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"BIODETECGAO POR QUIMICA MODELADA COM ACIDO NU-
CLEICO"

PEDIDOS CORRELATOS

Esse pedido reivindica o beneficio e prioridade |
dos Pedidos de Patente US numeros de série 60/685.047, depo-
sitado em 26 de maio de 2005; 60/701.165 depositado em 21 de
julho de 2005; 60/713.038 depositado em 31 de adosto de
2005; ©0/724.743 depositado em 7 de outubro de 2005;
60/758.837 depositado em 13 de janeiro de 2006 e 60/786.247,

depositado em 27 de marco de 2006, a revelacdo total de cada

- um sendo incorporada aqui como referéncia, para todas as fi-

nalidades.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se refere, de modo geral, as
sondas e Seu uso na biodetecgdo e diagnésticos. Mais especi-
ficamente, a invencdo se refere as composicdes e métodds da
quimica modelada com acido nucléico (por sintese de compos-
tos fluorescentes, quimioluminescentes e cromofdédricos) na
biodetecgdo e diagndstico (por exemplo, a deteccdo de acidos
nucléicos e proteinas).

ANTECEDENTES

Compostos fluorescentes e coloridos vém sendo usa-
dos nos campos de pesquisa bioldégica e medicina para detec-
tar a presenca, auséncia, estado, quantidade e composicdo de
biomoléculas. Os ensaios usando compostos fluorescentes e
coloridos podem ser realizados in vitro, in situ ou in vivo.
Exemplos de uso comum nos ensaios in vitro para deteccdo de

DNA e RNA sdo PCR em tempo real e de ponto final, sequencia-
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mento de DNA e tecnologias de microarray de DNA.

Deteccdo do Acido Nucléico

O requisito de sondas de DNA e/ou iniciadores gque
portam marcadores fluorescentes é comum aos ensaios de de-
tecgdo de DNA e RNA. Esses sdo tipicamente criados por sin-
tese enzimdtica e/ou quimica. Outros exemplos de ensaios
fluorescentes in vitro incluem ensaios ELISA nos quais um
anticorpo € marcado com um fluoroforo. Um exemplo de um en-
saio fluorescente in situ é a marcagdo das células integrais
(vivas ou mortas) com anticorpos fluorescentemente modifica-
dos, de modo que eles podem ser detectados, imageados e iso-
lados, por exemplo usando um classificador de fluxo. Mais
recentemente, vém sendo feitos esforcos para utilizar a flu-
orescéncia como uma tecnologia de deteccdo minimamente inva-
siva em animais intactos. Essencialmente um anticorpo ou al-
guma outra molécula biocativa é marcada com um composto fluo-
rescente infravermelho ou perto do infravermelho e, seguin-
do-se a injegdo ao animal; a localizacdo da fluorescéncia é
detectada usando iluminacgdo apropriada e equipamento de ima-
geamento. Dessa forma, canceres e outras doencas podem ser
encontrados e monitorados sem a necessidade de cirurgia ex-
ploratdéria. Os precedentes sdo apenas alguns exemplos que
ilustram a penetracao da fluorescéncia como uma tecnologia
para biodeteccgdo.

| Tipicamente, para a maioria desses tipos de ensai-
0s, existe a necessidade de se remover sonda ndo ligada ou
anticorpo por uma etapa de lavagem para obter sinal adequado

ao ruido e sensibilidade. Isso adiciona etapas ao procedi-
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mento do ensaio que resultam em acréscimo de tempo e custo
(reagentes e possivelmente equipamento). Para ensaios de am-
plificagdo de DNA/RNA, tais como, RT-PCR, as etapas de lava-
gem ndo sdo necessarias, uma vez que o alvo é ampliado, re-
duzindo efetivamente a complexidade da amostra, enquanto
provendo abundédncia de analisado para o ensaio. Ainda, mesmo
a PCR sofre de algumas limitag¢des. Por exemplo, o numero de
analisados que podem ser detectados em um ensaio simples é
limitado a quatro ou menos e o ensaio requer equipamento ca-
ro e consumidor de energia, o que limita a sua aplicabilida-
de ao uso no laboratério e especificamente no campo. Seria
vantajoso ter-se uma tecnologia de ensaio que fosse tdo sen-
sivel e especifica quanto a PCR, ainda fosse mais robusta e
portatil. No caso de um imageamento in vivo, uma etapa dé
lavagem "bioldgica" € realizada, uma vez que um periodo de
tempo €& necessario seguindo-se a injecio é antes do imagea-
mento, de modo a permitir que o composto bioativo encontre
seu alvo e permita que o excesso de reagente seja retirado
do corpo.

Deteccdo da Proteina

As proteinas desempenham um papel central em mui-
tas reacdes bioldgicas, que sdo basicamente compostas de a-
¢do intermolecular e reconhecimento molecular envolvendo va-
rias proteinas. Um método comum empregado na identificacdo e
determinagdo quantitativa da proteina utiliza eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa. Outro método empre-
ga cromatografia de liquido e espectrometria de massa. Para

a detecgdo da interacdo e a identificacdo das proteinas,
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chips de anticorpés vém também sendo usados, os quais sdo
providos com varios anticorpos manchados na superficie pla-
na. Métodos convencionais empregando eletroforese possuem
problemas em termos de resolucdo e sensibilidade de detec-
cao.

A Publicagdo de Patente US numero 20020064779 de
Landergren e outros descreve um ensaio de ligacdo de proxi-
midade onde duas sondas que se ligam ao alvo a ser detectado
sdo enzimaticamente ligadas as extremidades de dois oligonu-
cleotideos que s&o anexados as duas sondas de ligacdo. Os
oligos unidos sdo ampliados para determinar a presenca da
molécula alvo. A Publicacdo de Pedido de Patente US numero
2005/0009050 de Nadeau e outros descreve o principio seme-
lhante de formagdo de um amplicon.

A Publicagdo do Pedido de Patente US nUmero
20050095627 de Kolman e outros descfeve um ensaio com base
na proximidade onde os dois padrdes de ligacdo unidos aos
dois oligonucleotideos formam uma estrutura de DNA hibrida,
de fita parcialmente dupla, mediante ligacdo a um alvo. A
estrutura de fita parcialmente dupla pode entdo ser estendi-
da com um DNA polimerase para produzir um produto que pode
ser adicionalmente ampliado pela PCR.

Existe a necessidade de novas tecnologias fluores-
centes e colorimétricas que se apliquem as muitas desvanta-
gens inerentes aos métodos de biodeteccdo mencionados aéima.
Muitos métodos de deteccdo existentes requerem ampliacao.
Existe também a necessidade de serem descobertos novos com-

postos fluorescentes.
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencao se baseia, em parte, na desco-
berta de gue a quimica modelada com &cido nucléico pode ser
aplicada na detecgdo de alvos biolégicos, por exemplo, aci-
dos nucléicos, proteinas, autoanticorpos, células, etc. A
presente invengdo se baseia, em parte, na descoberta de que
o0s compostos fluorescentes, quimioluminescentes e cromoféri-
cos e reagdbes gerando sinais fluorescentes, quimiolumines-
centes e cromoféricos podem ser sintetizados por quimica mo-
delada com acido nucléico. Tais métodos, compostos, reacdes
quimicas e outras composigdes sdo uteis na deteccdo das mo-
léculas bioldgicas, tais como, acidos nucléicos e proteinas.
Os ensaios dessa invengdo usando compostos .fluorescentes,
gquimioluminescentes e coloridos podem ser realizados in vi-
tro, in situ ou in vivo.

Em um aspecto, a preéente invengdo se refere a um
método para detectar uma seqiéncia nucleotidica alvo. O mé-
todo inclui: a) provisdo 1) de uma primeira sonda compreen-
dendo i) uma primeira seqliéncia oligonucleotidica e ii) um
primeiro grupo reativo ligado a primeira seqiiéncia de oligo-
nucleotideo e 2) uma segunda sonda compreendendo i) uma se-
gunda sequéncia oligonucleotidica e ii) um segundo grupo re-
ativo ligado a segunda sequiéncia oligonucleotidica, onde a
primeira sequéncia oligonucleotidica e a segunda seqgiiéncia
oligonucleotidica sdo complementares as duas regides separa-
das do nucleotideo alvo; b) combinagdo da primeira sonda e
da segunda sonda com uma amostra a ser testada quanto a pre-

senga da seqiéncia de nucleotideo alvo, sob condicdes onde a
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primeira sonda e a segunda sonda hibridizam em suas respec-
tivas regides complementares da seqiiéncia de nucleotideo al-
VO caso presente na amostra, pelo que, colocando em proximi-
dade reativa o primeiro grupo reativo e o segundo grupo rea-
tivo; e c¢) detectando uma reagdo entre o primeiro grupo rea-
tivo e o segundo grupo reativo pelo que, determinando a pre-
senga da seqliéncia de nucleotideo alvo.

Em outro aspecto, a invencdo se refere a um método
para detectar uma seqiéncia de nucleotideo alvo. O método

inclui: a) provisdo de um conjunto de pares de sondas cada

par de sonda compreendendo 1) uma primeira sonda compreen-

dendo i) uma primeira seqgiiéncia de nucleotideo e ii) um pri-
meiro grupo reativo ligado a primeira seqiiéncia oligonucleo-
tidica e 2) uma segunda sonda compreendendo i) uma segunda
seqiéncia oligonucleotidica compreendendo i) uma segunda se-
quiéncia oligonucleotidiéa e 1i) um segundo grupo reativo
correspondente ligado a segunda seqiéncia oligonucleotidica,
onde a primeira seqiiéncia oligonucleotidica e a segunda se-
qiéncia oligonucleotidica sdo complementares as duas regides
separadas do nucleotideo alvo; b) combinag¢do do conjunto de
pares de sonda com uma amostra a ser testada quanto a pre-
senca da seqiiéncia de nucleotideo alvo, sob condigdes, onde
cada uma dentre primeira sonda e segunda sondas dos pares de
sonda hibridizam na respectiva regido complementar da se-
giiéncia de nucleotideo alvo, caso presenté na amostra,.pelo
que, colocando em proximidade reativa os pares corresponden-
tes dos primeiro e segundo grupos de reacdo; e c) deteccao

de uma ou mais reagdes entre os pares dos primeiros grupos
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de reagdo e o0s segundos grupos de reagdo correspondentes,

pelo que, determinando a presenga da seqiéncia de nucleoti-
deo alvo.

Ainda em outro aspecto, a invencdo se refere a um
método para realizar quimica modelada com &cido nucléico. O
método inclui realizagdo das reacdes quimicas modeladas com
acido nucléico multiplas por uma seqiiéncia de nucleotideo
modelada simples, por exemplo, sob condig¢des substancialmen-
te semelhantes e/ou substancialmente simultdneas.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um método
para detectar um alvo bioldégico. O método inclui o que se
segue. Uma primeira sonda é provida. A primeira sonda in-
clui: 1) uma primeira fracido de ligagéo possuindo afinidade
de ligagdo com relagdao ao alvo biolégico, 2) uma primeira
seqiéncia oligonucleotidica, e 3) um primeiro grupo reativo
associado a primeifa seqliéncia oligonucleotidica. Uma segun-
da sonda é provida incluindo: 1) uma segunda fracdo de liga-
cdo possuindo afinidade de ligacdo com relacdo ao alvo bio-
légico, 2) uma segunda seqliéncia oligonucleotidica, e 3) um
segundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia oligonu-
cleotidica. O segundo oligonucleotideo é capaz de hibridizar
em relagdo a primeira seqiéncia oligonucleotidica. O segundo
grupo reativo €& reativo com o primeiro grupo reativo quando
colocados em proximidade reativa um com o outro. A primeira
e a segunda sonda sdo combinadas com uma amostra.a ser tes-
tada quanto a presenga db alvo bioldégico sob condigdes onde
as primeira e segunda fracgdes de ligagdo se ligam ao alvo

bioldgico. O segundo oligonucleotideo é deixado hibridizar
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em relacdo a primeira seqiiéncia oligonucleotidica para colo-
car em proximidade de reagdo os primeiro e segundo grupos
reativos. Uma reacdo entre o primeiro e o segundo grupos re-
ativos é detectada, pelo que, determinando a presenca do al-
vo bioldgico. Em uma modalidade, a reagdo entre o primeiro e
o0 segundo grupo reativo produz uma fracdo fluorescente. Em
outra modalidade, a reacdo entre o primeiro e o segundo gru-
pos de reagdo produz uma fragcdo quimioluminescente e/ou cro-
mofdrica.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um método
para detectar um alvo biolégico. O método inclui o que se
segue. Um complexo de ligagdo é provido do alvo bioldgico
com uma primeira sonda. A primeira sonda inclui: 1) uma pri-
meira fracdo de ligagdo possuindo afinidade de ligagdo com o
alvo biolégico, 2) uma primeira seqiiéncia de oligonucleoti-
deo e 3) umvprimeiro grupo reativo associado a primeira se-
giéncia oligonucleotidica. O complexo de ligacdo é contatado
com uma segunda sonda. A segunda sonda inclui: 1) uma segun-
da fracdao de ligagdo possuindo afinidade de ligacdo com o
alvo bioldégico, 2) uma segunda seqiéncia oligonucleotidica e
3) um segundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia
oligonucleotidica. O segundo oligonucleotideo é capaz de hi-
bridizar com relagdo a primeira seqiéncia oligonucleotidica
e o0 segundo grupo reativo € reativo com o primeiro grupo re-
ativo, quando colocados em proximidade reativa um com o ou-
tro. O segundo oligonucleotideo é deixado hibridizar com re-
lagdo ao primeiro oligonucleotideo para colocar em proximi-

dade reativa o primeiro e o segundo grupos de reacdo. Uma
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reagcao ¢ detectada entre o primeiro e o segundo grupos de
reacdo, pelo que, para determinar se o alvo biolégico esta
presente na amostra.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um método
para detectar a presenca de um alvo bioldégico. O método in-
clui o que se segue. Uma primeira sonda e uma segunda sonda
sdo ligadas ao alvo. A primeira sonda inclui: 1) uma primei-
ra fragcdo de ligagdo possuindo afinidade de ligacdo com o
alvo bioldégico, 2) uma primeira seqiiéncia oligonucleotidica,
e 3) um primeiro grupo reativo associado com a primeira se-
qiéncia oligonucleotidica. A segunda sonda inclui: 1) uma
segunda frag¢ao de ligacdo possuindo afinidade de ligacdo com
o alvo bioldgico, 2) uma segunda seqiéncia oligonucleotidica
e 3) um segundo grupo reativo associado & segunda seqiéncia
oligonucleotidica. O segundo oligonucleotideo é capaz de hi-
bridiéar com relagcdo a primeira sequéncia oligonucleotidica.
O segundo grupo reativo € reativo com o primeiro grupo rea-
tivo quando colocados em proximidade reativa um com o outro.
O segundo oligonucleotideo hibridiza com a primeira seqiién-
cia oligonucleotidica, pelo que, colocando em proximidade
reativa os primeiro e segundo grupos de reacido. A reacdo en-
tre os primeiro e segundo grupos reativos é detectada para
determinar se o alvo biolégico estd presente na amostra. Em
uma modalidade, a reagdo entre os primeiro e segundo grupos
de reacgdo produz uma frégéo fluorescente. Em outra modalida-
de, a reagéo entre os primeirc e segundo grupos de reacdo
produz uma frag¢do quimioluminescente e/ou cromoférica.

Ainda em outro aspecto, a invencgdo prové um método
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para detectar a presenga de um alvo bioldgico. O método in-
clui o que se segue. E provida uma primeira sonda, gue in-
clui: 1) uma primeira fracdo de ligacdo possuindo afinidade
de ligagdo ao alvo biolégico e 2) uma primeira seqiiéncia o-
ligonucléica de cédigo zip. E provida uma segunda sonda que
inclui: 1) uma segunda fragdo de ligacdo possuindo afinidade
de ligagdo ao alvo bioldgico e 2) uma ségunda seqliiéncia oli-
gonucléica de cédigo zip. A primeira sonda é hibridizada em
uma primeira sonda repérter que inclui: 1) uma seqgiiéncia o-
ligonucleotidica de cédigo anti-zip de complementar a pri-
meira seqiiéncia oligonucleotidica de cédigo zip, 2) um pri-
meiro oligonucleotideo repérter, e 3) um primeiro grupo rea-
tivo. A segunda sonda é hibridizada a uma segunda sonda re-
pérter que inclui: 1) uma seqiiéncia oligonucleotidica de cé-
digo anti-zip complementar a uma segunda seqiiéncia de cédigo
zip, 2) um segundo oligonucleotideo repdrter, e 3) um segun-
do grupo reativo. O segundo oligonucleotideo repdérter é ca-
paz de se hibridizar a uma primeira seqiiéncia oligonucleoti-
dica repdrter e o segundo grupo reativo é reativo com o pri-
meiro grupo reativo quando colocado em proximidade reativa
de um outro. A primeira e a segunda sonda sdo colocadas em
contato com uma amostra a ser testada quanto & presenca do
alvo biolégico. E permitido que a primeira e a segunda sonda
se liguem ao alvo biolégico, caso presente na amostra, por
meio do que o segﬁndo oligonucieotideo repérter hibridiza a
primeira sequéncia oligonucleotidica repérter para colocar
em proximidade reativa o primeiro e o segundo grupos reati-

2

vos. A reacdo entre o primeiro e o segundo grupos reativos é
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detectada, pelo que, para determinar se o alvo bioldégico es-
td presente na amostra.

E importante frisar que os métodos da invencdo néao
requerem ligagdo enzimatica ou quimica das primeira e segun-
da seqiiéncia oligonucleotidica.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um kit
util para detecgdo de um analisado biolégico. O kit inclui
uma primeira sonda que inclui: 1) uma primeira fracdo de li-
gacdo possuindo afinidade de ligacdo ao analisado biolégico,
2) uma primeira seqiéncia oligonucleotidica, e 3) um primei-
ro grupo reativo associado a primeira seqiiéncia oligonucleo-
tidica; e b) uma segunda sonda que inclui 1) uma segunda
fracdo de ligagdo tendo afinidade de ligacdoc ao analisado
biolégico, 2) uma segunda seqiiéncia oligonucleotidica, e 3)
um segundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia oli-
gonucleotidica. A segunda seqiéncia oligonucleotidica é ca-
paz de hibridizar a primeira seqiiéncia oligonucleotidica. O
segundo grupo reativo é reativo com o primeiro grupo reétivo
quando colocado em proximidade reativa um com o outro.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um kit
util para detecgdo de um analisado bioldgico. O kit inclui
uma primeira sonda que inclui: 1) uma primeira fracdo de li-
gagao possuindo afinidade de ligagdo ao alvo biolégico e 2)

uma primeira seqiiéncia de cdédigo zip de oligonucleotideo; e

uma segunda'sonda que inclui 1) uma segunda fracdo de liga-

¢do possuindo afinidade ao alvo bioldégico, e 2) uma segunda
seqiéncia oligonucleotidica de cdédigo zip. A primeira sonda

¢ hibridizavel para a primeira sonda repérter compreendendo:
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1) uma sequUéncia de coédigo anti-zip de oligonucleotideos
complementares para a primeira segiiéncia oligonucleotidica
de cdédigo zip, 2) um primeiro oligonucleotideo repdérter e 3)
um primeiro grupo reativo. A segunda sonda é hibridizavel na
segunda sonda repérter compreendendo: 1) uma seqiiéncia oli-
gonucleotidica de cdédigo anti-zip complementar & segunda se-
qiéncia oligonucleotidica de cédigo zip, 2) um segundo oli-
gonucleotideo repdérter e 3) um segundo grupo reativo. O se-
gundo oligonucleotideo repdrter é capaz de hibridizar na
primeira seqléncia oligonucleotidica repérter e o segundo
grupo reativo é reativo com o primeiro grupo reativo, quando
colocados em proximidade reativa um do outro.

A invencdo engloba um kit que prové, uma, duas ou
mais sondas descritas aqui. Mais especificamente, a invencdao
engloba um kit que prové uma, duas ou mais sondas que utili-
zam quimica modelada com &cido nucléico para a geracdo de
sinais detectaveis, como um modo para detectar a presenca de
um alvo ou alvos biolégicos, por exemplo, um ou mais acidos
nucléicos, uma ou mais proteinas, um ou mais autoanticorpos,
e/ou uma ou mais células.

Os aspectos precedentes e modalidades da invencao
podem ser melhor entendidos com referéncia as Figuras que se
seguem, descrigdo detalhada e reivindicacdes.

DEFINICOES

O termo, "quimica prggramada de DNA" ou "PDC" con-
forme usado aqui, se refere a quimica modelada com acido nu-
cléico, por exemplo, contfole especifico da seqiiéncia de re-

agentes quimicos para render produtos especificos realizado
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por: 1) provisdo de um ou mais modelos, que possuem grupo (s)
reativo(s) associado(s); 2) contato de um ou mais grupos de
transferéncia (reagentes) possuindo um anti-cédon (por exem-
plo, sequéncia complementar com um ou mais modelos) e gru-
po(s) reativo(s) sob condigdes que permitem a hibridizacao
nos modelos e 3) reacdo de grupos reativos para render pro-
dutos. Por exemplo, ém uma reagdo modelada com acido nucléi-
co de uma etapa, a hibridizacdo de um oligonucleotideo fmo—
delo" e um "complementar" coloca juntos grupos reativos se-
guidos por uma reacdo quimica que resulta no produto deseja-
do. Estruturas dos reagentes e produtos ndo precisam ser re-
lacionadas aquelas dos &cidos nucléicos compreendendo os o-
ligonucleotideos modelo e de grupo de transferéncia. Vide,
por exemplo, Publicagées de Pedido de Patente US numeros
2004/0180412 Al (USSN 10/643.752; 19 de agosto de 2003) por
Liu e outros e 2003/0113738 Al (USSN 10/101.030, 19 de marco
de 2002), por Liu e outros; Gartner e outros, 2004, Science,
volume 305 pp. 1601-1605; Doyon e outros, 2003, JACS, volume
125, paginas 12372-12373, todos os quais sdo expressamente
incorporados aqui como referéncia em sua totalidade. Vide -
também, "Turn Over Probes and Use Thereof" por Coull e ou-
tros, Pedido de Patente Internacional PCT PCT/US06/16999,
depositado em 3 de maio de 2006.

Os termos, "acido nucléico", "oligonucleotideo"
(algumas Veées simplesmente referidos como "oligo") ou "po-
linucleotideo"” ou conforme usados aqui se referem a um poli-
mero de nucleotideos. O polimero pode incluir, sem limita-

¢do, nucleotideos naturais (isto ¢é, adenosina, timidina,
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guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidi—
na, desoxiguanosina e desoxicitidina), andlogos de nucleosi-
deo (por exemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina,
pirrol-pirimidina, 3-metil adesnosina, 5-metilcitidina, C5-
bromouridina, C5-fluoridina, CS-iodouridina, CS5-propinil-
uridina, C5-propinil-citidina, CS-metilcitidina, 7-
deazaadenosina) 7-deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-
oxoguanosina, O(6)-metilguanina e 2-tiocitidina), bases qui-
micamente modificadas, bases biologicamente modificadas (por
exemplo, bases metiladas), bases intercaladas, acucares mo-
dificados (por exemplo, 2'-fluoribose, ribose, 2'-
desoxiribose, arabiose e hexose) ou grupos fosfato modifica-
dos (por exemplo, fosforotiocatos e ligacgdes 5'-N~-
fosforamidita). Acidos nucléicos e oligonucleotideos podem
também incluir outros polimeros de bases possuindo uma es-
trutura modificada, tal como, um &cido nucléico travado
(LNA) , um acido nucléico de peptideo (PNA), um &cido nucléi-
co de treose (TNA).

Através de toda a descrigdo, gquando as composicdes
forem descritas como possuindo, incluindo ou compreendendo
componentes especificos, ou onde os processos sdo descritos
como possuindo, incluindo ou compreendendo etapas de proces-
so especificas, é contemplado que as composicdes da presente
invencdo também consistem essencialmente ou consistem nos
compoétos citados e que os processos da invencdo também con-
sistem essencialmente ou consistem nas etapas de processo
citadas. Adicionalmente, deve ser entendido que a ordem das

etapas ou a ordem para realizagdo de determinadas acdes néao
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¢ importante a medida que a invencao permanega operavel. A-
lém disso, duas ou mais etapas ou acdes podem ser conduzidas
simultaneamente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invengdo pode ser adicionalmente entendida a

partir das Figuras que se seguem, onde:

| A Figura 1 é uma representacdo esquemdtica de um
método para detecgdo dos alvos de Aacido nucléico de acordo
com uma modalidade da invencdo.

A Figura 2 é uma representacdo esquematica de um
exemplo de detecgdc de genes numéricos de cépia inferior a-
través da pintura do gene.

A Figura 3 é uma representacdo esquemdtica de um
exemplo de detecgdo de alvos de &cido nucléico por um ensaio
de liberacado de cofator.

A Figura 4 é uma representacdo esquemdtica de um
método para a detecgdo de um alvo biolégico de acordo com
uma modalidade da presente invencdo.

A Figura 5 é uma representagio esquematica de um
método para a deteccdo de um alvo bioldégico de acordo com
uma modalidade davpresente invencgdo.

A Figura 6 mostra exemplos de hibridizacdo como
afetados pela concentragdo, temperatura e presenca ou ausén-
cia de uma ndo combinagdo de par de base simples.

A Figura 7 mostra oligonucleotideos exemplares u-
sados em determinados experimentos de curva de fusao.

A Figura 8‘é uma representagao esquematica de um

método para deteccdo de um alvo biolégico de acordo com uma
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modalidade da presente invencéo.

A Figura 9 é uma representacido esquemdtica de um
método para detecgdo do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) de acordo com uma modalidade da presente
invencé&o.

A Figura 10 mostra a modalidade exemplar de um
sistema de deteccdo codificado zip, fragmentado, com aptame-
ros Como fragéeé de ligagdo alvo.

A Figura 11 mostra uma modalidade exemplar de um
sistema de detecgdo codificado zip, fragmentado( com anti-
corpos como as fragcdes de ligacdo alvo.

A Figura 12 é uma representacdo esquemética‘de um
método para deteccdo de um alvo de proteina de acordo com a
modalidade da presente invencao.

A Figura 13 mostra estruturas gerais de corantes
de polimetina, cianinas e hemicianinas.

| A Figura 14 mostra um exemplo da geracdo de sinal
fluorescente e detecgdo de alvo biolégico através da guimica
repérter de trifenilfosfina (TPP) e azidocoumarina (AzC) .

