELO MENOS UM FACILITADOR DE
COMBINAGAO USANDO UMA CASCATA DE AMPLIAGAO, METODOS
PARA FABRICAR UMA PLURARIDADE DE ENZIMAS DE ACIDO NU-
CLEICO MULTICOMPONENTES (MNAZIMA), E USO DE PELO MENOS
UM OLIGONUCLEOTIDEO".

A presente invengao refere-se a Enzimas de Acido Nucléico Mul-
ticomponentes (MNAzimas) e métodos para seu uso. AS MNAzimas com-
preendem dois ou mais componentes oligonucleotideos que se autocombi-
nam na presenca de uma ou mais moléculas facilitadoras de combinagéao de
MNAzimas, para formar uma estrutura cataliticamente ativa. Sao fornecidos
também métodos para usar MNAzimas na detecgao, identificagdo e/ou quan-
tificagdo de um ou mais alvos. Os métodos podem ser praticados em ensai-
os baseados em solugdao ou em ensaios nNos quais um ou mais componentes
da reagao estao afixados a uma estrutura de suporte. Os métodos permitem
multiplexar a detecgao de MNAzimas para detectar multiplos alvos em uma
Gnica reagao. Sao fornecidos também kits para fabricar as composigdes, e

para praticar os métodos aqui fornecidos.
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