A Figura 15 mostra um exemplo da geracdo de sinal
fluorescente e deteccgdo de alvo biolégico através da quimica
repérter de TPP e AzC.

A Figura 16 mostra determinados exemplos de curvas
de fusdo ilustrando o efeito da concentracdo de oligonucleo-
tideo em T,.

A Figura 17 mostra determinados exemplos com cur-
vas de fusdo de hibridizacdo de DNA dos oligonucleotideos

biotinilados com e sem avidina.
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A Figura 18 mostra determinados exemplos de alte-
ragbes de Tnp de oligos biotinilados complementares mediante
ligagdo a avidina.

A Figura 19 mostra determinados exemplos do efeito
das concentracdes de sal e magnésio mediante T, de oligonu-
cleotideos +/~ biotina.

A Figura 20 mostra determinados exemplos do com-
portamento da temperatura de fusdo dos oligonucleotideos bi-
otinilados em razdes diferentes de oligonucleotideos para
avidina.

A Figura 21 mostra determinados exemplos de curvas
de fusdo de oligos de fita-biotina 5' e 3 (f) duplexados
com oligo e fita biotina-5'(+) na auséncia e presenca de a-
vidina.

A Figura 22 mostra determinados exemplos de curvas
de fusdo de dimeros oligo biotinilados enriquecidos com AT
com e sem avidina.

A Figura 23 é uma representacdo esquemdtica de um
método para detecgdo de um alvo bioldgico de acordo com uma
modalidade da presente invencgdao.

A.Figura 24 mostra exemplos de resultados experi-
mentais na detecgcdo de um alvo bioldégico de acordo com uma
modalidade da presente invencao.

As Figuras 25A e Figura 25B mostram exemplos de
resultados experimentais (o efeito da formamida na mistura
de reagdo) na deteccdo de um alvo bioldgico de acordo com
uma modalidade da presente invencdo.

A Figura 27 mostra exemplos de resultados experi-
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mentais (o efeito da formamida né mistura de reacdo) na de-
tecgdo de um alvo biolégico de acordo com uma modalidade da
presente invengéo.

A Figura 28 mostra exemplos de resultados experi-
mentais (o curso de tempo das misturas de reacdo) na detec-
gado de um alvo biolégico de acordo com uma modalidade da
presente invengéo.

A Figura 29 mostra exemplos de resultados experi-
mentais (o curso de tempo das misturas de reacdo) na detec-
cdo de um alvo bioldégico de acordo com uma modalidade da
presente invencéo.

A Figura 30 mostra exemplos de resultados experi-
mentais (razdes de sonda) na deteccdo de um alvo bioldgico
de acordo com uma modalidade da presente invencao.

A Figura 31 mostra um exemplo de deteccdo de PDGF
por um sistema de detecg¢do codificado zip.

A Figura 32 mostra experimentos em razdes de apta-
meros e repdrteres.

A Figura 33 ilustra uma modalidade de um sistema
de detecgdo de "uma pega" para a deteccdo em PDGF.

A Figura 34 mostra a modalidade exemplar de um
sistema de detecgdo codificado zip, fragmentado, com anti-
corpos como fragdes de ligacdo alvo.

A Figura 35 mostra um espectro MALDI-MS de uma
mistura de reacao.

A Figura 36 mostra absorgcdo e espectros de emissdo
fluoresceinica de uma mistura de reacao.

A Figura 37 mostra absorgdo e espectros de emissado
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fluoresceinica de uma hemicianina purificada.
A Figura 38 mostra um dado de massa de electros-
pray de um composto.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

Em seu sentido mais simples, deve ser gerado um
sinal detectdvel através de uma reacdo modelada com &cido
nucléico que indica a presenca de um analisado alvo, por e-
xemplo, um acido nucléico ou uma proteina. Mais especifica-
mente, a presente invengdo prové uma abordagem excitante com
relagcdo a geracdo de compostos fluorescentes, quimiolumines-
centes ou cromoféricos e sinais e para utilizar sua tecnolo-
gia nas aplicagldes de biodetecgdo e/ou diagnéstico. A cria-
¢cao e deteccdo de um composto colorido, fluorescente ou qui-
mioluminescente ou precursor devido & formacdo ou clivagem
de uma ligag¢do quimica ou a transformacdo quimica de um gru-
po funcional, diretamente como o resultado ‘de uma reagao
quimica modelada com &cido nucléico, prové uma unica tecno-
logia que pode ser aplicada a muitas &reas incluindo detec-
¢do de agente de bioterrorismo e diagnésticos de doenca.

Assim, um evento de hibridizacdo mesmo entre son-
das é realizado por uma reagdo quimica que é mediada por
moldes de DNA (oligonucleotideos) que aumentam substancial-
mente a razdo de uma reagdo quimica devido ao efeito de pro-
ximidade e € capaz de mediar uma variedade de reacdes quimi-
cas. Portanto, a presenca de uma biomolécula alvo (por exem-
plo, acido nucléico ou proteina) conduz ao inicio da reacao
quimica detectavel. Como resultado, a presente invencdo pro-

vé facilidade de uso e sinal alto para deteccdo de alvo bio-
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légico por ruido.

Deteccdo do Acido Nucléico

A Figura 1 ilustra uma modalidade de detec¢éo de
um acido nucléico. Duas sondas de oligonucleotideo se ligam
a um DNA ou RNA alvo (um analisado, por exemplo, em uma a-
mostra gque se acredita contenha agentes de bioterrorismo ou
outros agentes infecciosos). As duas sondas s3o marcadas com
espécies quimicamente reativas X e Y. Mediante hibridizacao,
X e Y reagem para criar um éomposto Z de geracdo de sinal
(por exemplo, composto fluorescente, quimioluminescente ou
colorido). Z pode ou ndo ligar covalentemente as duas son-
das, e se ndo, Z pode ser ligado a cada sonda. Z pode ser
liberado dos oligonucleotideos quando da sua formacao.

Se o fluoroforo ou cromoforo for liberado, ele po-
de ser separado do complexo de hibridizacdo e analisado se-
paradamente, ou pode ser removido uma véz que for detectado,
de modo que as etapas adicionais de interrogacdo da amostra
podem ser conduzidas (por exemplo, rotacdo das sondas). Se o
fluoroforo ou cromoforo ndo for liberado, ele pode também
ser separado do restante da mistura de reagdo, por exemplo,
migrando como uma estrutura de fita dupla que pode ser de-
composta por eletroforese de gel, por exemplo. O fluoroforo
anexado as sondas DNA no DNA ou RNA alvo pode ser anexado a
uma fase so6lida, tal como, a superficie de uma microesfera,
deslizamento em vidro (microarray), etc. ou estar na solu-
¢do, quando nesse caso a reagdo constitui um ensaio homogé-
neo.

Assim, em um aspecto, a presente invencdo se refe-
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re a um métodd para detectar uma seqiéncia nucleotidica al-
vo. O método inclui: a) provisdo de 1) uma primeira sonda
compreendendo 1) uma primeira sonda compreendendo i) uma
primeira seqiéncia oligonucleotidica e ii) um grupo reativo
ligado a primeira seqiéncia oligonucleotidica e 2) uma se-
gunda sonda compreendendo i) uma segunda seqiéncia oligonu-
cleotidica e ii) um segundo grupo reativo ligado a segunda
seqiiéncia oligonucleotidica, onde a primeira seqiéncia oli-
gonucleotidica e a segunda seqiiéncia oligonucleotidica sao
complementares a duas regides separadas do nucleotideo alvo;
b) combinando a primeira sonda e a segunda sonda com uma a-
mostra a ser testada quanto a presenca da seqiiéncia nucleo-
tidica alvo sob condig¢des onde a primeira sonda e a segunda
sonda hibridizam nas suas respectivas regides complementares
da seqiiéncia nucleotidica alvo, se presente na amostra, pelo
que, colocando em relativa proximidade O primeiro grupo rea-

tivo e o segundo grupo reativo; e c) deteccdo da reagdo en-

- tre o primeiro grupo reativo e o segundo grupo reativo, pelo

que, determinando a presenga da seqiiéncia nucleotidica alvo.

A Figura 2 ilustra um exemplo de deteccdo de uma
seqliéncia de acido nucléico por detecgdo quimica permitida
modelada com &cido nucléico dos genes de numero de cépia
baixo. O gene de interesse é "marcado" com um conjunto de
pares de sonda (por exemplo, ~400/gene). O nimero de pares
de sonda pode estar entre, por exemplo, 2, 5, 10 e 1.000,
5.000 ou 10.000. As reag¢des gquimicas enﬁre 0s pares de sonda
(os primeiros grupos reativos e os segundos grupos reativos

correspondentes) podem ser idénticas através de todos os pa-
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res de éonda e podem ser diferentes. Os grupos diferentes de
pares de sondas gerando fluoroforos diferentes podem ser al-
vejados contra seqiéncias diferentes no alvo.

A modalidade ilustrada na Figura 2 também pode ser
aplicada as aplicagées que ndo a biodeteccdo. 0 principio
das miltiplas rea¢des modeladas de acido nucléico que ocor-
rem no modelo de DNA simples ndo estd limitado a geragao do
sinal fluorescente.

Assim, em outro aspecto, a invencdo se refere a um
método para detecgdo de uma seqiiéncia nucleotidica alvo. O
método inclui: a) provisdo de um conjunto de pares de sonda,
cada par de sonda compreendendo 1) primeira sonda compreen-
dendo 1) uma primeira seqiiéncia de nucleotideo e ii) um pri-
meiro grupo reativo ligado & primeira seqiiéncia oligonucleo-
tidica, e 2) uma segunda sonda compreendendo i) uma segunda
seqliéncia oligonucleotidicé e ii) um segundo grupo reativo
correspondente ligado a segunda seqiiéncia oligonucleotidica,
onde a primeira sequéncia oligonucleotidica e a segunda se-
qgiéncia oligonucleotidica sdo complementares as duas regides
separadas do nucleotideo alvo; b) combinacdo do conjunto de
pares de sonda com uma amostra a ser testada quanto a pre-
senga da seqiéncia nucleotidica alvo em condicdes onde cada
uma as primeiras sondas e segundas sondas do par de sondas
hibridizam em sua respectiva regido complementar da seqién-
cia nucleotidica alvo, caso presente na amoétra, pelo que,
colocado em proximidade reativa os pares correspondentes dos
primeiro e segundo grupos reativos; e c) deteccdo de uma ou

mais reacgdes entre os pares dos primeiros grupos reativos e
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dos segundos grupos reativos correspondentes, pelo que, de-
terminando a presenga da seqiiéncia nucleotidica alvo.

A Figura 3 ilustra um exemplo de outra modalidade
onde um esquema de detecc¢do indireta envolve a reagao mode-
lada com &cido nucléico seguida por uma liberacdo de co-
fator e uma reacdo subsequente detectavel.

Detec¢do da Proteina

A Figura 4 e a Figura 5 ilustram uma modalidade da
invengdo para a detecgdo de uma proteina alvo.

A Figura 4 mostra uma modalidade de deteccdo de
uma proteina alvo pela presente invencdo. Duas sondas contém
fragdes de ligacgdo alvo, oligonucleotideos complementares, e
espécies Quimicamente reativas X e Y, respectivamente. Medi-
ante hibridizagdo, X e Y reagem para criar um composto de
geracdo de sinal (por exemplo, fluorescente), que pode ou
ndo ligar covalentemente ambas as sondas. O produto de rea-
¢do de X e Y pode também ser liberado como um composto sola-
vel, ndo ligado na solugdo. A proteina alvo pode ser anexada
a uma fase sélida, tal como, a superficie de uma microesfe-
ra, deslizamento por vidro (microarray), etc. ou estar na
solucdo. As fragdes de ligagdo alvo podem ser aptameros, an-
ticorpos, fragmentos de anticorpo (isto €, Fab), proteinas
receptoras ou moléculas pequenas, por exemplo.

A Figura 5 ilustra, mais especificamente, um exem-
plo de uma abordagem de sonda dupla com duas sondés, cada
uma portando um precursor “prefluoroforo" (F1 e F2) e con-
tendo uma frag¢do de ligacdo a um alvo e uma sequiéncia oligo-

nucleotidica que € projetada para recombinar uma com a ou-
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tra. Nessa modalidade, a deteccdo é realizada sob condigdes,
tais que, os oligos de prefluorfloro ndo recombinam um a ou-
tro na auséncia de um alvo. Essas condig¢des sido geralmente
selecionadas, tal que, a temperatura ambiente é maior que a
Tn dos pares oligonucleotidicos na auséncia do alvo (de modo
que os pares oligo ndo recombinardo na auséncia do analisado
alvo destinado). Na presenca do alvo pretendido, contudo, a
alta concentracdo localizada dos oligos entdo comuta a Tn de
seu complexo de fita dupla a montante, de modo que a hibri-
dizagdo ocorra, gque é seguido por uma reacdo modelada com
acido nucléico de geracdo de sinal (uma reagcdo entre Fl e
F2). A reacdo modelada com &cido nucléico de geragdo de si-
nai é acelerada devido a concentracdo maior localizada dos
prefluoroforos, porém pode também ser facilitada pela proxi-
midade e orientacdo dos grupos prefluoroforo um na direcéo
do outro. Essa conFiguracdo de geracdo de sinal tem o poten-
cial de permitir a criacdo de kits para‘a deteccédo de véfias
biomoléculas, células, superficies e para o projeto dos en-
saios in situ. A geragdo de sinal ndo requer enzimas e o
formato homogéneo n&o requer manipulacdo da amostra.

A Figura 5 mostra dois oligonucleotideos, cada um
sendo ligado através de um brago espacador opcional a um li-
gante separado, conforme mostrado nesse caso sendo um anti-
corpo, porém podendo ser outros ligantes, tais como, aptame-
ros ou moléculas pequenas. Cada anticorpo reconhece um epi-
topo separado em umAanalisado alvo comum, tal como, protei-
na. Os bracos espagadores podem ser adicionados a umiou am-

bos os oligonucleotideos entre o oligo e o ligante. Em de-
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terminados casos, esse braco espacador pode ser necesséario
para satisfazer os requisitos de proximidade de modo a obter
uma reatividade desejada. Os bragos espacadores em princi-
pio, podem ser quaisquer grupos apropriados, por exemplo,
grupos de cadeias de carbono alifdtico lineares ou ramifica-
dos C3 a C5, C10, C15, C20, C25, C30, C35, C40 ou C100, uma
seqiéncia de DNA de 1 a 10, 15, 20, 30, 50 ou 100 bases de
comprimento ou oligémeros de polietileno glicol de compri-
mento apropriado.

Os prefluoroforos podem residir em uma conFigura-
cdo de "extremidade da hélice™ (Figura 5, superior), um ane-
xado a extremidade 5' de um oligo e outro anexado & extremi-
dade 3'. (Outras conFiguracdes podem ser aplicadas incluindo
colocagdo de dois prefluoroforos dentro da seqliéncia ou com
um oligo hibridizando em relacdo & estrutura de grampo par-
cial (por exemplo, de 100 Angstroms de comprimento), por e-
xemplo). No primeiro exemplo, um oligonucleotideové anexado
em 5' a um brago espacador e um ligante alvo, e o outro ane-
xado em 3' a um brago espagador e ligante alvo separado. Os
bracos espacadores, que podem consistir em seqliéncias de DNA
nao complementares ou bragos espacadores sintéticos, tais
como, oliglmeros de etileno glicol, podem ser adicionados
para satisfazer requisitos de proximidade. Tais bragos espa-
cadores podem ser muito flexiveis, o que possui a vantagem
de superar gqualquer impedimento estérico a ligagéoique possa
ocorrer com um espacgador rigido. Um brago espacador de com-
primento adequado pode permitir que ambos os oligonucleoti-

deos sejam ligados em 5' aos seus ligantes (Figura 5 inferi-
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or) ou ambos ligados em 3', a medida que os oligonucleoti-
deos possam recombinar na conFigura¢do antiparalela e permi-
tir que os grupos reativos reajam um com o outro. Um compri-
mento de bragco espagador 6timo pode ser designado para cada
alvo. Os bragos espacadores que s3o excessivamente longos
seriam evitados, uma vez que eles podem reduzir a especifi-
cidade no sistema ou um efeito reduzido de.Tm aumentada.

O efeito de proximidade fornecido por aprisiona-
mento do par de oligonucleotideos pode afetar a cinética de
recombinagdo de duas seqliéncias oligonucleotidicas comple-
mentares em comparagdo aos dois oligonucleotideos livres na
solugdo. De forma mais importante, uma concentracdo locali-
zada alta comuta a curva de fusdo a montante, em comparagao
ao complexo livre, isto é, aumento da T, do complexo. Em uma
solugcdo em volume, é conhecido que a T, depende da concen-
tragdo de oligonucleotideo total, conforme ilustrado na e-
quagdo a seguir. Wetmur, Criti. Rev. In Bibchem. and Mol.
Biol. 26, 227-259 (1991).

Tn = (1000* AH)/(A + AS + R In(C:/4)-273,15 + 16,6 log Na*)
onde AH e AS sdo a entalpia e entropia para forma-
¢cdo da hélice, R é a constante de gas molar, C. é a concen-
tracdo total de oligdémeros, e Na*' é a concentracdo molar de
ion sédio na solucgdo.

A Figura 6 mostra a inclinacdo de T, versus a con-
centragdo dentro da faixa de oligonucleotideos curtos em 0,1
M de sal possuindo uma dependéncia de cerca de +7°C por au-
mento de dez vezes na concentragdo de oligonucleotideos (se-

quiéncias na Figura 7) com base na equagdo acima. Assim, por
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exemplo, um aumento de 1.000 vezes na concentracdo local se-
ria esperado que elevasse a T, para cerca de +21°C.

Produtos de reacdo de Fl e F2 podem ser liberados
do complexo de hibridizacdo como resultado da transformacéo
quimica. Assim, o fluoroforo ou cromoforo pode ser separado
do complexo de hibridizagdo e analisado independentemente ou
o fluoroforo ou cromoforo e os oligonucleotideos recombina-
dos podem ser removidos uma vez detectados, de modo que eta-
pas adicionais de interrogacdo da amostra possam ser condu-
zidas. A reacdo entre Fl e F2 ode ou ndo ligar covalentemen-
te as duas sondas, uma vez que o(s) produto(s) é(sdo) forma-
do(s) .

Assim, em um aspecto, a invencdo prové um método
para detectar um alvo biolégico. O método inclui o que se
segue. Uma primeira sonda é provida. A primeira sonda in-
clui: 1) uma primeira fragcdo de ligacdo possuindo afinidade
de ligagdo com o alvo biolégico, 2) uma primeira seqiiéncia
de oligonucleotideo e 3) um primeiro grupo reativo associado
a primeira seqléncia oligonucleotidica. A segunda sonda ¢é
provida incluindo: 1) uma segunda fracdo de ligacédo possuin-
do afinidade de ligacdo ao alvo biolégico, 2) uma segunda
seqiéncia de oligonucleotideo, e 3) um segundo grupo reativo
associado a seqiiéncia oligonucleotidica. O segundo oligonu-
cleotideo é capaz de hibridizar para formar a primeira se-
qliéncia de oligonucleotideo. O segundo grupo reativo é rea-
tivo em relagdo ao primeiro grupo reativo quando colocado em
proximidade de reacdo um com o outro. A primeira e a segunda

sonda sdo combinadas com uma amostra a ser testada, quanto a
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presenca do alvo biolégico sob condigdes onde as primeira e
segunda fragdes de ligagdo se ligam ao alvo biolégico. O se-
gundo oligonucleotideo é deixado hibridizar na primeira se-
qiéncia oligonucleotidica para colocar em proximidade reati-
va os primeiro e segundo grupos reativos. Uma reacdo entre o
primeiro e o segundo grupos reativos é detectada, pelo que,
determinando a presen¢a do alvo bioldédgico. Em uma modalida-
de, a reagdo entre o primeiro grupo e o segundo grupo reati-
vos produz uma fragdo fluorescente. Em outra modalidade, a
reagdo entre o primeiro e o segundo grupos reativos produz
uma frac¢do guimioluminescente e/ou cromoférica.

Em outro aspecto, a invengdo prové um método para
detectar um alvo bioldégico. O método inclui o que se segue.
Um complexo de ligagdo é provido do alvo biolégico com uma
primeira sonda. A primeira sonda inclui: 1) uma primeira
fragdo de ligagdo possuindo afinidade de ligacdo com o alvo
biolégico, 2) uma primeira seqﬁéncia de oligonucleotideo e
3) um primeiro grupo reativo associado a primeira seqgiiéncia
oligonucleotidica. O complexo de ligacdo é contatado com uma
segunda sonda. A segunda sonda inclui: 1) uma segunda fracdo
de ligac¢do possuindo afinidade de ligacdo com o alvo biolé-
gico, 2) uma segunda seqiiéncia oligonucleotidica e 3) um se-
gundo grupo reativo associadc & segunda seqiiéncia oligonu-
cleotidica. O segundo oligonucleotideo é capaz de hibridizar
na primeira seqiéncia de oligonucleotideo e o segundo grupo
reativo é reativo com relagdo ao primeiro grupo reativo
quando colocado em proximidade reativa um com o outro. O se-

gundo oligonucleotideo é deixado hibridizar no primeiro oli-
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gonucleotideo para colocar em proximidade reativa o primeiro
e o0 segundo grupos reativos. Uma reacdo é detectada entre o
primeiro e o segundo grupos reativos, pelo que, para deter-
minar se o alvo bioldégico estd presente na amostra.

Ainda em outro aspecto, a invencéao prové um método
para detectar a presenga de um alvo bioldégico. O método in-
clui o que se segue. A'primeira e a segunda sonda sdo liga-
das ao alvo. A primeira sonda inclui: 1) uma primeira fracéo
de ligacdo possuindo afinidade de ligacd&o com o alvo biolé-
gico, 2) uma primeira seqiiéncia oligonucleotidica, e 3) um
primeiro grupo reativo associado & primeira seqiiéncia oligo-
nucleotidica. A segunda sonda inclui: 1) uma segunda fracdo
de ligacdo possuindo afinidade de ligacdo com o alvo biolé-
gico, 2) uma segunda seqiiéncia oligonucleotidica e 3) um se-
gundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia oligonu-
cleotidica. O segundo oligonucleotideo é capaz de hibridizar
na primeira seqiiéncia de‘oligonucleotideo. O segundo grupo
reativo é reativo em relagdo ao primeiro grupo reativo quan-
do colocado em proximidade de reacdo um com o outro. O se-
gundo oligonucleotideo ¢é deixado hibridizar em relacdo a
primeira seqliéncia oligonucleotidica, pélo que, colocando em
proximidade reativa o primeiro e o segundo grupos reativos.
Uma reacdao entre o primeiro e o segundo grupos reativos é&
detectada para determinar se o alvo biolégico estad presente
na amostra. Em uma modalidade, a reagdo entre o primeiro e o
segundo grupos reatives produz uma fracdo fluorescente. Em
outra modalidade, a reagdo entre o primeiro e o segundo gru-

po reativo produz uma fragdo quimioluminescente e/ou cromo-
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férica.

A Figura 8 ilustra outra modalidade da invencio,
que emprega uma arquitetura fendiad "codificada zip" para
biodetecgdo a base de molde com &cido nucléico. Nessa moda-
lidade, ao invés das fragdes de ligacdo alvo serem direta-
mente ligadas (opcionalmente através dos grupos espacadores)
aos oligonucleotideos complementares que hibridizam e esta-
belecem as reagdes modeladas com &cido nucléico, as fracoes
de ligagdo alvo s&o ligadas a uma seqiiéncia oligonucleotidi-
ca de "cdédigo zip". Cada um dos oligonucleotideos repérter
correspondentes possui uma seqliéncia de "cédigo anti-zip"
complementar (além da seqliéncia "repérter" que estabelece a
reagdo modelada com acido nucléico). As reacdes quimicas mo-
deladas com &cido nucléico sdo estabelecidas por hibridiza-
¢do dos oligos alvos, que sdo ligados aos grupos reativos
que reagem e geram sinais detectaveis. E importante que cada
seqiéncia oligonucleotidica das sondas seja complementar a-
penas ao seu parceiro de hibridizagdo pretendido e nido com-
plementar a outros oligonucleotideos no sistema de deteccéo.

A arquitetura codificada zip sustenta a criacdo de
um conjugado de oligonucleotideo-repérter simples que seria
montado com oligonucleotideos repdérter através de uma se-
gqiéncia de cédigo anti-zip. As bibliotecas de repérteresAdi—
ferentes ligados a um unico cédigo anti-zip podem ser testa-
das simplesmente por mistura de cada com quantidades este-
quiométricas do conjugado de oligonucleotideo de cédigo zip
do ligante com seu cdédigo zip complementar.

A Figura 9 é uma ilustracdo de uma abordagem de
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arquitetura fendida codificada zip, onde as fracdes de liga—
cdo alvo sdo dois aptémeros. Nesse exemplo para deteccdo do
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) com seqién-
cias de oligo ilustrativas e quimica de repérter (por exem-
plo, trifenilfosfina, TPP, 7-azidocoumarina, AzC), os oligo-
nucleotideos repdérter TPP se agrupam no oligonucleotideo ap-
tamero PDGF através da hibridizagcdo da seqgiiéncia de cédigo
zip (NNN ...) na seqléncia de cédigo anti-zip complementar
(N',N',N'" ...) no oligonucleotideo repérter de TPP. O oligo-
nucleotideo repdrter termina com a seqiiéncia repérter de ba-
se 10 exemplar e um grupo 5'-TPP. Um segundo par de oligonﬁ—
cleotideos, com cédigos =zip diferentes e cédigos anti-zip
(complementares a cada outro emparelhamento), também se a-
grupam para prover a seqiéncia repdérter AzC e um grupo 3'-
AzC. Os oligonucleotideos AzC sdo complementares e antipara-
lelos aos oligonucleotideos TPP, de modo que os grupos TPP e
AzC terminam éxtremidade—a—extremidade quando os oligonucle-
otideos TPP e AzC recombinam um com o outro.

A Figura 10 ilustra em mais detalhes a abordagem
de arquitetura fendida codificada zip para deteccdo de PDGF
com seqiiéncias oligo ilustrativas e guimica de repdrter (TPP
e AzC). Os pares de TTP incluem primeiro, um aptamero de
PDGF na extremidade 5', um espacador com base em Clé polie-
tileno glicol e uma seqiiéncia de cédigo zip de 18-mer. A se-
qiéncia repdrter TPP inclui uma seqiiéncia de cédigo anti-zip
complementar em seu término 3', um espacador Cl8 PEG e uma
segliéncia repdrter de dez pares de base terminando em um

grupo 5' TPP. O par AzC dos oligonucleotideos inclui um 3'-
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aptamero ligado através de um espacador C18 PEG a um coédigo
zip separado, e uma detecgdo de oligonucleotideo ligada a um
cbébdigo anti-zip 5', um espagador Cl8 PEG e um oligonucleoti-
deo repdrter (complementar ao oligonucleotideo TPP) termi-
nando em um grupo 3' AzC.

A Figura 11 ilustra um exemplo da arquitetura cor-
respbndente, onde os anticorpos sdo empregados ao invés do
aptémeros como fragdes de ligacdo alvo.

Uma vantagem da abordagem “codificada zip" é a ca-
pacidade de criar os oligonucleotideos repérter separadamen-
te e ter os mesmos agrupados com ligantes sob condig¢des que
mantém as atividades de ambos os ligantes e da quimica ati-
vada modelada com acido nucléico.

O sistema codificado baseia-se em dois pares de
oligonucleotideos, onde cada par é mantido junto pelo empa-
relhamento de base de um Unico cédigo zip e um par de cédigo
anti—zip. "Coébdigos zip" s&do seqiéncias oligonucleotidicas
que se ligam especificamente as suas seqgiiéncias complementa-
res, e preferivelmente sdo designadas tal que ndo sejam com-
plementares as seqgiiéncias gendmicas conhecidas (relevante se
a amostra puder conter DNA genémico), possuem valores de Ty
semelhantes, ndo possuem estrutura secundaria significativa
e ndo recombinam em outras seqiiéncias de cédigb zip ou cdédi-
go anti-zip no sistema de deteccdo.

Assim, outro aspecto da invencdo prové um método
para deteccgdo da presenga de um alvo biolédgico. O método in-
clui o que se segue. E provida uma primeira sonda que in-

clui: 1) uma primeira fragdo de ligacdo possuindo afinidade
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de ligagdo ao alvo bioldgico e 2) uma séqUéncia de cdédigo
zip de oligonucleotideo. E provida uma segunda sonda que in-
clui: 1) uma segunda fra¢do de ligacdo possuindo afinidade
de ligagdo com o alvo biolégico e 2) uma segunda seqiéncia
de cédigo zip de nucleotideo. A primeira sonda é hibridizada
em uma primeira sonda repérter que inclui: 1) uma seqiiéncia
de cédigo anti-zip de oligonucleotideos complementar & pri-
meira seqiéncia de cédigo zip de oligonucleotideo, 2) um
primeiro oligonucleotideo repértef, e 3) um primeiro grupo
reativo. A segunda sonda é hibridizada em uma segunda sonda
repérter que inclui: 1) uma seqiiéncia de cédigo anti-zip de
oligonucleotideos complementar & segunda seqiiéncia de cédigo
zip de oligonucleofideo, 2) um segundo oligonucleotideo re-
poérter e 3) um segundo grupo reativo. O segundo oligonucleo-
tideo repdérter é capaz de hibridizar em relacio & primeira
seqliéncia de oligonucleotideo repdérter e o segundo grupo re-
ativo é reativo em relagdo ao primeiro grupo reativo, quando
colocados em proximidade um com o outro. A primeira e a se-
gunda sonda sdo contatadas com uma amostra a ser testada
quanto a presenca do alvo bioldégico. A primeira e a segunda
sonda se ligam ao alvo bioldégico, se presente na amostra,
pelo que, o segundo oligonucleotideo repérter hibridiza em
relagdo a primeira seqiéncia de oligohucleotideo repdérter
para colocar em proximidade reativa o primeiro e o segundo
grupos reativos. Uma reagdo entre o primeiro e o segundo
grupos reativos € detectada, pelo que, para determinar se o
alvo bioldgico estd presente na amostra.

E importante ressaltar que os métodos da invencdo
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ndao requerem ligacg¢do enzimatica ou Quimica da primeira e/ou
segunda seqiéncias oligonucleotidicas.

Fatores que podem ser considerados na otimizacdo
de um projeto de uma arquitetura codificada zip incluem, por
exemplo: 1) grupos espacadores (por exemplo, oligonucleoti-
deos e/ou grupos diferentes de base) entre o aptame-
ro/anticorpo e cdédigos zip (espacador 1), por exemplo, para
permitir que os parceiros de hibridizacdo alcancem um ao ou-
tro, para impedir qualquer impedimento estérico; 2) compri-
mento de uma seqiiéncia de cdédigo zip a fim de formar uma re-
combinagdo suficientemente estavel em felagéo a seqliéncia de
codigo anti-zip para formar o complexo; e 3) grupos espaca-
dores (espacgador 2) entre o cédigo anti—zip e a seqliéncia
repérter, por exemplo, para prevenir qualquer impedimento
estérico.

Os ligantes (frag¢des de ligacdo do alvo) anexados
aos oligonucleotideos podem ser fracdes quimicas que se 1li-
gam especificamente a uma molécula alvo e permitem que o
projeto da invengdo funcione. Exemplos incluem uma ampla va-
riedade de funcionalidades, tais como: 1) anticorpos: exem-
plo, IgG, IgM, IgA, IgE, Fab's, Fab', F(ab),, Dab, Fv ou
fragmentos ScFv; 2) ligantes de molécula pequena, tais como
inibidores, medicamentos, co-fatofes; 3) receptores para de-
tecgdo de proteina e vice-versa; 4) aptameros de DNA, RNA,
PNA; 5) seqliéncias de DNA para ligagdo de DNA e proteinas
reguladoras; 6) peptideos representando motivos de ligacdo
de proteina; 7) peptideos descobertos através da mostra de

fago, sintese aleatdria, mutagénese; 8) pares de proteina de
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ligagdo natural e complexos;'9) antigenos (para deteccdo de
anticorpo); e 10) um anticorpo policlonal simples anexado
separadamente aos dois oligonucleotideos pode servir como
dois ligantes separados de especificidade diferente.

As fracdes de ligacdo do alvo anexadas aos oligo-
nucleotideos podem ser dos tipos heterogéneos direcionados
contra sitios diferentes dentro do mesmo alvo. Por exemplo,
os dois ligantes podem ser de dois anticorpos diferentes, um
anticorpo e um receptbr, um anticorpo e um ligante de molé-
cula pequena, um receptor e um peptideo, um aptdmero e um
co-fator ou qualguer outra combiﬁagéo.

Os analisados alvo podem ser de qualquer tipo,
contanto que suportem dois (ou mais)vsitios de ligagdo. Os
dois sitios de ligag¢do podem ser idénticos ou ndo idénticos.
No caso de sitios idénticos, os beneficios de especificidade
aumentada obtidos com dois ligantes nd3o idénticos ndo serio
obtidos. As moléculas que existem em equilibrio com uma for-
ma monomérica e uma homodimérica ou fase de polimerizacio
superior podem ser detectadas por um par de sondas contendo
o mesmo ligante, porém seqiiéncias de DNA complementar dife-
rentes. Alvos apropriados incluem proteinas, superficies de
células, anticorpos, antigenos, virus, bactérias, superfi-
cies orgénicas, membranasf organelas, an&lise in situ das
celulas fixas, complexos de proteina. A invencao pode ser
especificamente apropriada para a deteccdo de proteinas de
fusdo (por exemplo, BCR-ABL na presenca de BCR e ABL)..

A Figura 12 mostra uma modalidade de como um en-

saio de ligacdo de proteina ou molécula pequena pode ser re-
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portado usando a sintesé de um fluoroforo ou cromoforo atra-
vés de quimica modelada com &cido nucléico. Nesse exemplo,
os ligantes de proteina, tais como, aptameros, um anticorpo,
ou ligante de molécula pequena, representados por um pentéa-
gono sdo conjugados a um oligonucleotideo (um "modelo") pos-
suindo um grupo reativo X em seu término. A amostra é mistu-
rada com modelo de ligante e se o analisado de interesse es-
tiver presente (representado por um circulo), serd formado
um complexo. Modelo de ligante em excesso é removido e uma
sonda portando um grupo reativo Y e um oligonucleotideo com-
plementar ao modelo acima'é adicionado. A hibridizacdo dos
oligonucleotideos estabelece uma reacdo entre X e Y, criando
uma molécula de sinal detectévei (por exemplo, fluoroforo ou
cromoforo).

A molécula de sinal (representada por uma estrela)
pode permanecer anexada ao hibrido de modelo-sonda ou pode
ser liberada do complexo. O analisado pode ser anexado a uma
fase sdélida ou pode estar livre na solucdo, & medida que o
excesso de modelo-ligante seja removido antes da adigcdo da
sonda portando Y.

Uma vez que o modelo e a sonda codificam unicamen-
te a sintese do repérter, e muitos repérteres diferentes po-
dem ser previstos, um sistema multiplexo pode ser designado.
Por exemplo, uma faixa de fluoroforos com emissido espacada
(por exemplo, espagada proporcionalmente) pode ser criada,
permitindo que dois, trés, quatro, cinco ou maié analisados
sejam detectados simultaneamente. Além disso, um sistema po-

de ser projetado, onde ambos os compostos fluorescente e co-
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lorido sdo criados simultaneamente.

No projeto das sondas, uma consideracdo é a T, das
duas sequéncias repérter transportando os grupos reativos.
Uma vez que a Tp do duplexo estaria abaixo da temperatura
ambiente, na auséncia de um alvo, essa seqiéncia normalmente
seria curta, por exemplo, de 6-15 bases e/ou rica em A-T. O
comprimento do repdrter tipico de 10 pares de base pode ter
uma Tp, de cerca de 30°C em uma concentracdo baixa de sal.
Portanto,.é freqientemente necessdrio mesmo com uma seqiién-
cia curta adicionar a 10% a 40% de formamida volume/volume
para adicionalmente abaixar a temperatura para menos da tem-
peratura do ensaio ou para elevar a temperatura do ensaio.
Oligonucleotideocs repértef muito curtos podem sofrer da fal-
ta de especificidade e exibem alguma ligacdo & seqiiéncias de
cédigo zip (quando essas sdo empregadas) o que é indesejéa-
vel.

OQutro fator no projeto das sondas é o comprimento
do oligonucleotideo entre a fragdo de ligagido e a seqiiéncia
repdrter, incluindo quaisquer seqiiéncias de cédigo zip. Es-
sas devem ser .longas o suficiente para que os oligonucleoti-
deos repdrter alcancem um ao outro e recombinem. As seqién-
cias podem ser entremeadas com ligantes de polietileno gli-
col (PEG) que ééo flexiveis e podem fornecer protecio adi-
cional contra qualquer impedimento estérico. Por exemplo,
comprimentos totais ‘dos oligonucleotideos podem se ao redor
de 35 bases de comprimento. Os oligonucleoﬁideos contendo 0,
1 ou 2 espacadores Cl18 PEG ou tragos de homopolimero podem

também ser utilizados (isto &, Cig).
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Uma terceira consideragdo é o comprimento das se-
gliéncias zip e anti-zip quando essas forem empregadas (isto
€, Figura 9 e Figura 34). Fora a necessidade de cada cdédigo
zip recombinar apenas em seu cédigo anti-zip, e nio qualquer
outro cdédigo zip, cédigo anti-zip ou seqiiéncia repérter, um
parametro importante é a Tn do duplexo entre os cédigos zip
e cbédigos anti-zip. A T, seria substancialmente maior que a
temperatura mais alta que serd usada no ensaio, de modo que
os.oligonucleotideos repdérter permanecam firmemente anexados
a fragdo de ligacdo. Na pratica, os cédigos zip de cerca de
duas vezes o éomprimento das seqléncias repérter (isto &,
comprimento total de 15-30 bases) sdo desejaveis e geralmen-
te satisfazem esses.critérios.

Com relagcdo a geragdo de sinal, a quimica modelada
com acido nucléico pode ser empregada para criar ou destruir
uma marcacdo que afeta um sinal éptico, por exemplo, criando
ou destruindo uma molécula fluorescente, quimioluminescente
ou colorimétrica. Adicionalmente, uma reacdo de deteccéo po-
de ser projetada para criar ou destruir um produto que dire-
ta ou indiretamente cria uma marca detectavel, por exemplo,
um produto que catalisa uma reagdo que cria uma marcacido ép-
tica; inibe uma reagdo que cria uma marcacdo éptica; é um
saturadof fluoresceinico; é uma molécula de transferéncia de
energia fluorescente; cria uma marca Ramen; cria uma marca
eletroquimioluminescente (isto &, ruténio bipiridila); pro-
duz uma molécula de marcacg¢do de rotaééo do elétron.

Adicionalmente, uma reacdo de detecgcdo pode ser

projetada para envolver uma deteccdo "isenta de marca". A
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quimica modelada com &cido nucléico pode ser usada para cri-
ar ou destruir uma molécula discernivel por uma propriedade
nativa inerente da molécula, por exémplo, um produto que
cria marca de difusdo de luz ou agregacdo; é detectavel por
microcalorimetria; é detectdvel (por exemplo, um epitopo)
por ressondncia de plasmdénio de superficie (isto é, ligacédo
a um anticorpo imobilizado); criacdo ou destruicdo de um e-
pitopo reconhecido por um anticorpo (isto é, ELISA); com
massa discernivel, medida por espectrometria de massa; de
tamanho alterado, discernivel por difusdo da luz, eletrofo-
rese de gel ou cromatografia de exclusdo por tamanho; de hi-
drofobicidade alterada ou teor iénico discernido por croma-
tografia; separagéo de cromatografia de afinidade para afi-
nidade alterada.

Outro aspecto da inveng¢do prové um kit util para
detecgdao de um analisado bioldégico. O kit inclui uma primei-
ra sonda que inclui: 1) uma primeira fracdo de ligacdo pos-
suindo afinidade de ligagdo para o analisado biolégico, 2)
uma primeira seqléncia oligonucleotidica, e 3) um primeiro
grupo de reagdo associado a primeira seqiiéncia de oligonu-
cleotideo, e uma segunda sonda que inclui: 1) uma segunda

fracdo de ligacdo possuindo afinidade de ligacdo com o ana-

lisado biolégico, 2) uma segunda seqiiéncia nucleotidica e 3)

um segundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia oli-
gonucleotidica. O segundo nucleotideo é capaz de hibridizar
com a primeira seqiéncia de oiigonucleotideo. O segundo gru-
po reativo é reativo com o primeiro grupo reativo, quando

colocado em proximidade reativa um com o outro.
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Ainda em outro aspecto, a invencdoc prové um kit
util para detecgdo de um analisado biolégico. O kit inclui
uma primeira sonda que inclui: 1) uma primeira fracdo de 1li-
gagao possuindo afinidade de ligagdo com o alvo biolégico, e
2) uma primeira seqiiéncia oligonucleotidica de cédigo zip; e
uma segunda sonda que inclui 2) uma segunda fracdo de liga-
¢do possuindo afinidade de ligacdo ao alvo bioldégico e 2)
segunda seqiéncia oligonucleotidica de cédigo zip. A primei-
ra sonda é hibridizavel com uma primeira sonda repdérter com-

preendendo: 1) uma seqléncia de cédigo anti-zip de oligonu-

cleotideos complementares em relagdo & primeira seqiiéncia

oligonucleotidica de cédigo zip, 2) um primeiro oligonucleo-

tideo repérter, e 3) um primeiro grupo reativo. A segunda

sonda €& hibridizadvel em relagdo a segunda sonda repbérter

compreendendo 1) uma sequéncia oligonucleotidica de cédigo

anti-zip complementar a sequéncia oligonucleotidica de cédi-

go zip, um segundo oligonucleotideo repérter e 3) um segundo
grupo reativo. O segundo oligonucleotideo repérter é capaz
de hibridizar na primeira seqiiéncia de nucleotideo repérter
e o segundo grupo reativo é reativo no primeiro grupo reati-
vo quando colocado em proximidade reativa um do outro.

A invengdo engloba um kit que prové uma, duas ou
mais sondas descritas aqui. Mais especificamente, a invencao
engloba um kit que fornece uma, duas, ou mais sondas que u-
tilizam quimica modelada com &cido nucléico paré a geracao
de sinais detectaveis cémo um modo de detectar a presenca de
um alvo bioldégico (por exemplo, &cido nucléico e proteinas).

Quimicas Repdrter
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Coumarinas

As coumarinas podem ser usadas na quimica repér-
ter, especificamente coumarinas portando substituintes doa-
dores de elétron na posigdo 7. O esquema abaixo ilustra como
a redugdo de uma 7-azidocoumarina (conhecida como sendo na&o
fluorescente) no derivado 7-amido (fluorescente) pode ser

realizada usando quimica modelada com acido nucléico.

Preparagao do primeiro ollgo

u—ougonucleoﬁdoq 1
HN—Oligonucleotideo 1 N
Ny o .

Chem & Pharm Bull (1384 Volsz. 3028
Anal Blochem (1984) Vol 140, N
Eur J Blochem (1982) Vol 208. 47

Preparago do segundo oligo

o] HaN—Oligonucleotideo 2 ppy, _W -
2
PPn.—@—(O j—Oligonucisotideo 2

H

Reac#io de 1 e 2 na presenca do modelo

o
P — !
Ofigonucleotideo 2_u>"©— Phg u Oligonucleotideo 1 Oligonucleotideo z—u

e t——
Ny 0 alvo/modelo HpN
complementar

n—Ollgonucleoﬂdao 1

Fluorescamina

Seguindo com o uso de fosfinas para reduzir azidas
em aminas, pode-se reagir a amina resultante com um reagente
livre (ndo anexado ao DNA) para formar um derivado de amina
fluorescente. Um primeiro exemplo é fluorescamina que é in-
trinsecamente ndo fluorescente, porém produz um produto flu-
orescente verde azulado quando da reagdo com uma amina pri-

maria ou secundaria.
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Marcagdo com fluorescamina

oligonucleotideo 1-—Ngy

complementar

o .
> }—w —_— 0
oligonucleotideo 2 — e alvo/modelo %—-@—'}"m
- H oligonucieotideo Z—N

Derivados de Isoindol

A reacdo ou aprisionamento de dois grupos funcio-
nais que estdo em proximidade estreita com um reagente de
derivatizagdo também pode ser utilizada. Esses dois grupos

funcionais podem estar em dois oligos diferentes e serem co-

locados juntos pelo evento de hibridizacdo ou eles podem es-

tar ambos em um primeiro oligo, pelo que, um segundo oligo é
usado para desmascarar ou transformar um ou mais dos grupos
em uma espécie que pode ser derivatizada. Isto é ilustrado a
seguir para a formagdo de isoinddéis de o-dialdeidos e ceto-
nas que sao geralmente usados como reégentes de deteccdo de
amina. O limite de detecgdo para aminas derivatizadas 3-(4-
carboxibenzoil)quinolina-2-carboxaldeido (CBQCA) é reportado

como estando na faixa de attomol.
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Criag3o de fluorescéncia por formagao de derivados de Isoindol

Nq ' S—Oligonucleotideo 1
o O3 .

Oligonucleotideo 2~N, _

Modelo
Oligonucleotideo 1=-SH )
+ i Os OH
Oligonucleotideo 2 —NH, \ @

— : ~ N—Oligonucleotideo 2
Modelo
~Oligonucleotideo 1
e OH
Ollgonucleotidetn-—cs S-R .
' NHy C8QCA Q

' ' Oligonucleotideo 2 ety
S Ammn, L M

Ollgonucieotideo 2— complementar N *

. HS-R

Oligonucleotideo 1

Quimica Repdérter de Corante Polimetina

O corante polimetina é caracterizado por uma cor-
rente de grupos metina (-CH=) com um doador de elétron e um
aceitador de elétron em extremidades opostas de sua cadeia
de polieno (Figura 13, Zollinger, Color‘Chemistry: Synthe-
ses, Properties and Applications of Organic Dyes and Pig-
ments, 3° Edigdo, Verlag Helvetica Chimica Acta, Postfach,
Suiga, 2003). Terminais tipicos A e D para corantes de poli-
metina.(conforme mostrado na Figura 13) incluem tiazdis, pi-
razdéis, pirrolinas, inddis, 1,3,3-trimetilindolinas, tetra-
z6is, pirimidina, piridinas, quinolinas e heterociclos N
fundidos superiores ou quaisquer anéis benzila substituidos.
Se os terminais forem ambos heterociclos contendo &tomo N, o
composto é denominado cianina; Se apenas um atomo N fizer
parte do sistema do anel, o composto é denominado hemiciani-
na. Alterando-se o numero do grupo vinila na cadeia de poli-

eno, o comprimento de onda de emissdo fluoresceinica do co-
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rante polimetina pode ser sintonizado para perto do ultravi-
oleta ou perto do infravermelho. O grupo terminal também po-
de prover meios para sintonizacdo mais fina.

Os corantes polimetina sdo geralmente sintetizados
por substituig¢des nucledfilas e/ou eletréfilas, precedido ou
seguido por desprotonacdo (Raue, Ullmann's Encyclopedia of
Industrial Chemistry, 5% edicgdo, UCH, Weinheim 1990, volume
Al6, p487). O esquema 1 a seguir é um exemplo de uma sintese
de corante cianina assimétrico. Sal quaterndrio heterocicli-
co de 2-metila reage com um equivalente do reagente de aco-
plamento eletré6filo difenilformamidina para formar amidina
ou hemicianina. A adigdo nucleéfila escalonada do segundo
sal quaternario heterociclico conduz ao corante de cianina
assimétrico. Hemicianina acilada N pode reagir com segundo
heterociclo na fase sélida sob condigcdo relativamente branda
(Mason, e outros, J. Org. Chem. 2005, 70, 2939-2949).

Esquema 1: Rota sintética geral para corante de

cianina assimétrica

|

I

-
NH i S\ ANF
W HG(OEH3 1) Ac20 :
@ﬁ";_: * b EIOH, refluxo O | ,ﬁ\ 2) base O N /yl;

1 -

Esquema 2: Geragdo de corante polimetina através

de reagdo de Wittig e condensacdo de aldol
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Reagéao de Wittig A

D . PhgP
\"0 3\.’/\\/\ o \\/\,D

Do ~ Condensagao de aldol A

) &
c[) + Hzcﬂ\A >N\D

A = aceitador, D = doador

A condensagdo do aldol vem sendo freqlientemente
usada para sintetizar corantes hemicianina (Hassner, e ou-
tros, J. Org. Chem. 1984, 49, 2546-2551; Jedrzejewska, e
outros, Dyes and Pigments 2003, 58, 47-58; Sczepan, e
outros, Photochem. Photobiol. Sci. 2003, 2, 1264-1271). A-
qui, o componente de hidrogénio ativo é um sal quaternario
embora o componente carbonila possua um substituinte amino
no anel aromatico. Esse tipo de condensacdo de aldol é ge-
ralmente realizado sob condicd3o de refluxo no &lcool anidro
com quantidade catalitica de‘base, contudo, a condigdo aquo-
sa foi também tentada para alguns aldeidos ativos (solucéao
diluida de carbonato de potéassio, pH 8, 70°C, 24 horas; re-
feréncia: Wang, e outros, Dyes and Pigments 2003, 59, 163-
172).

Quando se escolhe aldeido e sal quaterndrio por-
tando hidrogénio ativo com atividades quimicas otimizadas, a
condensacdc do aldol pode ser usada para a sintese do coran-
te polimetina sob condig¢des de reacdo modelada com acido nu-
cléico. O aldeido conjugado com DNA e o sal quaternadrio por-
tando hidrogénio ativo podem ser utilizados nos sistemas de

detecgcdo da presente invencdo. A abordagem geral descrita
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aqui pode também ser usada para anexar esses precursores aos
outros biopolimeros, tais como, acglucares, peptideos e prote-
inas. O método geral para sintese do corante polimetina por
condensacdo de aldol sob condigdo aquosa e a geracdo do co-
rante de polimetina através da reacdo modelada com acido nu-
cléico sdo quimicas repdrter uteis.

A reagao de Wittig permite a preparacdo de um al-
ceno por reacdo de um aldeido ou cetona com o ilidio gerado
de um sal fosfdnio. Assim existe pouca literatura com rela-
cdo a sintese da hemicianina através da reacdo de Wittig
(Zhmurova, e outros, Zhurnal Organicheskoi Khimii, 1975, 11,
2160-2162). Aqui, o aldeido e o ilidio foram refluxados no
fenolato de sdédio contendo benzeno por 9 horas.

Embora o reagente de Wittig seja conhecido como
sendo capaz de reagir.com 0 aldeido em condicdo basica bran-
da através da quimica modelada com &cido nucléico (Gartner e
outros, J. Am. Chemn. Soc. 2002, 124, 10304-10306), a estra-
tégia geral da sintese do corante polimetina por reacdo de
Wittig modelada com acido nucléico, bem com metodologias pa-
ra sintetizagdo dos precursores do reagente de Wittig aqui
sdo quimicas repdérter uteis.

i) Sintese de corante polimetina por reagcdo de
Wittig em solugdo aquosa

Comutacdo da condigdo de reagdo de Wittig do meio
anidro para aquoso, reacdo répida e alto rendimento a ser
obtido para a sintese de corantes polimetina. Os Esquemas 3
e 4 a seguir fornecem dois exemplos separados para a sintese

de cianinas e hemicianinas sob condig¢do aquosa.
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Esquema 3: Sintese de Hemicianinas através de rea-

¢ao de Wittig na condigdo aquosa

/ /

) ' </.—>_C“P9h ) CC@
— - ————— A — /,
g-cHo e/ THPR =T\

.
R - 3
aldeido . reagente de Wittig R = grupo de retirada de
elétron, Hemicianina

Esquema 4: Sintese de Cianinas com reacdo de Wit-

tig na condigdo aquosa

_ \ /
/ +/' o N S ‘N
N N M .
+ >. ——
©:s>\‘=PPh3 ©: g Yo OS S@

reagente de Wittig aldeido v Cianina

ii) Anexa¢do dos precursores ao DNA

0 preéursor para as reagdes de aldol e Wittig pode
ser facilmente conjugado ao DNA através da formagdo de liga-
céo dé amida. Primeiro, um heterociclico &cido ou precursor
aromatico é sintetizado. O &cido é entdo convertido no éster
N-hidroxisucciimida ativo que prontamente reage com DNA por-
tando funcionalidade de amina.

(iii) Sintese dos precursores de aldeido para con-
densag¢do de aldol e reag¢do de Wittig

A funcionalidade &cida nos precursores de aldeido
é introduzida tanto através da quaternizacdo se um heteroci-

clo contendo nitrogénio estiver envolvido (Esquema 5 e Es-

guema 6) ou hidrdlise de um grupo ciano por peréxido de hi-
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drogénio se um aldeido aromdtico substituido com ciano esti~
ver envolvido, por exemplo. Reagentes de Wittig ou t-
butilacetaldimina desililada podem ser usados repetidamente
para a homologagdo de dois carbonos dos aldeidos nos a,p-
enais correspondentes, se o aldeido conjugado extensivamente
for necessério (Bellassoued e outros, J. Org. Chem. 1993,
58, 2517-2522).

Esquema 5: Sintese dos precursores de aldeido he-

terociclico ndo quaterndrio para conjugacdo de biopolimero

‘/’)—:EOH
=

X(CH,), COOH (
S 2 S c§ ""OH NaOHHO a'\
/

P Z ! /
R = por exemplo, alquilas, alquiléxis, Ars, OH, X N02, reagio de
SOgH, NH Vilsmeier-
z=50, B, CH=CHou (CH3)2CH2 Hacck
n=1,2 3., S X
X=Cl,1, Br
/S\i’
C[H\ ou reagente de Wittig: PhaP—CHCHO (:E ~CHO

aldeido
heterociclico
nao quaternario

Esquema 6: Sintese dos precursores de aldeido he-

terociclico quaterndrio para conjugacdo de biopolimero

A homologagao
o0 = 1 @E
A~7 CHO  p-MeCgH,SO,H oj

= por exemplo, alquitas, alquiléxis, Ars, OH, X, NO,,
O3H, NV‘% \ 00
= 1s O, P, CH=CH or (CH,),CH, O:R o
=1,2,3..
=C, |, B CHO tosilado de pmd’ inio, acetona,
' aldeido agua, aquecimento

heterociclico
quaternario
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(iv) Sintese dos precursores para rea¢do de Wittig
ou Horner

O precursor de trifenil fosfina heterociclica pode
ser convenientemente ligado ao DNA através de um dos grupos
fenila. O esquema 7 prové um método geral para sintetizacao
de fosforano do tipo benzilico (reagente de Wittig). O hale-
to reativo é primeiro sintetizado do &lcool benzilico cor-
respondente e entdo reage com acido 4~
(difenilfosfino)benzdbdico para formar o sal de fosfdénio. Para
sintetizacdo de algum sal de fosfénio aromético.substituido
amino especial, um procedimento de um recipiente convenien-
te, sem isolamento do reagente de haleto foi empregado (Es-
quema 8, Porrés, e outros, Synthesis 2003, 10, 1541-1544).
Contudo, existem alguns desafios para sintetizacdo especifi-
ca dos reagentes de Wittig em cianina. Em primeiro lugar é
dificil se obter o precursor do sal de fosfédnio heterocicli-
co. Em segundo lugar, pouco se sabe a cerca das reatividades
desses reagentes na diregdo do aldeido.

O Esquema 9 descreve uma metodologia geral para a
sintese de fosforano heterociclico ndo quaterndrio. Alterna-
tivamente, o regente de fosfonato é também proposto aqui pa-
ra reagao de Horner (Esquema 10). |

Esquema 7: Sintese de fosforano do tipo benzilico -
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GOOH ' | COOH
A\ CHBr  PhMe
F:/ 7 ' t-BUOK N
- pH Ph
PP ph -
R = por exemplo, alquilas, alquiléxis, Ars, OH, X, NO,,

SOgH, NH, | |

Esquema 8: Sintese de sal de fosfénio aromidtico

substituido
Ry : COOH JFa :
-~ N "
5% (CH;0)n, Nal, H,O/ACOH, | ] PrPhi
Ry~ 2 = Py
Ll N1 Tolueno, refluxo, por toda noite i
, I e
: Ph” “Ph L COOH

R1, R2, R3 = por exemplo, alquilas, alquiléxié, Ars, OH, X, NO,,
SOgH, NH,

Esquema 9: Sintese de reagente fosforano heteroci-

clico ndo quaterndario

s — T — Ol — G

Esquema 10: Sintese de reagente fosfonato hetero-

ciclico quaterndrio
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R | o ' ,
}
N - T
©: \}_—CHQCI + P(OEl); —— @:;}—5{2 -l"-’OEt
e - OEt
Z = por exemplo, S, O, P, CH=CH ou fosfonato (CH;),CH,

R = por exemplo, alquilas, alquiléxis, Ars, OH, X, NO,, -
SC%H,NF%

(v) Sintese de precuréores heterociclicos portanto
hidrogénio ativo para condensacdo de aldol
A maioria dos precursores heterociclicos portando
hidrogénio ativo, tais como, grupo metila estd disponivel
5 comercialmente. A funcionalidade do &acido pode ser facilmen-
te introduzida nesses compostos atarvés da quaternizacdo de
N (Esquema 11).

Esquema 11: Sintese de precursores heterociclicos

portando hidrogénio ativo

X(CH,),COOH MKOH

R = por exemplo, alquilas, alquiléxis, Ars, OH, X, NO,,
SO4H, NH, o

. Z = por exemplo, S, O, P, CH=CH ou (CH3)2CH2
n=1,2, 3...
X=Cl |, Br

10 (vi) Geragdo de polimetina através da reacdo de
Wittig modelada com dcido nucléico
O Esquema 12 e o Esquema 13 ilustram a sintese do

corante de polimetina através das reacdes modeladas com aci-
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do nucléico incluindo reaééo de Witt e condensacgdo do aldol.
Para a reagao de Wittig modelada com acido nucléico, um DNA
de fita simples conjugado com corante de polimetina fluores-
ceinico é gerado com 6xido de fosfina ndo fluoresceinico
conjugado com outra fita de DNA. Para condensacdo do aldol,
o corante de polimetina é covalentemente ligado a ambas as
fitas de DNA. Elas fornecem a quimica repdérter util e o mé-
todo para o ensaio fluoresceinico homogéneo do sistema bio-

légico ambos in vitro e in vivo.

Esquema 12: Geracdo de corante de polimetina atra-

vés da reacdo de Wittig modelada com &cido nucléico

A: aldeido acoplamento de DPC - .

P . _Fn o
or o=p '
#h. 2,Z720,5NC.. n=0,1,2..

R = cadela de alquila
R' = qualquer substitulgdo
Pt Ph .
. . . grupos terminals tipicos: tiazéls, piméis, pirrolinas, indéls, 1 3,3
B = reagente de Wittlg : trimetilindolinas, tetrazdis, pir a, piridinas, quinoli
N-heterociclos fundidos superfores ou qualsquer anéls de benzlla substituidos

Esquema 13: Geracgcdo de corante de polimetina atra-

vés da condensacdo de aldol modelada com &cido nucléico
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(Ang

acoplamento de DPC

/VQ*’ ¥ /"’»J Vg )
" & | &N»/

#% Z.IZ'=O.S.N,C... n=0.1.?...

= cadela alquila

.

o
grupos terminals nplcos tazéls, pimrois, pirrolinas, inddis, 1,3,3-
B: componente de hidrogénio ativo trimetllindoll, , pinmidina, piridinas, quinolinas e
N-heterociclos fundidos superiores ou quaisquer anéis de benzila substituidos

Varios corantes polimetina podem ser gerados (fai-
xa proxima a ultravioleta ou préxima ao infravermelho) atra-
vés de reag¢des modeladas com &cido nucléico. Uma vez que a
quimica modelada com &cido nucléico se baseia no emparelha-
mento de base Watson-Crick, um sistema de multiplos corantes
pode ser estabelecido por emprego de maltiplas sondas de DNA
com diferentes precursores de corante polimetina.

Reagdes quimicas uteis na biodeteccdo empregando

quimica modelada com &cido nucléico

1) Reag¢bes de Acoplamento

Os grupos de reagdo podem ser, por exemplo, ele-
trofilos (por exemplo, acetila, amidas, cloretos acidos, és-
teres, nitrilas, iminas), nucledéfilos (por exemplo, aminas,
grupos hidroxila, tidis), catalisadores (por exemplo, cata-
lisadores organometdlicos) ou cadeias laterais.

ii) Transforma¢des do Grupo Funcional

Quimica modelada com &cido nucléico pode ser usada
para efetuar as transformac¢des do grupo funcional que tanto
i) ndo mascaram ou 1ii) interconvertem a funcionalidade usada

nas reagdes de acoplamento, iii) interconversdes dos grupos
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funcionais présentes no grupo reativo.

iii) Condigdes de Reagdo

Reagdes modeladas com &cido nucléico podem ocorrer
nas solugdes aquosas ou ndo aquosas (isto é, orgdnicas) ou
uma mistura de uma ou mais solug¢des ndo aquosas e aguosas.
Condigbes de reacdo preferivelmente s&o otimizadas para se
adequar a natureza dos grupos reativos, oligonucleotideos
usados e as condig¢des de detecgdo da amostra.

(iv) Classes de Reag¢bes Quimicas

Rea¢des quimicas conhecidas podem ser consideradas
para uso nas reag¢des modeladas com acido nucléico, por exem-
plo, reagdes, tais como aquelas listadas no March's Advanced
Organic Chemistry, Organic Reactions, Organic Syntheses, li-
vros textos de orgénica, jornais, tais como, Journal of the
American Chemical Society, Journal of Organic Chemistry, Te-
trahedron, etc., e Carruther's Some Modern Methods of Orga-
nic Chemistry. As reagles escolhidas seriam compativeis com
dcidos nucléicos, tais como, DNA ou RNA ou sdo compativeis
com o0 ambiente da deteccéo.

As reagdes Uteis na quimica modelada com acido nu-
cléico incluem, por exemplo, reag¢des de substituicdo, rea-
¢des de formagao de ligagdo carbono-carbono, reacdes de eli-
minag¢do, reagdes de acilagdo e reagdes de adicd3o. Uma lista
ilustrativa, porém ndo exaustiva de reagdes de substituicdo
nucledéfila alifédtica uUteis na presente invencéo inblui, por
exemplo, reagdes Sy2, reacdes Syl, reagées Syi, redisposicdes
alilicas, substituigdo nucleéfila, em um carbono trigonal

alifatico e subestacdo nucledéfila em um carbono vinilico.
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Reacdes de substituicdo nucleéfila alifdtica espe-
cifica com nucledfilos de oxigénio incluem, por exemplo, hi-
drélise de haletos de alquila de gen-dialetos, hidrélise de
1,1,1-trialetos, hidrélise de ésteres alquila ou acidos i-
norganicos, hidrdélise de diazo cetonas, hidrélise de éteres
acetal e enol, hidrélise de epédxidos, hidrdlise de haletos
de acila, hidrélise de anidridos, hidrdélise de ésteres car-
boxilicos, hidrélise de amidas, alquilacdo com haletos de
alquila (Reagdo de Williamson), formagdo de epdxido, alqui-
lacdo com ésteres inorgdnicos, alquilagdo com compostos dia-
zo, desidratacdo de 4&lcoois, transesterificacdo, alcodlise
de epdxidos, alquilacdo com sais de 68nio, hidroxilacdo de
silanos, alcodlise de haletos de acila, alcodlise de anidri-
dos, esterificacdo de &cidos carboxilicos, alcodlise de és-
teres carboxilicos (transesterificacdo), alcodlise de ami-
das, alqgquilacdo de sais de acido carboxilico, clivagem de
éter com anidrido acético, alquilacdo de &cidos carboxilicos
com compostos diazo, acilacdo de &cidos carboxilicos com ha-
letos de acila, acilacdo de &cidos carboxilicos com acidos
carboxilicos, formagdo de sais de oxénio, preparacdo de pe-
réxidos e hidroperdxidos, preparacdo de ésteres inorgénicos
(por exemplo, nitritos, nitratos, sulfonatos), preparacdo de
élcoéis de aminas e preparagdo de anidridos organicos-
inorganicos misturados.

"Reagdes de substituicdo nucledfila alifatica éom
nucledfilos de enxofre que tendém a ser nucledfilos melhores
que seus anadlogos de oxigénio, incluem, por exemplo, ataque

por SH em um carbono alquila para formar tidis, ataque por S
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em um carbono alquila para formar tioésteres, ataque por SH
ou SR a um carbono acila, formacdo de dissulfetos, formacdo
de sais de Bunte, alquilacido de sais de &cido sulfinico e
formagdo de tiocianatos de alquila.

Reagdes de substituigdo nucledéfila alifdtica com
nuclebéfilos de nitrogénio incluem, por exemplo, alquilacao
de aminas, N-arilagdo de aminas, substituicdo de um hidréxi
por um grupo amino, transaminag¢do, transamidacdo, alquilacédo
de aminas com grupos diazo, aminagdo de epdxidos, aminacédo
de oxetanos, aminac¢cdo de aziridinas, aminacd3o de alcanos,
formacdo de isocianatos, acilagdo de aminas por haletos de
acila, acilacdo de aminas por anidridos, acilacdo de aminas
por acidos carboxilicos, acilagdo de aminas por ésteres car-
boxilicos, acilacdo de aminas por amidas, acilacdo de aminas
por outros derivados de acido, N-alquilacdo ou N-arilacdo de
amidas e imidas, N¥acilagéo de amidas e imidas, formacdo de
aziridinas dos epdxidos, formagdo de compostos nitro, forma-
cdo de azidas, formacdo de isocianatos e isotiocianatos e
formacdo de compostos azdxi.

As reagdes de substituicdo nucledéfila alifatica
com nucledfilos de halogénio incluem, por exemplo, ataque em
um carbono alquila, troca de haleto, formac3o de haletos de
alquila de ésteres de &cidos sulfurico e sulfona, formacédo
de haletos de alquila dos &lcoois, formacd3o de haletos de
aldquila de éteres, formacio de haloidrinas de epdxidos, cli-
vagem de ésteres carboxilicos com iodeto de litio, conversio
de diazo cetonas em a-halo cetonas, conversdo de aminas em

haletos, conversdao de aminas tercidrias em cianamidas (a re-
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agcdo de von Braun), formagdo de haletos de acila de &cidos
carboxilicos e formacdo de haletos de acila de derivados de
acido.

Reagles de substituicdo nucledfila alifdtica usan-
do hidrogénio como um nucledéfilo incluem, por exemplo, redu-
¢do de haletos de alquila, reducdo de tosilatos, outros sul-
fonatos e compostos semelhantes, hidrogenélise do dlcool,
hidrogendlise de ésteres (reag¢do de Barton-McCombie), hidro-
gendlise de nitrilas, substituigdo de alcoxila por hidrogé-
nio, redugdo dos epbdxidos, clivagem redutiva dos ésteres
carboxilicos, redugdo de uma ligacdo C-N, dessulfurizacao,
reducdo de haletos de acila, reducdo de &cidos carboxilicos,
ééteres e anidridos em aldeidos, e reducdo de amidas em al-
deidos.

Embora determinados nucleéfilos de carbono possam
ser muito nucleéfilos e/ou basicos para o emprego em deter-
minadas modalidades da invencdo, as reagdes de substituicdo
nucledfila alifatica empregando necledéfilos de carbono in-
cluem, por exemplo, acoplamento com silanos, acoplamento de
haletos de alquila (a reacdo de Wurtz), a reacdo de haletos
de alquila e ésteres de sulfonato com reagentes organometa-
licos do Grupo I (I A) e II (II A), reacdo de haletos de al-
quila e ésteres sulfonato com organocupratos, reacdo de ha-
letos de alquila e ésteres sulfonato com outros reagentes
organometéalicos, acoplamento alilico e propargilico com um
substraté de haletd, acoplamento de reagentes organometdli-
cos com ésteres de éacidos sulfurico e sulfénico, sulféxidos

e sulfonas, acoplamento envolvendo &4lcoois, acoplamento de
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reagentes organometalicos com ésteres carboxilicos, acopla-
mento de reagentes organometdlicos com compostos contendo
uma ligagdo éster, reagdo de reagentes organometalicos com
epéxidos, reagdo de organometdlicos com aziridina, alquila-
¢do em um carbono portando um hidrogénio ativo, alquilacao
de cetonas, nitrilas e ésteres carboxilicos, alquilacdo de
sais de acido carboxilico, alquilacdo em uma pésigéo o para
um heteroatomo (alquilagdo de 1,3-ditianas), alquilacdo de
diidro-1,3-oxazina (a sintese de Mayers dos aldeidos, ceto-
nas, e é&cidos carboxilicos), alquilacdo com trialquilbora-
nos, alquilagdo em um carbono alquinila, preparacdo de ni-
trilas, conversdo direta de haletos alquila em aldeidos e
cetonas, conversdo de haletos de alquila, &lcoois, ou alca-
nos nos acidos carboxilicos e seus derivados, a conversio de
haletos de acila em cetonas com compostos organometdlicos, a
converééo de anidridos, ésteres carboxilicos ou amidas em
cetonas com compostos organometdlicos, o acoplamento de ha-
letos de acila, acilagdo em um carbono portando um hidrogé-
nio ativo, acilacdo de ésteres carboxilicos por ésteres car-
boxilicos (a condensagdo de Claisen e Dieckmann), acilacéao
de cetonas e nitrilas com ésteres carboxilicos, acilacdo de
sals de &cido carboxilico, preparacdo de cianetos de acila e
preparacdo de diazo cetonas, descarboxilacdo cetdnica.

As reagdes que envolvem ataque nucledéfilo no atomo
de enxofre sulfonila podem também ser ﬁsadas na presente in-
vencgdo e inciuem, por exemplo, hidrélise de derivados do &-
cido sulfdnico (ataque por OH), formacdo de ésteres sulfdni-

cos (ataque por OR), formagdo de sulfonamidas (ataque por
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nitrogénio), formacdo de haletos de sulfonila (ataque por
haletos), redugdo dos cloretos de sulfonila (ataque por hi-
drogénio) e preparagéo de sulfonas (ataque por carbono).
Reacdes de substituicéo eletréfilas aromdticas po-
dem também empregadas na quimica modelada com nucleotideo.
As reacgles de troca de hidrogénio sdo exemplos de reacdes de
substituicdo de eletréfiloc arométicas qué utilizam hidrogé-
nio como o eletréfilo. As reacgdes de substituicdo de eletré-
filo aromadticas que empregam eletréfilos de nitrogénio in-
cluem, por exemplo, nitragdo e desidrogenacdo de nitro, ni-
trosacdo de desidrogenagdo nitrosa, acoplamento de diazénio,
introdugédo direta de grupo diazdénio e aminacdo ou desidroge-
nagdao de amino. As reagdes desse tipo com eletréfilos de en-
xofre incluem, por exemplo, sulfonacéo, desidrogenacdo de
sulfa, halossulfonagdo, desidrogenacdo de halossulfa, sulfu-
rizagdo e sulfonilacdo. As reacdes usando eletréfilos de ha-
logénio incluem, por exemplo, halogenagdo e desidrogenacédo
de halo. As reagles de substituicdo eletrédfilas aromaticas
com eletrdofilos de carbono incluem, por exemplo, alquilacédo
de Friedel-Crafts, alquilagdo, desidrogenacdo de alquila,
arilagcdo de Friedel-Crafts (a reagdo de Scholl), acilacdo de
Friedel-Crafts, formilacdo com formamidas dissubstituidas,
formilacdo com cianeto de zinco e HCl (a reacdo de Gatter-
man), formilacdo com cloroférmio (a reacdo de Reimer-
Tiemann), outras formilagées, ‘desidrogenagéo de formila,
carboxilagéo com haletos de carbonila, carboxilacdo com did-
xido de carbono (a reacdo de Kolbe-Schmitt), amidacdo com

isocianatos, desidrogenagido de N-alquilcarbamoila, hidroxi-
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alquilacdo, desidrogenagdo de hidroxialqguila, ciclodesidra—
tacao de aldeidos e cetonas, haloalquilacdo, desidrogenacao
de halo, amincalquilacdo, amidoalquilagdo, dialguilaminoal-
quilacdo, desidrogenagdo de dialqguilamino, tiocalguilacao,
acilagdo com nitrilas (a reacdo de Hoesch), cianacdo e desi-
drogenagdo de ciano. As reagdes usando eletréfilos de oxigé-
nio incluem, por exemplo, hidroxilagdo e desidrogenacdo de
hidréxi.

Reagbdes de redisposigdo incluem, por exemplo, a
redisposigdo de Fries, migracdo de um grupo nitro, migracio
de um grupo nitroso (a Redisposicdo de Fischer-Hepp), migra-
¢do de um grupo arilazo, migrag¢do de um halogénio (a Redis-
posigdo Orton), migracdo de um grupo alquila, etc. Qutra re-
agdo em um anel aromatico inclui a reversdo de uma alquila-
¢do de Friedel-Crafts, descarboxilacdo de aldeidos aromati-
cos, descarboxilagdo de &acidos aromdticos, a reacdo de Ja-
cobsen, desoxigenagdo, dessulfonagdo, desidrossulfonacao,
desalogenagdo, desidroalogenagdo e hidrdélise dos compostos
organometalicos.

As reacgbes de substituicdo de eletréfilo alifatica
sdo também uteis. As reagdes empregando Sgl, Sg2 (freﬁte),
Sg2 (costas), Sgi, adigéo-eliminacdoc e mecanismos ciclicos
podem ser usadas na presente invengdo. Reagdes desse tipo
com hidrogénio como o grupo abandonador incluem, por exem-
plo, troca de hidrogénio (desidrogenacdo de deutério, deute-
fiagéo), migragcdo de uma ligacdo dupla e tautomerizacdo de
ceto-enol. As reacbes com eletréfilos de halogénio incluem,

por exemplo, halogenagdo de aldeidos e cetonas, halogenacao
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de acidos carboxilicos e haletos de acila e halogenacdo de
sulféxidos e sulfonas. As reacdes com eletréfilos de nitro-
géhio incluem, por exemplo, acoplamento alifdtico de diazé-
nio, nitrosagcdo em um carbono portando um hidrogénio ativo,
formagcdo direta de compostos diazo, conversdo de amidas em
amidas a-azido, aminag¢do direta em uma posicdo ativada e in-
sercdo de nitrenos. Reacgdes com eletréfilos de enxofre ou
selénio incluem, por exemplo, sulfenilagdo, sulfonacido e se-
lenilagdo de cetonas e ésteres carboxilicos. Reacdes com e-

letrdéfilos de carbono incluem, por exemplo, acilacdo em um

.carbono alifatico, conversdo dos aldeidos em B-ceto ésteres

ou cetonas, cianacdo, desidrogenagdo de ciano, alquilacao de
alcanos, a reacdo de amina de Stork e insercdo de carbenos.
As reacbes com eletréfilos de metal incluem, por exemplo,
metalagdao com compostos organometdlicos, metalacdo com me-
tais e bases fortes e conversdo de enolatos em éteres enol
silila. As reagdes de substituicdo eletréfila alifatica com
metais e grupos de partida incluem, por exemplo, substitui-
cdo de metais por hidrogénio, reacdes entre reagentes orga-
nometélicos e oxigénio, reagdes entre reagentes organometa-
licos e perédxidos, oxidacdo de trialquilborétos em boratos,
conversao de reagentes de Grignard em compostos de enxofre,
desmetalagdo de halo, a conversdo de compostos organometali-
cos em aminas, a conversdo de compostos organometadlicos em
cetonas, aldeidos, ésteres carboxilicos e amidas, desmetala-
¢ao de ciano, transmetalacdo com um metal, transmetalacédo
com um haleto de metal, transmetalagdo com um composto orga-

nometalico, reducdao de haletos de alquila, desalogenacdo de
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metalo, substituicdo de um halogénio por um metal de um com-
posto organometalico, descarboxilacdo de &acidos alifaticos,
clivagem de alcédxidos, substituigdo de um grupo carboxila
por um grupo acila, clivagem bédsica de P-ceto ésteres e B-
dicetonas, reagdo de haloforma, clivagem de cetonas ndo eno-
lizadveis, a reagdo de Haller-Bauer, clivagém de alcanos,
descianacdo e desidrocianagdo. Reagdes de substituicdo ele-
tréfila em nitrogénio incluem, por exemplo, diazotizacdo,
conversdo de hidrazinas em azidas, N- nitrosacdo, desidroge-
nagdo de N-nitroso, conversdo de aminas em compostos azo, N-
halogenag¢do, desidrogenag¢do de N-halo, reacdes de aminas com
mondéxido de carbono e reacgdes de aminas com diéxido de car-
bono.

As reagles de substituicdoc nucledfila aromdtica
podem também ser usadas na presente invencdo. As reacdes
processadas através do mecanismo SyAr, o mecanismo Syl, o
mecanismo benzina, o mecanismo Sgyl, ou outro mecanismo, por
exemplo, podem ser empregadas. As reagdes de substituicado
nucleéfila aromatica com nucleéfilos de oxigénio incluem,
por exemplo, desalogenacdo de hidréxi, fusdo de algquila de
sais sulfonato e substituicdo de OR ou OAr. As reacdes com
nucleéfilos de enxofre incluem, por exemplo, substituicdo
por SH ou SR. As reagdes usando nucleéfilos de nitrogénio
incluem, por exemplo, substituigdo por NH;, NHR ou NR, e
éubstituigéo de um grupo hidréxi por um grupo amino. As rea-
¢des com nucledéfilos incluem, por exemplo, os halogénios de
introducdo. Reacgdes de substituicdo nucledbdfilas afométicas

com hidrogénio como o nucleéfilo incluem, por exemplo, redu-
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cdo de ésteres fendis e fendlicos e éteres e reducdo de ha-
letos e compostos nitro. As reacdes com nuclebébfilos de car-
bono incluem, por exemplo, a reagdo de Rosenmund-von Braun,
acoplamento de compostos organometdlicos com haletos de ari-
la, éteres e ésteres carboxilicos, arilacdo em um carbono
contendo um hidrogénio ativo, conversdes de substratos de
arila em acidos carboxilicos, seus derivados, aldeidos e ce-
tonas e reacdo de Ullmann. As reagdes com hidrogénio como o
grupo abandonador incluem, por exemplo, alquilacdo, arilacao
e aminacdo de heterociclos de nitrogénio. Reacdo com N," co-
mo o grupo abandonador incluem, por exemplo, desdiazonizacdo
de hidréxi, substituigdo por grupos contendo enxofre, desdi-

azonizagdo de iodo e a reagdo de Schiemman. As reacdes de

bredisposigéo incluem, por exemplo, a redisposicdo de Rich-

ter, a redisposigdo de Sommelet-Hausser, a redisposicdo de
hidroxilaminas de arila, e a redisposicdo de Smiles.

As reacbes envolvendo radicais livres também podem
ser usadas, embora as reacdes de radical livre empregadas na
quimica modelada com nucléico possam ser escolhidas cuidado-
samente para evitar modificagdo ou clivagem do modelo de nu-
cleotideo. Com aquela limitacdo, as reacdes de substituicéao
de radical livre podem ser usadas na presente invencdo. Rea-
cOes de substituicdo de radical livre especificas incluem,
por exemplo, substituicdo por halogénio, halogenacdo em um
carbond alquila, halogenagcdo alilica, halogenacdo benzilica,
halogenacdo de aldeidos, hidroxilacdo em um carbono aliféti-
co, hidroxilagdo em um carbono aromdtico, oxidacdo dos alde-

idos em acidos carboxilicos, formagdo de éteres ciclicos,
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formagcdo de hidroperéxidos, formacdo de perédxidos, aéiloxi—
lagdo, desidrogenacdo de aciléxi, clorossulfonagéo,_nitragéo
de alcanos, conversdo direta de aldeidos em amida, amidacédo
e aminacdo em um carbono alquila, acoplamento simples em uma
posigdo suscetivel, acoplamento de alcinas, arilacdo de com-
postos aromaticos por sais de diazénio, arilacdo de alcenos
ativados por sals de diazdénio (a arilacdo de Meerwein), ari-
lagdo e alquilagdo de alcenos por compostos organopaladio (a
reacao Heck), arilacgdo e alquilacdo de alcenos por compostos
vinilestanho (a reacdo de Stille), alquilacgéo e arilagéq de
compostos aromaticos por perdxidos, arilacdo fotoquimica de
compostos aromaticos, alquilag¢do, acilacdo e carboalcoxila-
¢é@o de heterociclos de nitrogénio. Reag¢des especificas nas
quais N,* é o grupo abandonador incluem, por exemplo, subs-
tituicdo do grupo diazénio por hidrogénio, substituicdo do
grupo diazdnio por cloro ou bromo, desdiazonizacdo de nitro
do grupo diazdénio por grupos contendo enxofre, dimerizacao
de arila com sais diazdénio, metilacdo de sais diazénio, vi-
nilagdo de sais diazdénio, arilacdo de sais diazénio e con-
versdo de sais diazdénio em aldeidos, cetonas ou &cidos car-
boxilicos. As reagdes de substituicdo de radical livre com
metais como grupos abandonadores incluem, por exemplo, aco-
plamento de reagentes de Grignard, acoplamento de boranos e
acoplamento de outros reagentes organometdlicos. A reagdo
éom halogénio como o grupo abandonador estd incluida. Outras
reacbes de substituicdo de radical livre com varios grupos
abandonadores incluem, por exemplo, dessulfurizacdo com ni-

quel Raney, conversdo de sulfetos em compostos organolitio,
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dimerizagdo descarboxilativa (a reacdo de Kolbe), a reagao
de Hunsdiecker, alilagdo descarboxilativa e descarbonilacao
de aldeidos e haletos de acila.

As reacgles envolvendo adigdes de ligacdes multi-
plas de carbono-carbono sao também usadas na quimica modela-
da com nucleotideo. Qualquer mecanismo pode ser usado na re-
agéb de adigdo incluindo, por exemplo, adicdo de eletréfilo,
adigcdo de eletrdéfilo, adigdo de nucleéfilo, adicdo de radi-
cal livre e mecanismos ciclicos. As reacdes envolvendo adi-
¢Odes aos sistemas conjugados podem também ser usadas. Adigéo
aos anéis ciclopropano podem também ser utilizadas. Reacdes
especificas incluem, por exemplo, isomerizacdo, adigao de
haletos de hidrogénio, hidratagdo de ligacdes duplas, hidra-
tagcao de ligagdes triplas, adigdo de &lcoois, adicdo de &ci-
dos carboxilicos, adigdo de H;S e tidis, adicdo de amdnia e
aminas, adicdo de amidas, adigdo de &cido hidrazéico, hidro-
genagao de ligagdes duplas e triplas, outra reducdo de liga-
¢bes duplas e triplas, reducdo de ligag¢des duplas e triplas
de sistemas conjugados, hidrogenagdo de anéis aromaticos,
clivagem redutiva de ciclopropanos, hidroboracdo, outras hi-
drometalac¢des, adigdo de alcanos, adicdo de alcenos e/ou al-
cinas aos alcenos e/ou alcinas (por exemplo, reacdes de ci-
clizacao de pi-cation, adigdo de hidro-alcenila), reacdes
eno, a reagdo de Michael, adigdo de organometdlicos as liga-
¢bes duplas e triplas ndo conjugadas as carbonilas, a adicéo
de dois grupos alquila a uma alcina, adicdo de 1,4 dos com-
postos organometalicos as ligacdes duplas ativadas, adicédo

de boranos as ligag¢des duplas ativadas, adicdo de estanho e
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hidretos de mercurio as ligacdes duplas.ativadas, acilagéo
de ligag¢des duplas ativadas e de liga¢®es triplas, adicdo de
alcoois, aminas, ésteres carboxilicos, aldeidos, etc., car-
bonilagdo de ligagles duplas e triplas, hidrocarboxilacéo,
hidroformilacdo, adigdo de aldeidos, adicido de HCN, adicido
de silanos, adigdo de radical, ciclizacdo de radical, halo-
genacao de ligagles duplas e triplas (adicdo de halogénio,
halogénio), halolactonizacdo, halolactamizacdo, adigdo de
acidos hipoalosos e hipoaletos (adigcdo de halogénio, oxigé-
nio), adig&do de compostos de enxofre (adicdo de halogénio,
enxofre), adigdo de halogénio e um grupo amino (adicdo de
halogénio, nitrogénio), adigdo de NOy e NO,X (adicdo de ha-
logénio, nitrogénio), adigdo de XN3 (adicdo de halogénio,
nitrogénio), adigd@o de haletos de alquila (adicdo de halogé-

nio, carbono), adicdo de haletos de acila (adigdo de halogé-

nio, carbono), hidroxilacdo (adicdo de oxigénio, oxigénio)

(por exemplo, reagdo de diidroxilagdo assimétrica com 0sO,),
diidroxilagdo de anéis aromaticos, epoxidacdo (adicdo de o-
xigénio, oxigénio) (por exemplo, epoxidacdo assimétrica de
Sharpless), fotooxidag&o de dienos (adicdo de oxigénio, oxi-
génio), hidroxissulfenilagdo (adicdo de oxigénio, enxofre),
oxiaminacdo (adigdo de oxigénio, nitrogénio), diaminacido (a-
digdo de nitrogénio, nitrogénio), formacdo de aziridinas (a-
digdo de nitrogénio), aminossulfenilacdo (adicdo de nitrogé-
nio, enxofre), acilaciloxilagdo e acilamidacao (adicdo de
oxigénio, carbono ou nitrogénio, carbono), adicdo de 1,3-
dipolar (adigao de oxigénio, nitrogénio, carbono), reacdo de

Diels-Alder, reacdo de heterodtomo Diels-Alder, todas 3 + 2
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cicloadicdes de carbono, dimerizagéo de alcenos e adicdo de
carbenos e carbendides as ligagdes duplas e triplas, trime-
rizagdo e tetramerizagdo de alcinas e outras reacdes de ci-
cloadicéao.

Além das reacgdes envolvendo adigdes as ligacdes

-multiplas de carbono-carbono, as reacdes de adicdo as multi-

plas ligagdes carbono-hetero podem ser usadas na quimica mo-
delada com nucleotideo. Reagles exemplares incluem, por e-
xemplo, a adigdo de agua aos aldeidos e cetonas (formacdo de
hidratos), hidrélise de ligagdo dupla de carbono-nitrogénio,
hidrélise de compostos nitro alifdticos, hidrélise de nitri-
las, adigdo de alcoois e tidis aos aldeidos e cetonas, al-
quilacdo redutiva dos &lcoois, adicdo de alcoois aos isocia-

natos, alcodlise de nitrilas, formagdo de =xantatos, adicao

de Hp;S e tidis aos compostos carbonila, formacdo de produtos

de adigdo de bissulfeto, adicdo de aminas aos aldeidoé e ce-
tonas, adigdo de amidas aos aldeidos, alquilacdo redutiva de
aménia ou aminas, a reagdo de Mannich, a adicdo de aminas
aos isocianatos, adigido de aménia ou aminas as nitrilas, a-
di¢do de aminas ao dissulfeto de carbono e diéxido de carbo-
no, adigdo de derivado de hidrazina aos compostos carbonila,
formagdo de oximas, conversdo de aldeidos em nitrilas, for-
magdo de gem-dialetos de aldeidos e cetonas, reducdo de al-
deidos e cetonas nos é&lcoois, redugdo da ligacdo dupla de
carbono-nitrogénio, redugdo de nitrilas em aminas, reducdo
de nitrilas em aldeidos, adigdo de reagentes de Grignard e
reagentes organolitio aos aldeidos e cetonas, adicdo de ou-

tros organometalicos aos aldeidos e cetonas, adicdo de tri-
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alquilalilssilanos aos aldeidos e cetonas, adigdo de alcenos
conjugados aos aldeidos (a reacido de Baylis-Hillman), a rea-
¢do de Reformatsky, a conversdao de sais de acido carboxilico
nas cetonas com compost&s organometalicos, a adicdo de rea-
gentes de Grignarq;aOS derivados de acido, a adicdo de com-
postos organometalicos ao CO, e CS,, adicdo de compostos or-
ganometalicos aos compostos C=N, adicdo de carbenos e diazo-
alcanos aos compostos C=N, adicdo de reagentes de Grignard
as nitrilas e isocianatos, a reacao do Aldol, Aldol Mukaiya-
ma e reagdes correlatas, reacdes do tipo Aldol entre ésteres
carboxilicos ou amidas e aldeidos ou cetonas, a reacdo de
Knoevenagel (por exemplo, a reacéao Nef, a reagao Favorskii),
a reacdo de alquenilagdo de Peterson, a adigcdo de compostos
de hidrogénio ativo ao CO; e CS,, a reagdo de Perkin, a con-
densagdo do éster glicidico Darzens, a reagao de Tollen, a
reacdo de Wittig, a alquenilacdo de Tebbe, a alquenilacgdo de
Petasis, alquenila¢des alternativas, a reagcao de Thorpe, a
reacdo de Thorpe-Ziegler, adicdo de silanos, formacdo de ci-
anoidrinas, adic3o de HCN a C=N e ligagdes C=N, a reacdo de
Prins, a condensagdo de benzoina, adigdo de radicais aos
compostos C=0, C=S, C=N, a reacgdo de Ritter, acilacdo de al-
deidos e cetonas, adicdo de aldeidos em aldeidos, adicdo de
isocianatos em isocianatos (formacdo de carbodiimidas), a
conversac de sais de &cido carboxilico em nitrilas, a forma-
cao de epbdbxidos de aldeidos e cetonas, a formagcdo de epis-
sulfetos e epissulfonas, a formacdo de B-lactonas e oxetanos
(por exemplo, a reacdo de Paterno-Biichi), a formacdo de B-

lactamas, etc. As reacdes envolvendo adigcdo de isocianetos
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incluindé a adigao de agua aos isocianetos, a reagdo de Pas-
serini, a reacdo de Ug e a formacdo de aldiminas metaliza-
das.

Reacles de eliminacgdo, incluindo a, B e y elimina-
cbes, bem como reagdes de extrusido, podem ser realizadas u-
sando quimica modelada com nucleotideo, embora a resisténcia
dos reagentes e condigdes empregadas devam ser consideradas.
As reagbes de eliminagdo preferidas incluem reacdes que sé&o
realizadas por mecanismos E1, E2, ElcB ou E2C. Reacdes exem-
plares incluem, por exemplo, reacdes onde o hidrogénio é re-
movido de um lado (por exemplo, desidratagdo de 4&lcoois,
clivagem dos éteres em alcenos, a reagao de Chugaev, decom-
posicdo do éster, clivagem dos hidréxidos de aménio quater-
narios, clivagem de sais de aménio quaternarios com bases
fortes, clivagem de ¢éxidos de amina, pirélise de ceto-
ilideos, decomposicdo de toiueno—p—sulfonilidrazonas, cliva-
gem de sulfdxidos, clivagem de selendxidos, clivagem de sul-
fonas, desidrocalogenacdo de haletos de alquila, desidroalo-
genacao de haletos de acila, desidroalogenacdo de haletos de
sulfonila, elimina¢do de boranos, conversao de alcenos em
alcinas, descarbonilacdo de haletos de acila), reag¢des nas
quais nem o atomo abandonador é hidrogénio (por exemplo, de-
soxigenagdo de didis vicinais, clivagem de tionocarbonatos
ciclicos, conversdo de epdéxidos em epissulfetos e alcenos, a
reagao de Ramberg-B&dcklund, conversdo de aziridinas em alce-
nos, desalogenagdao de dialetos vicinais, desalogenacdo de
haletos a-halo acila e eliminagdo de um halogénio e um grupo

hetero), reagdes de fragmentacdo (isto ¢, reagdes nas quais
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0 carbono é o grupo abandonador positivo ou a eletrofuga,
tal como, por exemplo, fragmentacdo de haletos y-amino e y-
hidréxi, fragmentacdo de 1,3-didis, descarboxilacdo de &ci-
dos carboxilicos PB-hidréxi, descarboxilagdo de PB-lactonas,
fragmentacdo de a,B-epdéxi hidrazonas, eliminacdo de CO dos
compostos biciclicos ligados em ponte e eliminacdo de CO,
dos compostos biciclicos 1ligados em ponte), rea¢des nas
quais as ligagdes C=N ou C=N sio formadas (por exemplo, de-
sidrogenacédo de aldoximas ou compostos semelhantes, conver-
sdo de cetoximas em nitrilas, desidratacdo de amidas nao
substituidas e conversdo de N-alquilformamidas em isociane-
tos), reagdes onde as ligagdes C=0 sdo formadas (por exem-
plo, pirdlise de P-hidrdéxi alcenos) e reacdes onde a liga-
¢Ges N=N sdo formadas (por exemplo, eliminacdes para forne-
cer os diazoalcenos). As reacdes de extrusio incluem, por
exemplo, extrusdo dé N2 de pirazolinas, extrusdo de N, dos
pirazdéis, extrusdo de N, das triazolinas, extrusido de CO,
extrusdo de CO;, extrusdo de SO,, a sintese Story e sintese
de alceno por extrusdo dobrada.

Redisposigdes, incluindo, por exemplo, redisposi-
¢bes nucledfilas, redisposigdes eletrédfilas, redisposicdes
prototrépicas e redisposi¢des de radical livre podem também
ser realizadas usando quimica modelada com nucleotideo. Am-
bas as redisposigdes 1,2 e redisposig¢des ndo 1,2 podem ser
realizadas. Reagdes exemplares incluem; por exemplo, migra-
¢Oes de carbono para carbono de R, H e Ar (por exemplo, rea-
¢bes de Wagner-Meerwein e correlata, a redisposicdo de Pina-

col, reagdes de expansdo de anel, reacdes de contragado de
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anel, redisposigdes catalisadas por acido de aldeidos e ce-
tonas, a redisposicdo de dienona-fenol, a redisposicdo de
Favorskii, a sintese de Arndt—Eistert, a homologacédo dos al-
deidos e homologac¢do das cetonas), migragcdes carbono para
carbono de outros grupos (por exemplo, migragdes de halogé-
nio, hidroxila, amino, etc.; migracdo de boro e a redisposi-
cdo de Neber), migrag¢des carbono para nitrogénio de R e Ar
(por exemplo, redisposi¢do de Hofmann, a redisposicdo de
Curtius, a redisposigdo de Lossen, a reacdo de Schmidt, a
redisposigdo de Beckman, a redisposicdo de Stieglits e as
redisposigdes correlata), migracdes de carbono para oxigénio
de R e Ar (por exemplo, a redisposicdo de Baeyer-Villiger e
redisposig&o de hidroperdxidos), migracdo de nitrogénio para
carbono, oxigénio para carbono e enxofre para carbono (por
exemplo,vredisposigéo de Stevens e a redisposicdo de Wit-
tig), migragéés'de boro para carbono (por exemplo, conversao
de boranos em 4dlcoois (primdrios ou de outra forma), con-
versdo de boranos em aldeidos, conversdo de boranos em &ci-
dos carboxilicos, conversdo de boranos vinilicos em alcenos,
formagao de alcinas de boranos e acetilidas), redisposicdes
eletrociclicas (por exemplo, de ciclobutenos e 1,3-
ciclohexadienos ou conversdo de estilbenos em fenantrenos),
redisposicoes sigmatrépicas (por exemplo, (1J) migracdes
sigmatrépicas de hidrogénio, (1J) migracdes sigmatrépicas de
carbono, conversdo de vinilciclopropanos em ciclopentenos, a
redisposigdo Cope, a redisposicdo Claisen, a sintese de in-
dol Fischer, (2,3) redisposi¢des sigmatrépicas e a redispo-

sigcdo benzidina), outras redisposicdes ciclicas (por exem-



10

15

20

25

72

plo, metdtese de alcenos, o di-n-metano e redisposicdes cor-
relatas, e as reacdes de Hofmann-Loéffler e correlatas), e
redisposigdes ndo ciclicas (por exemplo, deslocamentos de
hidreto, a redisposicdo de Chapman, a redisposicdo de Walla-
ch e redisposigdes diotrépicas).

Reagdes oxidativas e redutivas pode também ser re-
alizadas usando quimica modelada com nucleotideo. Reacodes
exemplares podem envolver, por exemplo, transferéncia de e-
létrons direta, transferéncia de hidreto, transferéncia de
atomo de hidrogénio, formacdo de intermediarios de éster,
mecanismos de deslocamento ou mecanismos de eliminacdo de
adigdo. Oxidagdes exemplares incluem, por exemplo,‘elimina—
¢bes de hidrogénio (por exemplo, aromatizacdo de anéis de
seis elementos, desidrogenacdes rendendo ligagdes duplas de
carbono—carbono; oxidagdo ou desidrogenacdo de &lcoois em
aldeidos e cetonas, oxidacgdo de fendis e aminas arométicas
em quinonas, clivagem oxidativa de cetonas, clivagem oxida-
tiva de aldeidos, clivagem oxidativa de alcoois, ozonélise,
clivagem oxidativa de ligacdes duplas e anéis aromaticos,
oxidagdo de cadeias laterais aromaticas, descarboxilacdo o-
xidativa e bisdescarboxilacdo), reacdes envolvendo substitu-
icdo de hidrogénio por oxigénio (por exemplo, oxidacdo de
metileno em carbonila, oxidacdo de metileno em OH, COR ou
OR, oxidagdo de arilmetanos, oxidacdo de éteres em ésteres
carboxilicos e reag¢des correlatas, oxidégéo de hidrocarbone-
tos aromético$ em quinonas, oxidacdo de aminas ou compostos
nitro em aldeidos, cetonas e dialetos, oxidagdo de a&lcoois

primarios em &cidos carboxilicos ou ésteres carboxilicos,
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oxidagdo de alcenos em aldeidos ou cetonas, oxidacdo de ami-
nas em compostos nitrosos e hidroxilaminas, oxidacdo de ami-
nas primaria, oXimas, azidas, isocianatos ou compostos ni-
trosos, em compostos nitro, oxidagdo de tidis e outros com-
postos de enxofre em &cidos sulfénicos), reagbes onde o oxi-
génio é adicionado ao substrato (por exemplo, oxidacdo de
alcinas em a-dicetonas, oxidacdo de aminaé tercidrias em 6-
xidos de amina, oxidacdo de tioésteres em sulféxidos e sul-
fonas, e oxidagdo de &cidos carboxilicos em acidos peréxi) e
reagbes de acoplamento oxidativo (por exemplo, acoplamento
envolvendo carbanoinas, dimerizagdo de éteres silil enol de
enolatos de litio e oxidacdo de tidis em dissulfetos).
Reagdes redutivas exemplares incluem, por exemplo,
reacoes envolvendo substituicdo de oxigénio por hidrogénio
(por exemplo, reducdo de carbonila no metileﬁo em aldeidos e
cetonas, reducdo de &cidos carboxilicos em dlcoois, reducdo
de amidas em aminas, rédugéo de ésteres carboxilicos em éte-
res, reducgdo de anidridos ciclicos em lactonas e derivados
acidos em &alcoois, redugdo de ésteres carboxilicos em dlco-
ois, redugdo de 4cidos carboxilicos e ésteres em alcanos,
reducdo completa de epéxidos, redugdo de compostos nitro em
aminas, reducdo de compostos nitro em hidroxilaminas, redu-
¢do de compostos nitrosos e hidroxilaminas em aminas, rédu¥
¢do de oximas em aminas primarias ou aziridinas, reducdo de
azidas em aminas primarias, reducdo de compostos nitrogénio
e redugéb de haletos sulfonila e 4acidos sulfénicos em ti-
0is), remocgdo de oxigénio do substrato (por exemplo, reducdo

de 6xidos de amina e compostos azbéxi, reducdo de sulféxidos
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e sulfonas, redugdo de hidroperéxidos e peréxidos e reducdo
de compostos nitro alifdticos em oximas ou nitrilas), redu-
¢des que incluem clivagem (por exemplo, desalquilacdo de a-
minas e amidas, reducdo de azo, azdxi, e compostos hidrazo
em aminas, e reducdo de dissulfetos em tidis), reacdes de
acoplamento redutivas (por exemplo, reducdo bimolecular de
aldeidos e cetonas em 1,2-didis, reducdo bimolecular de al-
deidos ou cetonas em alcenos, condensacdo do éster aciloina,
redugdo de compostos nitro em azéxi e reducdo de compostos
nitro em azo) e redugdes onde um substrato organico é oxida-
do e reduzido (por exemplo, a reagao de Cannizzaro, a reacio
de Tishchenko, a redisposicdo de Pummerer e a reacdo de Wil-
lgerodt).

Varios aspectos gerais da quimica modelada com &-
cido nucléico sdo discutidos em detalhes a seguir. Informa-
¢8es adicionais podem ser encontradas nas Publicag¢des de Pe-
dido de Patente US numeros 2004/0180412 Al (USSN 10/643.752)
de Liu e outros e 2003/0113738 Al (USSN 10/101.030) de Liu e
outros.

Existem varias vantagens em relacdo aos métodos de
criacdo de sinal englobados pela invencdo revelada aqui. Por
exemplo, em razdo as fracdes reativas anexadas a sondas ini-
cialmente n&o possuirem propriedades detectdveis até um e-
vento de hibridizagdo (ou no caso de alvos de acido ndo nu-
cléico, um evento de hibridizagéo seguindo um evento de 1li-
gégéo) e reacdo subsequente acontecerem, os ensaios empre-
gando sondas e quimica de acordo com a invengio possuem pou-

Co ou nenhuma base e portanto razdo de sinal alto para rui-
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do. Isso por sua vez prové vantagens praticas de ensaios
possuindo alta sensibilidade e uma ampla faixa dindmica. As-
sim, quantidades menores de analisados podem ser detectadas
com o potencial para proceder assim, usando instrumentacédo
de detecgdo que é mais simples e de custo mais abaixo. Mui-
tos tipos diferentes de geracao de sinal (geracdo fluoresce-
inica, liberacdo de fluorescéncia, liberacado de cofator,
etc.) podem ser suportados através desse mecanismo.

Uma vantagem pratica importante e adicional é que
0s ensaios devem ser construidos de modo a serem homogéneos.
Ensaios homogéneos requerem pouca ou nenhuma preparacdo da
amostra, ou nao requerem tipicamente que os analisados sejam
imobilizados sobre um suporte de sélido com a finalidade de
remocdo do reagente, reducdo de base, troca de solvente ou
tampdo e/ou deteccdo como é tipicamente necessario para en-
saios heterogéneos. Uma vez que a formagdo de um DNA de fita
dupla de T, alta é uma reagao homogénea, a colocagdo de pre-
cursores de fluoroforo nos oligonucleotideos suporta um en-
saio de fase totalmente homogénea para ligagcdo ao alvo. A
formagdo da estrutura de fita dupla propriamente é proxima-
mente instanténea.

Outro beneficio pratico da invencgdo é Que as son-
das e reagentes podem ser adicionados diretamente 3 amostra,
€ a solugdo resultante pode ser monitorada para a geracdo de
sinal sem qualquer manipulacido adicional, tal como, anexacao
ao suporte sélido, lavagem, etc. Como resultado, essa inven-
¢do prové ensaios muito simples que podem ser realizados fo-

ra dos laboratérios, sem a necessidade de equipamento caro e
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trabalhoso.

Uma vez que a obtencdo de DNA de fita dupla de T,
alta normalmente requer o uso de dois ligantes separados,
localizados como distancias compativeis com os bracos espa-
cadores nos oligonucleotideos, a especificidade muito alta
de ligagdo pode ser obtida.

Adicionalmenté, O uso de dois ligantes que propri-
amente se tornam associados através de DNAs recombinados,
resulta em um efeito de afinidade melhorada (avidez). Por-
tanto, dois ligantes fracos exibiriam uma avidez de ligacgao
melhorada. Dois 1ligantes, ambos podendo ser fracos, porém
possuindo especificidade diferente (ligacdo aos sitios dife-
rentes) exibiriam avidez e especificidade melhoradas. Isso é
altamente vantajoso para deteccdo de baixo nivel quando ape-
nas ligantes fracos estao disponiveis.

Os exemplos que se seguem contém informacdes adi-
cionais importantes, exemplificagdo e diretrizes que podem
ser adaptadas a pratica dessa invengdo em suas varias moda-
lidades e equivalentes da mesma. A pratica da invencdo sera
mais completamente entendida desses exemplos que se seguem,
que sao apresentados aqui apenas com fins ilustrativos, e
ndo devem ser tidos como limitando a invencdo de que forma
for.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Criacdo de fluorescéncia por reducdo de

Azidocouramina induzida por hibridizacao

Cinco oligonucleotideos foram preparados wusando

quimica de fosforamidita padrdo (Glen Research, Sterling va,
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USA). Oligonucleotideos portando grupos 5'-amino (0Oligo2 e
Oligo6) foram preparados usando Modificador 5 de 5'-Amino e
Oligonucleotideos portando grupos 3'-amino (0ligo4 e 0ligo5)
foram preparados usando Modificador C7CPG de 3'-Amino (Glen

Research, Sterling VA, USA).

Oligol 5’ ~GTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGA-3’ (SEQ. ID.
N°19) |

0ligo2 57 —H2N-AGCTCCAACTACCAC-3 (SEQ. 1ID.
N°20)

0ligod 5’ -GTGGTAGTTGGAGCT-NH2-3" (SEQ. 1ID.
N°21)

0ligos 57 —TCTTGCCTACGCCAC-NH2- 3’ (SEQ. ID.
N°22)

0ligo6 57 ~H2N-AGATCCCACTAGCAC-3’ (SEQ. ID.
N°23)

Oligol, Oligo4 e 0ligo5 foram removidos do suporte
de sintese e purificados por HPLC de fase inversa. Os grupos
amino de 0ligo2 e 0ligo6 foram convertidos, enquanto ligados
a resina aos seus derivados de trifenil fosfina e esses fo-
ram purificados e isolados (Sakurai e outros J. Amer. Chem.
Soc. (2005) Vol. 127, ppl660-1667) para fornecer os 0Oligo2-
TPP e 0ligo-6TPP, respectivamente.

O grupo amino portando Oligo4 e 0Oligo5 foi conver-
tido em seus derivados de azidocoumarina (Oligo4-AzC e Oli-
go5-AzC, respectivamente) por reagdo de cada oligo com o és-
ter N-hidroxisuccinimida do &acido 7-azido-4-metilcoumarin-3-
acético (Thevenin e outros, Eur. J. Biochem (1992) vol. 20s,

pp-471-477). A reacdo foi realizada por adicdo de 1 uL de
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adcido trifluoracético a 5 puL de N-metilmorfolina para prepa-
ragcdo de um tampdo ao qual foram adicionados 10 UL de &gua
contendo 6,6 nmol de Oligo 4 e Oligo 5, seguido por adicido
de 30 pL de uma solugdo 0,16 M do éster NHS de coumarina em
dimetilformamida. Cada reacdo foi deixada prosseguir por 2
horas a temperatura ambiente, pelo que, 50 pL de acetato
trietilaméﬁio 0,1 M aquoso foram adicionados. As misturas
foram aplicadas &s colunas de desalinizagdo NAP-5 (Amersham
Biosciences, Piscataway NJ USA) eluiram de acordo com as
instrucdes do fabricante, o eluato foi purificado por RP-
HPLC para prover 0ligo4-AzC e 0ligo5-AzC, em rendimentos de
77% e 70%, respectivamente. A identidade do produto foi con-
firmada por espectrometria de massa Maldi -ToF.

Para demonstrar a criacdo especifica de hibridiza-
¢ao da fluorescéncia, vAarias combinagdes de oligonucleoti-
deos complementares e ndo complementares portando fracdes de
azido—coumariﬁa e trifenil fosfina foram deixadas reagir a
temperatura ambiente em um tampdo compreendido de 30% de
formamida aquosa, 50 mM de NaCl e 10 mM de fosfato de sédio,
PH 7,2. O progresso da reacdo foi monitorado com o tempo u-
sando um conjunto de fluorimetro Victor Multilabel (EG&G
Wallach, Turku Finlnad) para excitar a amostra a 360 nm e
monitorar a emissdo de luz a 455 nm.

A Figura 14 mostra que, quando 0ligo4-AzC e Oli-
go2-TPP sdo combinados para concentracdes finais de 200 nM e
400 nM respectivamente, um rapido aumento na fluorescéncia é
observado. Nessa Figura, 004 indica Oligo4-AzC, 002 indica

Oligo2-TPP e 006 indica 0ligo6-TPP. A fluorescéncia nao o-
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corre quando o Oligo6-TPP é substituido por 0ligo2~TPP. Con-
siderando-se que o 0ligo2-TPP & perfeitamente complementar
ém sua capacidade de emparelhamento de base com relagao ao
Oligo4-AzC, o 0l1igo6-TPP ndo &, uma vez que contém trés nu-
cleotideos ndo combinados. Os resultados sustentam a conclu-
sdo de que a criagdo da fluorescéncia se deve a capacidade
do 0ligo2-TPP de hibridizar em 0ligo4-AzC facilitando assim
a reacgao entre TPP e as fracdes de azidocoumarina no hibrido
resultante. A falta de sinal no caso da reagcdo de 0ligo6-TPP
com Oligo4-AzC é consistente com a incapacidade desses dois
oligonucleotideos de formarem um duplexo, pelo gue a reacao
ndo € facilitada. As reacdes de controle contendo cada'uma
oligonucleotideos simples foram realizadas para normalizar
quaisquer efeitos ndo especificos.

Resultados dos experimentos adicionais envolvendo
complexos terndrios s&o mostrados na Figura 15. Nesses expe-
rimentés, Oligol é testado quanto a sua capacidade de colo-
car juntos, por hibridizac&o, dois oligonucleotideos perfei-
tamente complementares (0ligo5-AzC e 0ligo-2TPP) versus sua

capacidade de colocar juntos um oligonucleotideo perfeita-

‘mente complementar (0ligo5-AzC) e um oligonucleotideo per-

feitamente complementar (0ligo6-TPP). Oligol e O0ligo5-AzC
estavam em concentracgdo final de 200 nM, considerando-se que
0ligo2-TPP e 0ligo6-TPP foram empregados em concentracdo fi-
nal de 400 nM. Na Figura 15, 001 indica Oligol, 002 indica
0ligo2-TPP, 005 indica 0ligo5-AzC e 006 indica 0ligo6-TPP.
Os resultados mostram que a fluorescéncia é gerada apenas

quando a combinacdo de oligonucleotideos completamente com-
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plementares estd presente (Oligol, Oligo5-AzC e 0l1igo2-TPP).

Exemplo 2 - Marcacdo do Gene

A marcagdo do gene é um método de detecgdo de se-
qiéncias com base no desenvolvimento de sinal em multiplos
sitios dentro de um alvo. Os miltiplos sitios tipicamente
repousam dentro de uma seqiiéncia génica que se deseja mos-
trar a preseng¢a, auséncia ou quantidade. Dentro de uma se-
quiéncia relativamente longa, por exemplo, uma seqgiiéncia de
5.000 bases, pode-se alvejar seqiiéncias menores, tipicamente
de 40-50 bases, que s3o unicas aquela sequéncia. Essas séao
alvejadas por pares de sondas de oligonucleotideo, cada uma
tipicamente com 10-20 bases de comprimento. Se as sondas me-
direm cerca de 12 bases de comprimento, cerca de 400 pares
de sondas podem "marcar" uma seqiéncia de 5.000 bases de
comprimento. Cada um desses pares de sonda & um par reativo
(através da quimica modelada com &cido nucléico, conforme
descrito na Figura 1) e produz um fluoroforo de precursores
de pré-fluoroforo. A fluorescéncia total gerada é a soma da
geracao de todos 400 fluoroforos. Para detectar, por exem-
plo, uma seqiiéncia génica unica de 5.000 bases de comprimen-
to em uma amostra de DNA gendémico de milho, é necessaria
simplesmente a preparacdo de uma amost;a de DNA do milho e
sua adigdo uma mistura de 400 sondas de deteccdo de oligonu-
cleotideo em resisténcia iénica, temperatura e concentracdo
de formamida apropriadas. Espera-se que a fluorescéncia to-
tal gerada seja proporcional & quantidade dessa seqiéncia
génica no DNA do milho. Os niveis de deteccdo calculados com

base na sensibilidade conhecida dos instrumentos estd dentro
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da faixa calculada para o rendimento de fluorescéncia espe-
rado da técnica de marcagdo de gene com base na quimica mo-
delada com &cido nucléico.

Exemplo de Projeto de Ensaio

Uma aplicagdo exemplar da invencdo é detectar uma
copia de um gene transgénico em uma planta transformada ge-
neticamente, tal como, milho. O gene alvo pode ser, por e-
xemplo, resistente a um herbicida. 0 gene poderia estar pre-
sente em uma cépia simples ou maltipla cépias por genoma.
Uma aplicagdo tipica é determinar se uma batelada especifica
do milho continha esse gene ou ndo, e quantificar o numero
médio de cépias de genes por genoma.

Um exemplo de um ensaio para esse gene, de acordo
com a presente invengdo, primeiro envolve o isolamento de
cerca de 100 pg de DNA de milho total por homogeneizacdo do
milho em um misturador. O DNA do milho pode ser isolado em-
pregando qualquer um dos varios kits para extrag¢do e purifi-
cacdo do DNA da planta. O DNA é cisalhado a um tamanho médio
pequeno, por exemplo, enviando o mesmo através de uma agulha
hiperdérmica para tornar facil a desnaturacdo em fitas sim-
ples. O DNA entdo é aguecido brevemente a 100°C e rapidamen-
te resfriado para tornar o mesmo em fita simples. Uma mistu-
ra de reacgdo é entdo adicionada, contendo 400 partes de son-
das de oligonucleotideo, cada uma especifica para uma se-
qiéncia de DNA no gene alvo, e cada par contendo os dois»
pré-fluoroforos reativos com DPC. Quando da incubagé&o, tipi-
camente em uma temperatura brandamente elevada (37°C) a flu-

orescéncia gerada é medida em um leitor de microplaca fluo-
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rescente. A fluorescéncia geréda € calibrada usando amostras
de referéncia de DNA do milho com quantidades conhecidas do
gene alvo. A quantidade esperada de fluoroforo gerado nesse
exemplo é de cerca de 30 fentomols, que estd bem dentro dos
limites de deteccdo dos leitores de microplaca disponiveis
comercialmente,

Exemplo 3. Hibridizacdo do Oligonucleotideo, Con-

centragcdo e Temperaturas de Fusao

Um sistema modelo foi preparado incluindo vinte e
dois mer-oligonucleotideos com uma regido complementar de
dez bases e bracos espacadores em fita simples de dez bases,
adicionalmente ligados a um braco espagador de seis carbo-
nos. Esses oligos foram sintetizados ambos com e sem uma 5'-
biotina (com um braco espacador de 6 carbonos). Conforme
mostrado abaixo, a regido complementar é sublinhada. Um ter-
ceiro oligo era idéntico ao oligo de fita (—),Aporém com 4

bases ndo combinadas (em itdlico) em relacdo a fita (+) .

Oligo 26 (+) fita 5’ CTTCGGCCCAGATATCGT (SEQ.
ID. N°24)

Oligo 27 (=) fita 3" GTCTATAGCATCGACATC (SEQ.
ID. N°25)

Cligo 28 (-)ndo combinacao 3" TACTATAGTGTCGACATC (SEQ. 1ID.
N°26)

As curvas de fusdo do par de oligonucleotideos de
10 pares de base (oligo 26+oligo 27) foram examinadas por
medigdo da fluorescéncia de do corante SYBR ligando ao DNA
de fita dupla em um Bio-Rad iCycler (Lipsky, e outros, Cli-

nical Chemistry 47(4], 635-44. 2001). As curvas de ligagéo
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sdao apresentadas como 6 primeiro derivado da inclinacao da
curva de fusdo, tal que, um valor maximo representa um ponto
de inflexdo na curva (uma T,, OU em uma populagdo mista de
sitios em fita dupla, uma Ty "local"). As curvas de ligacao
podem ser obtidas até pelo menos 70°C, como a avidina retém
atividade de ligacdo da biotina até essa temperatura e além
dela.

Para verificar a dependéncia desse par especifico
de oligonucleotideos quando da concentragdo, as curvas de
fusdo foram geradas para © par de oligonucleotideos que va-
riou na faixa de 500 a 20 nM (Figura 16). (Vide, por exem-
plo, Lipsky, e outros, Cliniqal Chemistry 47[4], 635-44.
2001). A T, observada caiu em uma faixa de cerca de 10°C pa-
ra cada reducgdo de dez vezes na concentragdo (onde RFU indi-
ca as unidades de fluorescéncia relativas) do par de oligo-
nucleotideo, semelhante & previsio no gréfico da Figura 16.
As curvas de fuséo foram essencialmente idénticas para pares
de oligonucleotideo biotinilados e ndo biotinilados. Os qua-
tro pares ndo combinados de base ndo mostraram essencialmen-
te nenhuma estrutura de fita dupla.

De modo a testar se a ligacdo das fitas (+) e (-)
a uma proteina alvo causaria um aumento na Tn, a versao bio-
tinilada desses oligonucleotideos foi incubada na presencga
da avidina. A avidina contém 4 sitios de ligacdo equivalen-
tes, que sdo espagados relativamente préximos e se ligam a
biotina muito apertadamente (K, ~< 107*® M) e nao cooperati-
vamente.

Apresentados com concentracdes molares iguais de
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oligonucleotideoé #26 e #27 na forma biotinilada, poderia
ser esperado que cerca da metade dos sitios de ligagdo de
biotina fossem ocupados por pares complementares de oligonu-
cleotideos, e cerca da metade com o mesmo oligonucleotideo
(pares ndo complementares). A previsdo é que sejam observa-
das duas maximas de curva de fusio na presenga da avidina:
Uma maxima seria o resultado de quaisquer pares de oligonu-
cleotideos que fossem tanto ndo ligados a avidina (livres na
solugdo) ou que tivessem apenas um parceiro dos dois ligado
a avidina, o que ndo exibiria um efeito de proximidade quan-
do na Tp. Uma segunda maxima de T, significativamente maior
representaria um par de oligos biotinilados ambos ligados a
avidina, que exibiriam um efeito de proximidade.

Tal experimento foi conduzido conforme mostrado na
Figura 17. Os oligonucleotideos foram adicionados a uma so-
lucdo na presenca ou auséncia de umé avidina mantida a 60°C,
uma assim denominada partida quente. Em uma "partida quen-
te", os oligonucleotideos se unem aos sitios de ligacéado de
biotina a uma temperatura bem acima de sua Tn na solucédo,
assegurando que eles sejam de fita simples. A solucdo foi
entdo diminuida para 10°C e uma andlise de curva de fusdo
foi realizada ascendendo a 70°C. Conforme mostrado na Figura
17, as curvas de fusdo do par oligo n&o biotinilado na pre-
senga ou auséncia de avidina mostraram uma T, de 30-32°C
(onde RFU indica unidades de fluorescéncia relativa}. Na
presenca da avidina, contudo, duas maximas de T, bem separa-
das foram geradas com valores de T, de 33°C e 52°C. A maxima

de temperatura elevada (T, elevada a quase 20°C) foi obser-
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vada apenaé na presenca de dois oligonucléoﬁideos biotinila-
dos complementares, na presenca de avidina. A diferenca na
Tn +/- biotina tendeu a ser maior em concentracdes com teor
de sal inferior (Figura 18) e ligeiramente maior na presencga
de cloreto de magnésio 10 mM (Figura 19) (onde RFU indica
unidades de fluorescéncia relativa). A razio molar 6tima dos
oligonucleotideos biotinilados para avidina foi verificada
como sendo de cerca de 3,5:1 (com concentracdo total de oli-
gos + avidina = 0,7 puM) consistente com a avidina possuindo
quatro sitios de ligagdo equivalentes (Figura 20) (RFU indi-
ca unidades de fluorescéncia relativa). Isso é importante
porque substancia que o requisito de que os oligonucleoti-
deos se ligam & mesma molécula de avidina para o efeito Tq,
ocorrer. A substituicdo de um oligec de fita (-) 3' biotini-
lado por um oligonucleotideo de fita 5' biotinilado mostrou
pouca diferenga nos valoresvde Tm (Figura 21) (RFU indica
unidades de fluorescéncia relativa) com resultados anterio-
res onde ambos oligonucleotideos eram 5' biotinilados.

Os resultados seriam essencialmente idénticos se o
experimento fosse conduzido por adicgdo de quantidades equi-
molares de ambos oligonucleotideos a temperatura ambiente,
elevando para 60°C e entdo obtendo as curvas de fusio. Nesse
métodO-(bem como no método de partida quente) curvas de fu-
sdao apropriadas podem ser geradas por adicdo de um excesso
molar de cada oligo em relacdo a avidina, caéo desejado.
(Grandes excessos de pares de oligos aumentam o tamanho da
maxima Tn baixa, contudo, conforme previsto). Isso ndo foi

prejudicial na formagdo de DNA hibrido de T, alta, uma vez
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que bs pares dos oligos competiam igualmente para sitios de
ligagdo de biotina, & medida que eles eram adicionados em
conjunto em quantidades molares iguaié. Se os oligos fossem
adicionados de uma vez, seria importante adicionar uma razio
molar de cerca de 2:1 do primeiro oligo para avidina seguido
por uma razdo de 2:1 do segundo oligo. Com adigado seqlenci-
al, a adicdo de uma quantidade molar em excesso de cada oli-
go em relagdo a avidina ocupa todos os sitios de ligacdo da
avidina com o primeiro oligo e impede a ocupac¢do dos sitios
adjacentes com o segundo oligo complementar e exibe o efeito
de Tn elevada. Essas observacdes sdo consistentes com o me-
canismo sendo de ligac¢do de pares adjacentes de oligos com-
plementes aos dois sitios de ligacdo de biotina adjacentes,
de modo a obter hibridos exibindo maximas de Tn elevadas.

Os experimentos foram também conduzidos com um o-
ligonucletideo auto complementar de 10 bases qgue era compos-
to totalmente de A e T. (Oligo 31:5'-biotina~brago espaca-
dor-TTTTTTTTTTTTTAATTAAA) (SEQ. ID. NO. 27). Uma vez que es-
se oligonucleotideo era homogéneo na composi¢do de base e
composto totalmente de AT, ele fundiu a uma T, inferior ao
sistema modelo descrito acima e produziu uma curva pouco a-
centuada. Na presenga de avidina, sua T, foi aumentada de
30;5°C para 61,5°C (Figura 22) (onde RFU indica unidades de
fluorescéncia relativa). Uma vez que esse oligonucleotideo
era auto complementar, todos os eventos de ligacdo levaram
as fitas complementares, ao invés de apenas metade dos even-
tos. Assim, apenas uma maxima simples de Tn aumentada foi

observada.
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Esses experimentos foram repetidos usando anticor-
po anti-biotina como um alvo ao invés da avidina. Anticorpo
anti-biotina contém dois sitios de ligacdo de biotina loca-
lizados préximo as extremidades da porcdo Fab do anticorpo,
porém os sitios de ligagdo s3o muito mais afastados que os
sitios de ligagdo da biotina na avidina.

Exemplo 4. Detecgdo dos Alvos de Proteina - Aptéa-

meros como Ligantes Alvo

Aqui, um sistema exemplar foi projetado para uti-
lizar azidocoumarina modelada com &cido nucléico (AzC) -
Quimica de trifenilfosfina (TPP) para detectar um alvo de
proteina mediante ligagdo e recombinacdo de aptamero de duas
sondaé de DNA complementares.

Materiais

PDGF-BB e PDGF-AA humanos foram combinados de Sis-
temas R&D (220—BB e 200-AA respectivamente). Anticorpo mono-
clonal de subunidade P DGF-B anti-humano foi obtido da R&D
Systems (MAB2201). Os tampdes incluiram tampdo Tris/Mg, a 50
mM Tris/HCl, pH 8,0 - 10 mM‘MgClg. Os oligonucleotideos usa-
dos foram como se segue:

Seqliéncias de Oligonucleotideos Empregadas nesse

Exemplo

Oligo

nime- S

ro/SE  Seqiéncia (5’ a 3') Modif Modif Descricdo
Q.ID.

nume-



ro

201

202

203

206

207

(34)

88

CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATG

ATCCTGC

CCCCCCCCCATATTTAAGC

GCTTAAATATCCCCCCCCCCCAGGCTACG
GCACGTA

GAGCATCACCATGATCCTG

GTGGGAATGGTGCCCCCCCCCCCAGGCTA
CGGCAC

GTAGAGCATCACCTGATCCTG

GTGGTAGTTGGAGTCGTGGCGTAGGCAAG

A

GTGGTAGTTGGAGTCACACGTGGCGTAGG
CAAGA
GTGGTAGTTGGAGCTCACACCACACGTGG
CGTAGG

CAAGA

TPP

nhuma

nhuma

ne-

nhuma

ne-

nhuma

nhuma

ne-

nhuma

nen-

huma

AZC

AZC

ne-—

nhuma

nhuma

ne-

nhuma

ne-

nhuma

DPC-aptémero

sonda

DPC-aptémero

sonda

DPC-aptémero

scnda-ndo  com-

binada

alvo

alvo

alvo

alvo
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208

(35) ne-
nhuma

209

(36) ne-
nhuma

210

(37) ne-
nhuma

211

(38) ne-~
nhuma

212

(39) TPP

213

(40) TPP

214

(41) ne-
nhuma

215

(42) ne-
nhuma

Métodos

ne-—

nhuma

ne-

nhuma

ne-

nhuma

TPP

ne-

nhuma

ne-

nhuma

AZC

ne-—

nhuma

alvo

alvo k~-ras

fragmentado

voltado para

fora

sonda TPP

sonda TPP

TPP ndo combi-

nado

Sonda AZC

aptamero

Condi¢bes de Reagdo DPC. Exceto conforme observa-

do, cada reacdo de 100 microlitros continha um volume total

de 100 upl, tampdo 1 x Tris/Mg, 40 picomols de TPP e sondas
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de reagdo de AzC, 40 picomols de oligonucleotideo alvo ou de
proteina alvo e tipicamente 25-30% v/v de formamida. As a-
mostras foram incubadas a 25°C em um espectrofotdémetro Wal-
lac Victor 1420 e o aumento na fluorescéncia foi monitorado
com excitagdo a 355 nm e emissdo a 460 nm.

Resultados: Detecgdo de PDFG-BB por Aptémero-

Sondas PDC

Conforme ilustrado na Figura 23, uma seqiiéncia de
aptamero direcionada contra fator de crescimento derivado de
subunidades de plaqueta (PDGF)B foi selecionada (Fang, e ou-
trds, Chem. BioChem. 4, 829-34. 2003). A mesma pertence a
uma familia de aptémeros com forte afinidade com a unidade
PDGF B (~107°M) e afinidade reduzida de cerca de 10 vezes
para subunidade PDGF (Green, e outros, Biochemistry 35,
14413-24. 1996). As seqiiéncias da sonda foram sintetizadas,
cada uma contendo uma seqiiéncia de 10-mer DNA, uma seqiiéncia
espagadora Cig, e a mesma seqgiiéncia 35-mer aptamero. (Oligos
#201, #202). Cada seqiiéncia continha um grupo 5'-TPP ou 3'-
AZC com o mesmo aptémero ligado 3' ou 5', respectivamente.
Uma segunda sonda AzC, oligo #203, era a mesma que a oligo
#202, exceto que esta seqgiiéncia recombinante era inteiramen-
te ndo combinada com TPP oligo (#201).

Conforme mostrado na Figura 24, na presenca de
formamida a 30% (volume), a reacdo das sondas TPP e AzC pro-
priamente foi inteiramente dependente da presenca de PDGF-BB
e sequiéncias de DNA complementares nas sondas. A reagdo fa-
lhou na presenga de cada sonda.

A dependéncia de DNA da reacdo foi criticamente
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dependente da temperatura de fusdo do DNA em relagdo a tem-
peratura de ensaio. Na presenca de formamida a 0% (com a Tn
> Tawaﬁ calculada e observada, a reacdo aconteceu na presen-
¢a ou auséncia da proteina alvo PDGF-BB (Figura 25A). De fa-
to, sob essas condig¢des, a adicdo de PDGF-BB n&o aumentou,
porém reduziu a razdo de reagdo em cerca de 50%. Na formami-
da a 10%, PDGF-BB foi menos inibidora (Figura 25B). Na for-
mamida a 20% (Figura 25A), a situacdo foi completamente in-
vertida - a razdo de racdo era agora fraca, exceto na pre-
senga de PDGF-BB. Na formamida a 30% (Figura 26B), a reacgéo
foi completamente dependente da presenca de PDGF-BB. Na for-
mamida a 40%, a reagdo era agora lenta com qualquer conjunto
de reagentes (Figura 27). Em todos os casos, as sondas nao
combinadas produziram pouca ou nenhuma reacdo.

Experimentos de fusdo de DNA com as seqliéncias
complementares, monitorados com SYBR Green haviam indicado
uma T, da seqiiéncia de cerca de 30°C no tampdo Tris/Mg na
auséncia de formamida e cerca de 7°C menor a cada 10% de au-
mento na formamida. A T, na concentracdo de formamida &tima
para o ensaio de deteccido, 30%, foi de 10°C.

Na formamida a 0%, os oligonucleotideos podem for-
mar pelo menos um duplexo parcial, mesmo na auséncia de
PDGF-BB (Tp ligeiramente superior a Tensaio) . A dependéncia do
DNA alvo das reacgdes em formamida a 20% e 30% é& explicada
pelo ensaio sendo conduzido a uma temperatura superior a T,
na auséncia da proteina alvo. Nenhuma reacdo ocorre a menos
que a T, do complexo seja aumentada por ligagd&o das duas

sondas ao PDGF-BB alvo. Em formamida a 40%, a reagao nao o-



10

" 15

20

25

92

corre com qualquer conjunto de reagdes. A explicacdo prova-
vel & que tanto a T, tenha sido reduzida a tao pouco que a
ligagdo ao PDGF-BB ndo pudesse aumentar a mesma acima da Ten-
saior OU que a formamida havia inibido a ligacdo de PDGF-BB
aos aptameros. Uma situag¢do mais complexa é a inibicdo ob-
servada da razao de reagdo quando da adicdo de PDGF-BB na
auséncia da formamida. Umé vez que a metade dos duplexos
formados por PDGF-BB ndo sdo produtivos (50% serdo homodu-
plexos) a redugdo na razdo é provavelmente devida a ligagéo
de PDGF-BB impedindo esses homoduplexos de diassociacdo e
entdo reassociagdo na solugdo com pares complementares para
formar heteroduplexos. Essa situacdo ndo ocorreria usando
pares de sondas especificamente direcionadas contra sitios
de ligagdo diferentes em um alvo heterodimérico.

A sensibilidade do ensaio (Figura 28) foi calcula-
da por medigdo das razdes de reacdo geradas de uma série de
diluicdo de concentragdes de PDGF-BB. O nivel de detecgao
minimo no instrumento Wallac foi estimado em 0,8 picomols em
um ensaio de 100 microlitros de volume, com base no valor
calculado de trés vezes o desvio padrdo do ruido de fundo do
ensaio. |

A sensibilidade do ensaio foi também determinada
usando PDGF-AA como o alvo. Espera-se que o mondmero aptéame-
ro tenha uma afinidade para PDGF-AA cerca de dez vezes mais
fraca que PDGF—BB; Contudo, esse ensaio envolve a formacéao
de um complexo de dois aptdmero-dimeros para cada tipo de
PDGF, espera-se que a avidéz da ligacdo do dimero seja mais

forte que a afinidade do mondémero, e sua afinidade seria
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substancialmente mais forte (K; inferior) que as concentra-
¢Oes testadas dos PDGFs alvo (para baixo, para cerca de 1
nanomolar). Conforme mostrado na Figura 29, as razdes de re-
acdo das sondas DPC de aptamero para PDGF-AA em concentra-
¢bes baias ou altas (0, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 e 40 pmol de
PDGF-AA) ndo eram substancialmente diferentes das razdes de
reagdo com PDGF-BB. Isso é consistente com o modelo de uma
ligacdo de par de aptdmero como um dimero e exibindo avidez
aumentada.

Razbes de Sondas TPP para AzC. Para confirmar o
modelo do mecanismo de reacdo (Figura 4, a razdo 6tima de
sondas TPP para AzC seria esperada como sendo de 1:1), a Fi-
gura 30 representa um experimento onde a quantidade total de
duas sondas foi mantida constante, em 800 nMols son-
das/reagdo, engquanto a razdo das duas sondas variou. A taxa
produzindo a razdo de reacdo mais alta foi de aproximadamen-
te 1:1, consistente com o mecanismo esperado.

Assim, nesse sistema modelo, a fluorescéncia nao
foi gerada a menos que os aptameros ligados e seqiiéncias
complementares nas duas sondas recombinassem propriamente.

Exemplo 5. Arquitetura Codificada Zip para Quimica

Modelada com Acido Nucléico com Base na Biodeteccdo com Li-

gantes de Aptémero

A Figura 10 ilustra em mais detalhes uma arquite-
tura de cédigo zip exemplar. O par TPP continha, primeiro,
um PDGF-aptdmero na extremidade 5', um espagcador a base de
C18 polietileno—gliéol € uma 18-mer seqiéncia de cédigo zip.

A seqliéncia repdérter de TPP continha uma seqiéncia de cdédigo
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anti-zip complementar em seu término 3', um espacador Ci8
PEG, e uma seqliéncia repdérter de dez pares de base terminan-
do em um grupo 5' TPP. O par de oligonucleotideos compreen-
dendo a sonda de deteccdo AzC continha um aptamero 3' ligado
atraveés de um espagador Cl8 PEG para um cédigo zip separado
e um oligonucleotideo de deteccdo ligado a um cédigo anti-
zip 5', um espégador Cl8 PEG, e um oligonucleotideo repérter
(complementar ao oligonucleotideo TPP) terminando em um gru-
po 3' AzC.

A reacgdo, em uma formamida a 35% a 22°C, era de-
pendente da presenga de ambos os oligonucleotideos repdrte-
res, ambos os oligonucleotideos de aptamero e o alvo, PDGF-
BB (Figura 31). A 22°C na auséncia de formamida, a reacio
prosseguiu independentemente da presenca de PDGF. Isso &
consistente com o comportamento da arquitetura de "uma pecga"
descrita acima, e reflete que o mecanismo de geracdo fluo-
resceinica em formamida a 35% depende da estabilidade térmi-
ca aumentada do duplexo da seqiéncia repérter na formamida,
quando da adicdo de PDGF. Na auséncia de formamida a 22°C, o
duplexo de oligonucleotideo repdérter é estavel ambos na pre-
senga e auséncia de PDGF.

A confirmagcdo da exatiddo do modelo foi obtida
com experimentos variando a razdo de TPP e aptamero oligos.
AzC (Figura 32). Esses experimentos indicaram que a razao
6tima do aptémero oligos era a razao esperada 1:1 (isto &,
TPP oligo a 50% com uma concentracdo total de PDGF e aptéame-
ro coligos de 0,4 uM) . A razao étima de oligonucleotideos re-

pérter total para aptdmero oligos total foi de 1:1. Nenhuma
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reagao dependente de PDGF ocorreu na auséncia comﬁleta dos
oligonucleotideos repdérter ou aptamero. Em concentracdes de
oligonucleotideos repdrter superiores a estequiométrica, o
sinal independente de PDGF aumentou (base), porém o sinal
dependente de PDGF permaneceu constante. Ambas observacdes
sdo consistenes com o modelo de que o complexo é montado na
razdo de 1:1:1 para cada um dos aptamero oligos, cada um dos
oligos repdérter e PDGF.

Esses experimentos indicam que o complexo pode ser
auto montado na solugdo, tal que, cada cédigo zip e seu cé-
digo anti-zip recombinam um no outro com interferéncia mini-
ma com a seqliéncia de aptémero ou seqiiéncias repérter.

Também foram realizados experimentos para determi-
nar se a ordem de adigdo e assim o conjunto da sondas aptéa-
mero e repdrter, foi de qualquer importancia. Razdes de rea-
¢do ligeiramente mais lentas foram obtidas se os oligonucle-
otideos de aptamero fossem primeiro incubados com PDGF antes
da adigdo dos oligonucleotideos repérter, em comparacao com
a adicdo de todas as sondas em conjunto como uma mistura.
Razbes de reagdo pouco maiores foram obtidas se cada par de
oligonucleotideos aptamero e oligonucleotideos repérter fos-
sem primeiro incubados e deixados montar propriamente antes
dos dois conjuntos serem misturados e incubados com PDGF. A
razdo para isso pode ser que exista algum impedimento esté-
rico para cédigo zip e anti-zip recombinando com a sonda de
aptamero, se a sonda de aptamero ja& estiver ligada ao alvo.

Como um controle, foi comparado um conjunto de TPP

de uma pega e sondas AzC, o qual continha apenas as seqién-
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cias de cédigo zip e seqiiéncias diferentes dé cédigo zip e
anti-zip (Figura 33). As razdes de reagdo desse sistema de
uma peca foram semelhantes aquelas do sistema de duas pecgas,
exceto que a razdo melhorou devido a adicdo de PDGF que foi
ligeiramente melhor que aquela do sistema de duas pecas.

A sequéncia das sondas AzC e TPP contendo aptamero
também variou sistematicamente para determinar qualquer con-
tengcdo no projeto. TPP contendo aptdmero e AzC oligos foram
sintetizadas, ambas possuindo as mesmas seqiéncias conforme
descrito na Figura 10, porém com as seguintes _alteragées:
(1) omissdo do espacador C18-PEG. (Oligos 119 & 122); (2)
substituig¢do do espacador C18-PEG pela seqiéncia Cm.‘(Oli—
gos 120 & 123); (3) substituigdo do espacador C18-PEG com a
sequiéncia Cyo. (Oligos 121 & 124); (4) Omissido do espacador
Cl8-PEG e omissdo de 3 bases 3' na regido de cédigo zip (re-
dugdo para 15 bases de comprimento). (Oligos 127 & 129);a e
(5) omissdo do espagador Cl8-PEG e omissdo de 6 bases 3' na
regido de cédigo zip (reducdo para 12 bases de comprimento) .
(Oligos 128 & 130).

Os oligonucleotideos usados nesse exemplo inclui-

am:

Oligo numero segiéncia (5'-37) modifi-

cagao

( SEQ. ID N° 43)

106 GGACTCGAGCACCAATAC-X-TATAAATTCG-AZC X = Cl18 PEG; AzC
= 3'- AzC.

( , SEQ. ID N° 44)

109 CGAATTTATA-X-CTGACCATCGATGGCAGC X = C18 PEG,
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5’ -TPP

( SEQ. ID N° 45)

112 CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG~X-
GCTGCCATCGATGGTCAG X= C18 PEG

( SEQ. ID N° 46)

113 GTATTGGTGCTCGAGTCC-X-
CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG X= C18 PEG

( SEQ. ID N° 47)

119 GTATTGGTGCTCGAGTCCCAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG

( SEQ. ID N° 48)

120
GTATTGGTGCTCGAGTCCCCCCCCCCCCCAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATC
CTG

( SEQ. ID N° 49)

121
GTATTGGTGCTCGAGTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCAT
GATCCTG

( SEQ. ID N° 50)

122 CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTGGCTGCCATCGATGGTCAG

( SEQ. ID N° 51)

123
CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTGCCCCCCCCCCGCTGCCATCGATGGT
CAG

( SEQ. ID N° 52)

124
CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTGCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCGCTGCCATCGA
TGGTCAG

( SEQ. ID N° 53)
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127 CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTGGCTGCCATCGATGGT
( SEQ. ID N° 54)

128 CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTGGCTGCCATCGAT»

( SEQ. ID N° 55)

129 TTGGTGCTCGAGTCCCAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG
( A SEQ. ID N° 56)

130 GTGCTCGAGTCCCAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG

Nenhuma dessas alteracdes resultou em uma diferen-
¢a significativa no desenvolvimento do sistema. Experimentos
4) e 5) também resultaram em uma estrutura de fita simples
de 3 e 6 bases (ndo recombinadas para cédigo zip) imediata-
mente a montante do espacador Cl8 nos oligonucleotideos re-
pérter.

Os resultados desses experimentos indicam que o
sistema de detecgdo de PDGF & base de aptamero pode ser mon-
tado separando a ligagdo e as funcdes de DPC em dois oligo-
nucleotideos separados. Através da selecdo das seqiiéncias de
cédigo zip apropriado, o formato de deteccdo descrito na Fi-
gura 9 fol montado propriamente em pares de oligonucleoti-
deos recombinados que funcionardo similarmente em relacéo
aos oligonucleotideos em uma peca simples. Os oligonucleoti-
deos repérter e aptdmero podem ser montados separadamente
para introdugdo do alvo, ou todas as espécies podem ser adi-
cionadas em conjunto guase que em qualquer ordem. Esse pro-
cesso pode ser estendido ao conjunto de solucdo-fase de mais
de um par de oligos de detecg¢do recombinados, por exemplo,
para detectar multiplos alvos. A deteccdo de alvos multiplos

pode requerer o uso de diferentes oligonucleotideos repérter
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que geram sinais separadamente discerniveis (por exemplo,
diferentes comprimentos de onda de luz emitida).

Esses resultados indicam que uma abordagem de re-
pérter codificada zip pode ser efetivamente projetada, por
exemplo, usando oligdémeros contendo aptamero.

Embora os resultados com o sistema aptamero indi-
quem que um complexo estdvel entre seqiiéncias de ligacdo e
repérter possa ser formado, simplesmente por recombinacdo de
regides de cdédigo zip e anti-zip, deve ser observado que e-
xistem tecnologias para ligar covalente e irreversivelmente
o0s dois oligonucleotideos, com uma alta probabilidade de re-
ter atividade dos grupos de reacio repérter. Por exemplo, os
oligonucleotideos podem ser incubados em pares (um oligonu-
cleotideo ligante e um oligonucleotideo reativo para quimica
modelada com acido nucléico) a uma temperatura na qual os
cdbdigos zip e cédigos anti-zip sdo em sua maior parte de fi-
ta dupla, porém o restante das seqiiéncias sio de fita dupla.
Adicdo de um reticulador fotoativavel, de intercalacdo, tal
como, Trioxaleno, seguido por irradiacdo de UV, pode reticu-
lar irreversivelmente as duas fitas. De modo semelhante, a
irradiacdo de UV pode introduzir dimeros de timidina entre

fitas separadas de seqiéncias recombinadas. Alternativamen-

‘te, uma sequiéncia pode ser introduzida complementarmente a

um DNA de alvo curto (juncgdo), adjacente 3' e 5', que pode
entdo ser ligado com DNA ligase. O oligonucleotideo em jun-
¢do pode alternativamente ser composto de RNA, e removido
apés ligagdo com RNAse H, que hidrolisa RNA recombinado para

DNA. Isso pode resultar na conversdo dos dois oligonucleoti-
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deos em uma peca siﬁples de DNA de filamento simples. Esses
métodos podem conduzir a producdo de custo-beneficio de rea-
gentes de oligonucleotideo nos kits de deteccdo contra alvos
especificos.

Referéncias relevantes para esse exemplo incluem
Capaldi, e outros, Nucleic Acid Res. 28 (7], e21. 2000; Cas-
tiglioni, e outros, Appl. and Exper. Microbio. 2004, 71e6l1-
72. 2004; Fang, e outros, Chem. BioChemn. 4, 829-34. 2003;
Gerry, e outros, J. Mol. Biol. 292, 251-62. 1999,

Exemplo 6. Arquitetura Codificada Zip para Biode-

teccdo com Base em PDC - Ligantes de Anticorpo

Em outra concretizacdo, as seqiéncias de aptéamero
sdo substituidas com ligantes ndo DNA, tais cemo, anticor-
pos. Para PDGF e outras proteinas alvo, as seqliéncias de ap-
tamero sdo substituidas com grupos quimicamente ativos, tais
como, aldeidos, e reagidos com sequéhcias de ligante ndo
DNA, tais como, anticorpos ou receptores para as proteinas
alvo (Figura 34). O projeto étimo para os oligonucleotideos
de ligante e repdrter podem ser obtidos com considerag¢des no
tamanho e geometria do ligante e tamanho e geometria dos si-
tios de ligagdo do alvo. Bracos espacadores mais longos ou
mais curtos, por exemplo, podem ser usados para transpor a
distancia entre os sitios de ligacdo no alvo e evitar impe-
dimento estérico devido aos ligantes propriamente.

Com referéncia a Figura 34, o oligonucleotideo co-
dificado zip projetado para hibridizar na molécula repérter
TPP foi sintetizado contendo um grupo 5'-amino. O oligonu-

cleotideo codificado zip projetado para hibridizar na molé-



10

" 15

20

25

101

cula repérter‘AzC continha um grupo 3'-amino. A sintese dos
conjugados entre os oligonucleotideos e anticorpo anti-PDGF-
BB foi realizada pela SolulLink Biosciences (SanvDiego, CAa).
A tecnologia SoluLink para conjugacdo do anticorpo
e oligonucleotideos requer primeiro a modificagdo dos grupos
amino primarios de anticorpo com succinimidil 2-
hidrazinonicotinato acetona hidrazona) para incorporar uma
acetona hidrozona no anticorpo. As aminas primdrias dos oli-
gonucleotideos sdo ativadas separadamente com succinimidil
4—formilbenzoat05 As duas moléculas ativadas sdo misturadas
na razao desejada (tipicamente 6:1) e reagidas em um pH
brandamente 4cido para formar uma ligagédo de hidrozona esta-
vel. Os detalhes dessa quimica sao disponiveis no

www.SoluLink.com. Dois conjugados foram preparados: um con-

tendo o cédigo zip para recombinar o oligonucleotideo repbr-
ter contendo AzC, e o outro confendo 0 cbédigo zip para re-
combinar no oligonucleotideo repérter contendo TPP.

Os conjugados de oligonucleotideo-anticorpo rece-
bidos da Solulink foram adicionalmente purificados por cro-
matografia de gel em uma coluna 1,6 x 60 cm de Superdex S-
200 (Amersham Biosciences) em tampdo PBS (0,01 M de fosfato
de potassio, pH 7,4 - 0,138M de cloreto de sédio). A maxima
de anticorpo, eluindo a cerca de 0,6 vezes o volume da colu-
na, foi coletada e uma méxima de eluicdo adicional posterior
de oliognucleotideo ndo conjugado de contaminagdo foi des-
cartada. O conjugado de anticorpo foi concentrado por diali-
se inversa com um Slide-A-Lyzer de corte de preso molecular

de 30 K Pierce usando Solucdo de Concentragdo Pierce. O teor
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da protéina foi determinado usando o kit de reagente Bio-Rad
Micro BCA e o teor de oligonucleotideo determinado usando
corante de ligante de DNA SYBR Gold (Moleéular Probes (Euge-
ne, OR). Os conjugados foram ambos determinados para conter
uma média de cerca de 3 oligonucleotideos por molécula de
proteina.

PDGF-BB humano recombinante (220-BB) e anti-PGF-BR
monoclonal de camundongo foram obtidos da R&D Systems (Mii-
neapolis, MN).

As sequéncias usadas nesse estudo incluiram (onde

AzC indica azidocoumarina e TPP indica trifenilfosfina):

Nome Seqiéncia (5’'-3")

Repérter TPP TPP-(modificador amino C6)-CGAATTTATA-C18PEG-
TCAGCATCGTACCTCAGC

(SEQ. ID N°: 9) (SEQ. ID N°: 58)

Repérter AzC GGACTCGAGCACCAATAC~C18 PEG-TATAAATTCG- (modificador
amino C7)-AzC
(SEQ. ID N°: 14) (SEQ. ID N°: 10)
Coédigo zip AzC  TTGGTGCTCGAGTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC- (modificador
amino C7)
(SEQ. ID N°: 59)
Cédigd zip TPP (modificador amino ce) -
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCGCTGAGGTACGATGCTGA
(SEQ. ID N°: 60)

Além disso, o modificador 5' amino C6 foi obtido

da Glen Research (da Glen Research phosphoramidite 10-1906).

O modifiacdor 3'-amino C7 foi obtido da Glen Research (da
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Glen Research CPG 20-2957). O C18 PEG foi obtido da Glen Re-
search (da Glen Research phosphoramidite 10-1918).

Conjunto de Conjugados de‘Anticorpo-Oligo com Oli-

gonucleotideos Repérter

Os dois conjugados anticorpo-oligo com seus repbr-
teres foram primeiro montados separadamente em um volume de
10 pl. Cada conjunto continha 0,5 UM (5 picomols) de conju-
gado de anticorpo-oligonucleotideo e 0,15 uM de (15 pmols)
de oligonucleotideo repdérter complementar em 0,05 M de
Tris/HCl1 pH 8, 0,01M cloreto de magnésio. Cada um foi incu-
bado por pelo meﬁos 15 minutos a 4°C antes do uso na detec-
¢do da mistura de reacso.

Detecgcdo da Reacgdo de Conjugados anti-PDGF-BB

DPC/Repdrteres com PDGF-BB

Para conduzir a reagdo de deteccdo, cada reacdao
pode conter em um volume de 50 pL: 10 puL de cada conjunto de
conjugado, preparados conforme descrito acima, e quantidades
variaveis de PDGF-BB, em um tampdo de 0,05 M Tris/HC1 pH 8,
0,01M cloreto de magnésio-40% volume/volume de formamida. Os
conjuntos estdo presentes nessa mistura de reacdo a 0,2 uM.

As amostras sao incubadas nos pog¢os de uma microplaca de 96

pocos preta em um Lumindémero Wallac Victor a 25°C. A fluo-

rescéncia pode ser seguida versus tempo com excitacdo a 355
nm e emissao a 460 nm.

As reagdes podem tipicamenté ser realizadas a
25°C, monitorando a geracdo de fluorescéncia no comprimento
de onda 6timo do produto de reacdo, 7-amino coumarina.

Exemplo 7. Desenvolvimento e Significado Clinico
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de um Ensaio de Proteina de Fusdo BCR-ABL

Uma plataforma de ensaio modular pode ser desen-
volvida provendo aplicacées amplas para a detecgdo especifi-
ca in vitro e in vivo de proteinas nos meios biolégicos com-
plexos. Essa plataforma utiliza quimica modelada com &cido
nucléico (ou Quimica Programada de DNA, "DPC") que permite o
acoplamento de reconhecimento da proteina in situ para a ge-
ragdo de sinal de novo.

Espera-se que essa abordagem tenha um impacto sig-
nificativo para diagnéstico precoce e monitoramento terapéu-
tico dos pacientes com cancer. Para determinadas aplicacdes,
essa abordagem é vantajosa pela provisdo de um formato de
enséio homogéneo simples, para facilitar o desenvolvimento
de ensaios de ponto de cuidado. Para outras aplicacées, essa
abordagem pode ser usada com citometria de fluxo, por exem-
plo, ou adaptada para imageamento in vivo.

Um ensaio a base de citometria de fluxo pode ser
estabelecido para que a proteina de fusao BCR-ABL identifi-
que subpopulacgdo(des) de células responsaveis por doenca re-
sidual minima (MRD) em pacientes com CML. A heterogeneidade
dentro do mesmo tumor provou ser um desafio maior a farmaco-
terapia de sucesso. Mesmo naqueles casos, tais como, leuce-
mia mieldide crdénica CML (Goldman, e outros, N Engl J Med
349 1451-1464 (2003); Sawyers, N Engl J Med 340 1330-1340
(1999)), onde a causa foi elucidada no nivel.molecular {Ro-
wley, Nature 243 2904293 (1973); Lugo, e outros, Science 247
1079-1082 (1990)) e alvejamento especifico (Druker,.e ou-

tros, Nat Med, 2, 561-566 (1996); Deininger, e outros, J.
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Blood, 105, 2640-2653 (2005)) resultaram em razdes altas de
remissdo (Sawyers, e outros, Blood, 99, 3530-3539 (2002);
Kantarjian, e outros, N Engl J Med 346, 645-652, (2002) ;
Talpaz, e outros, Blood 99, 1928-1937 (2002)), diversos me-
canismos fundamentando resisténcia primdria e secundaria e
persisténcia da doenca (Deininger, e outros Blood, 105,
2640- 2653 (2005); Bhatia, e outros Blood 101, 4701-4707
(2003); Elrick, e outros Blood 105 1862-1866 (2005)) até a-
gora, apresentaram altas razdes de cura. Embora as aborda-
gens a base de PCR sejam muito sensiveis para deteccdo de
MRD (Cortes, e outros, Blood 102, 83-86 (2003)), elas sozi-
nhas ndo fornecem informacdes com relagdo a base molecular
para MRD em um paciente individual. O ensaio & base de pro-
teina descrito aqui pode permitir uma abordagem & base de
célula especifica, usando citometria de fluxo de maltiplos
parametros (Irish, e outros, Cell 118, 217-228 (2004)) para
definir as células que causam MRD (por exemplo, estado das
bombas de influxo e efluxo (Grossman, e outros, Blood 106,
1133-1134 (2005); Thomas, e outros, Blood 104 3739-3745
(2004); Mountford, e outros, Blood 104 Abstract 716 (ASH)
(2004)), receptores de integrina (Bueno-da-Silva, e outros,
Cell Death Differ. 10, 592-598 (2003)) e de citocina (Chu, e
outros, Blood 103 3167-3174 (2004)), moduladores de apoptose
(Aichberger, e outros, Blood 106 Abstract 1987 (ASH) (2005) ;
Aichberger, e outros, Blood 105, 33003-3311 (2005)), e ati-
vacdo de via dé sinalizacdo (Jamieson e outros, N Engl J Med
351, 657-667 (2004)) em pacientes individuais. A posse dessa

informacdo permite decisdes clinicas mais conscientes e aju-
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da a definir um foco para o desenvolvimento de novas estra-
tégias terapéuticas. Por analogia, os resultados desse obje-
tivo especifico, focado na CML, podem ser estendidos para
identificar as subpopulacdes de células responsaveis por MRD
em pacientes com ALL e AML. A modulacdo inerente dessa abor-
dagem de ensaio de proteina facilitaria o desenvolvimento de
ensaios a base de citometria de fluxo para proteinas de fu-
sdo E2A-PBX1l, TEL/AML1, ML/AF4 e PML/RARa, AML-ETO associa-
das a ALL e AML, respectivamente.

Dentro do objetivo de estender as medicdes em es-
cala para incluirem a‘medigéo das proteinas em seu contexto
funcionalmente relevante e/ou (pato) fisioldgico, éssa abor-
dagem € projetada para permitir a deteccido especifica de ho-
modimeros, heterodimeros e interacdes proteina-proteina in-
dicativas do conjunto de complexos de transdugcdo de sinal,
todos na presenca de suas contrapartes monoméricas. Assim,
essa abordagem pode n&do ter valor para identificacdo e vali-
dagado de novos biomarcadores bonafide, que sao mecanicamente
ligados a patofisiologia de tipos especificos de cancer. Is-
so pode aperfeigoar o projeto de experimento clinico permi-
tindo um melhor tratamento para o paciente individual.

Os principios fundamentais da quimica modelada com
dcido nucléico e sua especificidade inerente podem ser usa-
dos nos ambientes biolégicos complexos para biodeteccgdo de
acordo com condigées'onde a integridade estrutural e funcio-
nal dos.analisados alvos sejam preservadas. A anexagdo dos
grupos reativos a um elemento de reconhecimento de analisado

(por exemplo, anticorpos, aptadmeros ou moléculas pegquenas)
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direcionam a reag¢do quimica para ocorrer especificamente na-
queles sitios contendo o analisado de interesse. Onde os re-
agentes sdo ndo fluorescentes e 0 produto de reacgdo é fluo-
rescente, entdo um sinal de fundo ndo especifico ("zero")
muito baixo pode ser obtido, permitindo a medigao dos anali-
sados nos ambientes complexos, sem comprometer a especifici-
dade ou sensibilidade.

Conforme representado na Figura 4, um par de son-
das é usado. Cada elemento do par se liga independentemente
a proteina através de seu respectivo elemento de reconheci-
mento ndo mutuamente exclusivo. Cada elemento do par contém
uma regido de desoxioligonucleotideo complementar, projetada
para recombinar uma com a outra apenas em concentragdes mui-
to maiores que aquelas usadas no ensaio. Contudo, quando am-
bas as sondas s&o ligadas & proteina simultaneamente, suas
concentragdes efetivas sdo aumentadas através da proximida-
de, permitindo a hibridizacdo de DNA entre os elementos do
par. Esse evento de hibridizacdo dependente de proteina per-
mite que os reagentes ndo fluorescentes anexados reajam para
sofrer uma reacdo modelada com 4&cido nucléico que gera o
produto fluorescente. Dessa forma, o reconhecimento do ana-
lisado envolvendo dois eventos de ligacao independentes dis-
para a geracdo do sinal de novo. A hibridizacdo dependente
de proteina entre os elementos do par de sonda pode servir
como um ponto'de avidez nd complexo terndrio resultante. A
eépecificidade inerente e afinidade de cada elemento de re-
conhecimento (por exemplo, anticorpb, aptémero ou ligante de

peso molecular baixo) sozinho é melhorada nesse formato de
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ensaio de reconhecimento duplo, aperfeicoando sua especifi-
cidade e sensibilidade efetivas.

Um dos estudos iniciais empregou a forma BB homo-
dimérica de PDGF como o analisado e empregou aptameros como
elementos de reconhecimento de proteina conjugados para de-
soxoligonucleotideos complementares. Esses, por sua vez, sdo
anexados aos reagentes nao fiuorescentes de trifenilfosfina
(ligados em 5') e 7-azido-coumarina (ligados em 3'). A gera-
cdo da fluorescéncia, estritamente dependente da presencga de
PDGF, foi observada (Figura 28). Os espectros de excitacdo e
emissdo foram indicativos de 7-amino-coumarina, o produto
esperado. O aumento das concentracdes de PDGF sob condicdes
onde os conjugados de aptdmeros ndo eram limitantes, forne-
ceu aumentos proporcionais ao sinal de fluorescéncia. O si-
nal maximo ocorreu quando a razdo de conjugados complementa-
res foi de 1:1. Adicionalmente, a geracdo da fluorescéncia
dependeu estritamente do emparelhamento de base correto Wat-
son-Crick dos conjugados complementares. A introducdo de de-
soxoligonucleotideos n&o combinados de base simples nio con-
duziu a geracgdo de fluorescéncia dependente de PDGF.

Esses dados sdo consistentes com o modelo que se
seqgue: a porcao de aptamero dos conjugados se liga ao PDGF
induzindo, através da proximidade, altas molaridades efeti-
vas. Isso conduz a formacido de um duplexo de DNA entre o par
complementar de conjﬁgados que, por sua vez, sustenta a for-
magdo do produto de reagdo modelado com acido nucléico. Isso
permite que 0s precursores ndo fluorescentes reajam entre si

para gerar um sinal que é diretamente acoplado para reconhe-
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cimento do analisado. A geracdo de fluorescéncia pode ser
bloqueada usando aptémeros ndo conjugados que competem com
os conjugados de aptémero-desoxoligonucleotideos para liga-
¢do de PDF. Um excesso molar de 25 vezes o aptamero nido con-
Jugado foi necessdrio para competir com o aptamero conjugado
de modo a reduzir a gerag¢do de sinal em 50%.

Ensaio para Identificar Populacdes de Células Po-

sitivas para BCR-ABL em Pacientes com CML com Doenca Residu—
al Minima

Um ensaio de proteina aplicando a presente inven-
¢do que caracteriza reconhecimento duplo de um analisado de-
sencadeando a geracdo do sinal de novo pode ser usado para a
medicdo de BCR-ABL no contexto de uma célula. Utilizando a
citometria de fluxo de miltiplos parametros, essa abordagem
pode identificar a populagdo de células responsaveis pela
MRD. Essa seria a etapa critica para definir o perfil da cé-
lula causando MRD levando a uma determinacdo com base no me-
canismo do melhor curso do tratamento para pacientes indivi-

duais.

Preparacdo de Conjugados DPC Anti-BCR e Anti-ABL

Desoxioligonucleotideo-Anticorpo

Um protocolo geral foi desenvolvido para conjugar
tanto 5' quanto 3' desoxioligonucleotideos aldeidicos para
anticorpos usando o reagente hetero-bifuncional succinimidil
6—hidrazinoni¢otinato acetona hidrazona (SANH) com base nos

protocolos publicados, por exemplo, (www.solulink.com). Os

conjugados foram purificados usando cromatografia de exclu-

sdo de gel seguido por cromatografia de troca de &nion e o
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grau de conjugacdo de oligonucleétideo por molécula de anti-
corpo foi quantificado usando melhoramento de fluorescéncia
SYRB Gold. Essa abordagem pode se aplicada para disposicao
comercial de anticorpos anti-BCR e anti-ABL monoclonais.

Uma instalacdo de anticorpo monoclonal de alta
qualidade pode também ajudar a gerar novos anticorpos para
BCR e ABL. As capacidades de modelagem molecular podem ser
aplicadas para prever epitopos que: 1) estao presentes em
dois subtipos de proteina de fusdo clinicamente relevante,
B3/AR2 e B2/A2, 2) topologicamente orientados para permitir
que pares de anticorpos se liguem favoravelmente, 3) prova-
velmente sendo insensiveis a dimerizacdo da proteina de fu-
sdo, ligacdo de Gleevec, mutacdes conferindo resisténcia co-
nhecida e talvez ligacdo de substrato.

Detecgdo de Proteina de Fusdo BCR-ABL Purificada

Os pares de sonda gerados podem ser usados para
desenvolver um ensaio para proteina de fusdo BCR-ABL em uma
maneira analoga ao ensaio PDGF descrito acima. Um elemento
do par de sonda terd anticorpo anti-BCR como seu elemento de
reconhecimento, enquanto o elemento complementar utilizara
anti-ABL como seu elemento de reconhecimento. A proteina de
fusao BCR-ABL (B3/B2) foi expressa a partir da construgdo de
expressdo de baculovirus P210(bcr-abl) gerada por juncdo de
DNAcs bcr e abl com um fragmento de juncdo bcr-abl de K562
DNAcC e Colocando © mesmo em pDEST8. BCR e ABL de comprimento
pleno podem ser usados para garantir que o ensaio seja espe-
cifico para a pfoteina de fusdo. O limite de deteccdo é de-

terminado usando a proteina de fusdo B3/A2 purificada e pro-
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teina de fusdo derivada de lisados de célula positivos B2/A2
e B3/A2. A extensdo da interface de lisados de célula nega-
tivos BCR-ABL pode também ser determinada.

Reac¢bes para Geracdo de Fluoroforo

A quimica repdrter descrita aqui pode ser aplicada
para geracgao de fluoroforo. Preferivelmente, a quimica ren-
dera fluofoforos com excitagdo méxima > 500 nm, emissdo ma-
xima > 600 nm com rendimentos quantitativos superiores a 0,5
de precursores a base de DPC relativamente estiveis ndo pos-
suindo fluorescéncia prépria apreciavel.

Ensaio de Citometria de Fluxo para Identificar Po-

pulacdes de Célula Positivas BCR-ABL de Pacientes com CML

Preparar conjugados desoxioligonucleotideo anti-
BCR e anti-ABC que possuem corantes fluorescentes padrdo u-~-
sados para citometria de fluxo ligada no lugar do composto
reativo modelado com &cido nucléico (reagentes). Esses podem
ser usados como controles positivos para otimizar as condi-
¢bes de fixagdo e permeabilizagdo para garantir o acesso in-
tracelular dos pares de sonda de deteccio. Linhagens de cé-
lulas derivadas de paciente com mieldide humana podem ser
usadas. As condigodes iniciéis podem ter como base protocolos
implementados por estudo de ativacdo das vias de transducgédo
de sinal intracelular (Jamieson, e outros, N Engl J Med 351,
657-667 (2004)) usando anticorpos cinase especificos de es-
tado de ativagdo (Irish, e outros, Cell 118, 217-228
(2004)). Com base nesses resultados, um par de sonda otimi-
zado para citometria de fluxo é designado e preparado.

Um ensaio de citometria de fluxo com base em pro-
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tétipo DPC pode ser desenvolvido. Inicialmente; varias 1li-
nhagens de células derivadas de paciente B3/A2 e B2/A2 posi-
tivas que incluiam células K562 podem ser usadas. A especi-
ficidade e sensibilidade podem ser determinadas por diluicéo
dessas células positivas com células negativas BCR-ABL. O
objetivo é detectar 10-30 células BCR-ABL positivas na pre-
senca de 1 milhdo de células BCR-ABL negativas. Uma vez que
esse objetivo é encontrado, o ensaio pode ser adicionalmente
validado com amostras de pacientes com CML e voluntdrios
saudaveis. A especificidade e a sensibilidade desse ensaio
podem ser comparadas aos métodos validados que utilizam hi-
bridizagéo fluoresceinica in situ (FISH) (Schoch, e outros,
Leukemia 1653-59 (2002)) e reacdo em cadeia da DNA/RNA poli-
merase (PCR) (Elrick, e outros, Blood 105 1862-1866 (2005)).
Portanto, uma analise de classificacdo de células ativadas
por fluorescéncia (FACS) nas amostras dos varios pacientes
pode ser realizada.

Existe uma evidéncia considerdvel sugerindo que
alguns dos mecanismos sdo responsaveis pela resisténcia pri-
maria e secundaria a Gleevec e persisténcia da doenca em pa-
cientes com CML. Além das mutacdes no dominio de base de
BCR-ABL, bombas de influxo e efluxo, receptores de integrina
e citocina, moduladores de apoptose e vias de sinalizacao
envolvendo MAPcinase e beta-catenina estdo implicados. Tendo
esses resultados como guia, seria possivel estabelece perfis
de células de causam a MRD em pacientes individuais por em-
prego do ensaio de proteina BCR-ABL proposto em um formato

de citometria de fluxo de multiplos pardmetros. Essa aborda-
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gem seria anadloga ao perfil celular dev redes de fosfo-
proteina potencializada em células cancerigenas. As "bioas-
sinaturas" dessas células causando MRD poderiam entdo ser
comparadas entre pacientes individuais antes e em resposta
aos varios regimes terapéuticos. Em vista da diversidade de
mecanismos em potencial antecipando curas, o perfil celular
provaria ndo ter valor para assegurar que cada paciente in-
dividual receba a farmacoterapia mais apropriada. Irish, e
outros, Cell 118, 217-228 (2004); Crossman, e outros, Blood
106, 1 133-1 134 (2005); Thomas, e outros, Blood 104 3739-
3745 (2004); Mountford, e outros, Blood 104 Abstract 716
(ASH) (2004); Bueno-da-Silva, e outros, Cell Death Differ.
10, 592-598 (2003); Chu, e outros, Blood 103. 3167-3174
(2004); Aichberger, e outros, Blood 106 Abstract 1987 (ASH)
(2005); Aichberger, e outros, Blood 105, 33003-331 1 (2005) ;
Jamieson, e outros, N Engl J Med 351, 657-667 (2004).

| Aspectos variados e gerais da quimica modelada com
dcido nucléico sdo discutidos a sequir. Informacdes adicio-
nais podem ser encontradas nas Publicacdes de Pedido de Pa-
tente US numeros 2004/0180412 Al (USSN 10/643.752) por Liu e
outros e 2003/01 13738 Al (USSN 10/101 .030) por Liu e ou-
tros.

Exemplo 8. Geracdo de VAarios Corantes Modelados

com Acido Nucléico

Trés oligonucleotideos foram preparados usando
quimica de fosforamidita padrdo e purificados por C18 coluna
de fase inversa (Glen Research, Sterling VA, USA). Oligonu-

cleotideos, portanto grupo 5'-amino (EDC2 e EDC3) foram pre-
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parados usando grupos 5’—Amino—Modificador 5 e Oligonucleo-
tideos portando 3'-amino )EDCl) foram preparados usando 3'-
Amino-Modificador C7 GPC (Glen Research, Sterling VA, USA).
A concentracdao de DNA e DNA conjugado heterociclico foi de-
terminada pela absorvéncia de UV a 260 nm. A contribuicdo da
absorvéncia de UV a 260 nm da fracd3o heterociclica no DNA

conjugado heterociclico era insignificante e ndo foi consi-

derada.

Oligo numero Segiéncia (5'-3') SEQ. 1ID.

EDC1 GTGGT AGTTG GAGCT-NH2 (SEQ. ID. N° 61)
EDC2 H2N~-AGCTCCAACTACCAC | (SEQ. ID. N° 62)
EDC3 H2N-AGATCCCACTAGCAC (SEQ. ID. N° 63)

Sintese dos Precursores Heterociclicos Conjugados

com DNA para Condensacdo de Aldol

O Esquema 14 fornece dois exemplos de sintese de
precursores heterociclicos conjugados com DNA para condensa-
¢cado de aldol.

Esquema 14. Sintese dos Precursores Heterociclicos

Conjugados com DNA 3 e 6

ot I &=
w 110°C, por toda noite __
acido 5-bromovalérico Tocc.owF NaPt, pH 8.6, NMP -

RACL & horas a 37°C
2,3,3<rimetilindolenina
35% de rendlmento 2 g 44% de rendlmentu iniciando do DNA
H 0 oﬁ
-m o [»]
—C 110°C, por toda noite .
N —
/ . ari OCC, OMF
... _ Aacido 5-bromovalérico NaFl, pH 8.6, NMP
tilpiridi .
A-metilpiridina ; er 37°C, thr T por toda a noite a 37°C
1]
4 5 [}
51% de rendimento 45% de rendimento iniciando do DNA

Sintese do composto 1: Ao Aacido 5-bromovalérico
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(2,435 g, 13,45 mmols) foi adicionada 2,3,3-
trimetilindolenina (2,141 g, 13,45 mmols). A mistura de rea-
cdo foi aquecida com agitagdo vigorosa a 110°C por toda noi-
te. O 6leo aglutinante vermelho escuro obtido foi transferi-
do para um extrator Gregar e extraido com EtOAc por toda
noite. Um sélido vermelho claro foi obtido. O sélido foi re-
dissolvido em 30 mL de MeOH. MeOH foi removido sob pressao
reduzida e o residuo remanescente foi tratado com 10 mL de
EtOAc. O sdélido amarronzado foi precipitado e filtrado. O
sb6lido foi lavado com 2 x 50 mL de acetona e 2 x 100 mL de
EtOAc. No total foram obtidas 1.590 g de sdélido amarronzado
claro (35% de rendimento). 'HNMR (DMSO)8ypm: 7,98 (m, 1H),
7,84 (m, 1H), 7,61 (m, 2H), 4,49 (t, 2H), 2,84 (s, 3H), 2,30
(¢, 2H), 1,84 (m, 2H), 1,63 (m, 2H), 1,53 (s, 6H), MALDI-MS
(modo positivo): 260.2419.

Sintese do composto 2: O composto 1 (O,l g, 0,294
mmols), N-hidréxi succinimida (0,068 g, 0,588 mmols) e N,N'~
dicicloexilcarbodiimida (DCC) (0,085 g, 0,11 mmols) foram
precipitados em 1,5 mL de DMF. A mistura de reacdo foi agi-
tada a 37°C por 1 hora. A dicicloexiluréia precipitada (DCU)
foi removida por filtragdo, e o filtrado foi tratado com 15
mL de éter. O sélidQ laranja claro foi lavado trés vezes com
10 - mL de éter e seco sob vacuo por varias Horas. O sdélido
obtido foi usado diretamente para a préxima reacdo. MALDI-MS
(modo positivo): 357.1590.

Sintese do composto 3: A um frasco de centrifuga—
¢cdo de 1,5 mL contendo 20 nmols de DNA (EDC1l) foram adicio-

nados 41,6 ML de O0,1M tampdo fosfato de sdédio (NaPi), pH
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8,6, 41,6 pL do composto 2 em NMP (96 mM) e 41,6 uL de NMP.
O frasco foi colocado em um agitador e agitado por 4 horas a
37°C. A mistura de reagdo foi desalinizada por filtragéo‘em
gel usando Sephadex G-25 e entdo purificada por coluna C18
de fase inversa. Um total de 8,81 nmols do produto desejado
foram obtidos (44% de rendimento). LC-MS (modo negativo):
calculado para Ci72H221Ngo096P15 (monoisotdpico): 1024.4070 [M-
5H]7°; 1280.7473 [M-4H]™* Encontrado: 1024.3986 [M-5H]%;
1280.7473[M-4H]*

Sintese do compostQ 4 (procedimento semelhante do
composto de sintetizacao 15: 4-metilpiridina (1,245 g, 13,37
mmols) e 4acido 5-bromovalérico (2.4203 g, 13,37 mmols) aque-
cida com agitacdo vigorosa a liO°C por toda noite. Foram a-
dicionados 50 mL de EtOAc ao éleo viscoso. Um sélido borgo-
nha obtido foi rompido e lavado extensivamente com EtOAc e
acetona. O sélido foi filtrado e seco sob vacuo para forne-
cer 1,886 g de 4 como um sélido branco (51% de rendimento).
'"H NMR (CD3OD )8pm: 8,84 (d, 1H), 7,96 (d, 1H), 4,6 (t, 2H),
2,69 (s, 3H) 2,40 (t, 2H), 2,05 (t, 2H) 1,65 (m, 2H). MALDI-
MS (modo positivo): 194.1457.

Sintese do composto 5: O composto 5 foi sintetiza-
do seguindo-se o mesmo procedimento de sintese do composto 2
e foi usado diretamehte para conjugacdo de DNA sem precipi-
tagdo de éter. MALDI-MS (modo positivo): 291.1605.

Sintese do composto 6: Seguindo-se o procedimento'
geral de marcag¢do do DNA, 20 nmol de DNA (EDC1) foram reagi-
dos com o composto 5, por toda a noite, a 37°C para fornecer

9,05 nmol de DNA 6 conjugado com piridinio puro (45% de ren-
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dimento) . LC-MS {modo negativo) : calculado para
C168H217N50096P15 (monoisotépico) : 1264.2385 [M—4H}4_; 1685.9872
[(M-3]°" Encontrado: 1264.2313 [M-4H]*; 1685.9871[M-3H]%"

Sintese de Precursores de Aldeido Conjugados com

DNA para Condensagdo de Aldol e Reagdo de Wittig

O Esquema 15 e o Esquema 16 mostram dois exemplos
de introduc¢do da funcionalidade do 4cido aos heterociclicos
através de quaternizagdo de N. O Esquema 17 fornece um exem-
plo de éonverséo de um grupo ciano em um grupo &acido para
conjugagdo com DNA.

Esquema 15: Sintese de aldeido heterociclico nio

quaternario para conjugacdo de biopolimero

OH - o
ONa ’
° ONa
POCly, OMF
NaOH, H,0 , NaOH, H,0
e ————ttte

N
~N

86% de rendimento 16% de rendimento

Esquema 16: Sintese de Aldeidos Heterociclicos

Quaternarios para Conjugacdo de Biopolimero
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IR ) ZnB
C[}—cuo . ’:}F.\NX 12)2nt:i; ©:Q‘\—E - pMeCgH,SOH C[J—\\_{J

Benzotiazol-2-

carbaldeido .
H

ettt i 6‘
GN tosilato de piridinio,
©: . acetona, agua, aquecimento
N
8P

L3 )

Esquema 17: Sintese de Aldeidos Aromdticos Substi-

tuidos com Amino Conjugados com DNA

S § &G s

reﬂuxo 2 horas O NaPI pH 8.6, NMP -

\CN COOH 37 ec 1 hr o Ppor toda noite a 37°C e
N-metil-N-cianoetil- : 12 1 )j}
4-aminobenzaldeido 62% de rendimento . S oo’% % 440/ se rengimenta

Cl
ﬂﬂﬁk
o,
@j%
o, N
o ”
0
HN—{EDC3 ]

15
49% de rendimento

Sintese do composto 7: Uma mistura de 1 (0,25 g,
0,735 mmol) e hidréxido de sdédio (0,039 g, 0,970 mmol) foi
dissolvida em 1,9 m de dgua e agitada vigorosamente a tempe-
ratura ambiente. Apés 3 horas, a mistura de reacdo foi car-
regada diretamente em uma Cl8 coluna de fase inversa de 4,3
g RediSep. A coluna foi lavada primeiro com &gua para reti-
rada do excesso de sal e entdo com acetonitrila para eluir o
produto. Um total de 0,178 g do produto foram obtidos (86%

de rendimento). 'H NMR (DMSO)8ym: 7,11 (dd, 1H), 7,05 (dt,
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1H), 6,66 (dt, 1H), 6,61 (dd, 1H), 3,85 (d, 2H), 3,45 (t,
2H), 1,48 (m, 4H), 1,88 (t, 2H), 1,24 (s, 6H). (Wang, e ou-
tros, Dyes and Pigments 2003, 57, 171-179).

Sintese do composto 8: Em um frasco de vidro de 4
mL com septo de PTFE/silicone sob Ar foram adicionados 300
UL de DMF anidro. O frasco e seu conteldo foram resfriados
em um banho de gelo-sal por 10 minutos, entdo 84 uL de oxi-
cloreto de fésforo foram adicionados. Apés mais 10 minutos,
uma solugdo do composto 7 (0,15 g, 0,533 mmol) em 300 uL de
DMF foi adicionada lenatmente. A solucdo se tornou viscosa.
0 fraséo foi transferido para um agitador pré-aquecido a
37°C e agitado por mais 45 minutos. 200 mg de gelo foram a-
dicionados é mistura de reagdo com agitacdo cuidadosa, se-
guido por 450 mg de NaOH em 1,2 mL de Agua. A suspensdo re-
sultante foi primeiro purificada por uma Cl8 coluna de fase
inversa RediSep de 12 g em um sistema de Cromatografia Com-
biFlash Companion (Teledyne ISCO) (acetonitrila/4gua) e en-
tdo por cromatografia de camada fina de semi-preparacio
(sistema solvente: 70:29:1 CHyCl, : MeOH: AcOH). Um total de
26 mg de produto puro foram obtidos (16% de rendimento). H
NMR (CD20D)8ppm: 9,79 (d, 1H), 7,35 (d, 1H), 7,35 (d, 1H),
7,31 (t, 1H), 7,11 (t, 2H), 5,51 (d, 1H) 3,85 (t, 2H), 2,25
(t, 2H), 1,73 (m, 4H), 1,65 (s, 6H). (Wang, e outros., Dyes
and Pigments 2003, 57, 171-179).

Sintese do composto 9: A uma solucdo de benzotia-
zol-2-carbaldeido (102 mg, 0,623 mmol) e ZnBr, (140 mg,
0,623 mmol) em 1,5 mL de THF foi adicionada uma solucdo de

(E)—N—(2,2—bis(trimetilssilil)etilideno)—2—metilpropan—2—
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amina (167 mg, 0,685 mmol) em THF (0,3 mL) gota a gota a
temperatura ambiente. Apds ser agitada por 2 horas, a mistu-
ra resultante foi hidrolisada por adicdo de uma solucdo a-
quosa de ZnCl2 (297 mg em 2,2 mL de &gua) e éter (2,56 mL)
(a extensdo da hidrdélise foi monitorada por andlise de
HPLC) . THF foi removido por uma corrente de Ar. A camada a-
quosa foi extraida com CH,Cl,. Apds secagem sobre MgSQO4, o©
produto bruto foi purificado por uma coluna de gel de silica
RediSep de 12 g em um sistema de cromatografia CombiFlash
Companion (EtOAc/hexanos). 97 mg do produto foram obtidos
(82% de rendimento). 'H NMR (CD3C1)8gpm: 9,8 (d, 1H), 8,1(d,
i8), 7,9 (d, 1H), 7,7 (d, 1H), 7,6 (t, 1H), 7,5 (t, 1H), 6,9
(dd, iH). (Bellassoued, e outros., A. J. Org. Chem. 1993,
58, 2517-2522)

Sintese do composto 12: Em um frasco de forma re-
donda de 50 mL contendo N-metil-N-cianoetil-4-
aminobenzaldeido (1,024 g, 5,44 mmol) foram adicionados 27,2
mL de solugdo 5N NaOH e 6,8 mL de H20, a 30%. A mistura de
reacao foi refluxada por 2 horas. Apds resfriamento, a mis-
tura de reac¢do foi neutralizada por adicdo de HCl concentra-
do (37%, peso), e extraida com 2 x 100 mL de EtOAc e 1 x 100
mL de CHyCl,. As camadas organicas foram combinadas e lava-
das uma vez com 50 mL de salmoura e concentradas a secura. O
produto bruto foi purificado por uma coluna de gel de silica
RediSep de 40 g em um sistema de'cromatografié CombiFlash
Companion (EtOAc/MeOH); Um total de 0,702 g de sdélido de cor
rosa claro foi obtido (62%). Electrospray MS: M+H 208,0735.

(Brady, e outros, J. Biol. Chem. 2001, 276, 18812-18818).
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Sintese do composto 13: O composto 13 foi sinteti-
zado, seguindo-se o mesmo procedimento de sintetizacdo do
composto 2 e foi usado diretamente para conjugacdo de DNA
sem precipitacdo de éter.

Sintese do composto 14: Seguindo-se o procedimento
geral de marcagao com DNA, 20 nmol de DNA (EDC2) foram rea-
gidos com o composto 13, por toda a noite, a 37°C,>para for-
necer 8,8 nmol de 14 (44%) . LC-MS: Calculado para
C158H204N57091P15 (monoisotépico): 1203.9710 [M-4H]%; 1605.6309
[M—3H]} Encontrado: 1203.9664 [M—4H]“; 1605.6305 [M-BH]}

Sintese do composto 15: Seguindo-se o procedimento
geral de marcagdo com DNA, 20 nmol de DNA (EDC3) foram rea-

gidos com o composto 13, por toda a noite, a 37°C, para for-

necer 9,7 nmol de 15 (49%). LC-MS: Calculado para
C159H204N59091 P15 (monoisotépico) : 1213.9725 [M-4H]*";
1618.9660  [M-3H]®" Encontrado: 1213.9620 [M-4H]%;

1618.9590 [M-3H]>"

Sintese de Precursores para Reagdo de Wittig e

Horner

Um exemplo de sintetizacdo de sal de fosfénio aro-
matico substituido com amino foi apresentado (Esquema 18)
aqui, empregando um procedimento conveniente de um recipien-
te, sem isolamento do reagente haleto.

Esquema 18: Sintese do Sal de Fosfdnio Aromdtico

Substituido com Amino
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(CH,O),, Nal, H,O/AcOH, PPhyl

N tolueno, refluxo, por toda noite

L P< . ’
Julolidina Ph™ "Ph - - 4 COOH

Sintese do composto 16: A uma solucdo de julolidi-
na (0,97 g, 5,60 mmol), A&cido 4-(difenilfosfino)benzédico
(1,715 g, 5,60 mmol) e aldeido paraférmico (0,168 g) em 8 mL
de tolueno foram adicionados NaI (0,84 g, 5,60 mmol), agua
(0,397 mL) e HOAc (1,13 mL). A mistura foi refluxada por to-
da noite. Apdés adicdo de 15 mL de &gua, a mistura de reacdo
foi extraida duas vezes com CH,Cl,. A camada de CH,C1l, combi-
nada foi lavada duas vezes com NaHCO; saturado, entdo uma
vez com agua e seca sobre NaySO;. Apds remocgdo do solvente,
o residuo foi purificado por uma coluna de gel de silica Re-
diSep de 40 g em um sistema de cromatografia CombiFlash
Companion (EtOAc/hexanos). Foram obtidos 1,77 g de sdélido
amarelo (51% de rendimento). 'H NMR (CD3Cl)6m@: 8,01 (dd,
2H), 7,86 (t, 2H), 7,77 (m, 4H), 7,62 (m,4H), 7,52 (m, 2H),
6,20 (s, 2H), 4,77 (d,2H), 3,03 (t, 4H), 2,36 (t,4H), 1,75
(m, 4H), MS (modo positivo): 492,205

Geragdo de Peolimetina Através da Condensacdo de

Aldol na Condigdo Aquosa

Embora a maior parte dos dados da literatura pre-
cedente indiquem que a condensacdo do aldol apenas acontece
em condigles severas (refluxo de etanol em condicdo basica),
nés mostramos aqui dois exemplos onde o precursor heteroci-
clico N-quaterndrio portando hidrogénio ativo participa da

condensacado do aldol em condigdo aquosa branda. No Esquema
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19, apdés mistura do composto 1 e 12 no tampéo aquoso por
poucos minutos, uma cor purpura profunda foi observada. A
analise da massa indica a formacdo do produto de condensacao
de Aldol (Figura 35) e a mistura de reacdo diluida mostra a

5 fluorescéncia do corante hemicianina caracteristica (Figura
36, Excitagdo: 543 nm e Emissdo: 586 nm). O Esquema 20 ilus-
tra outro exemplo de condensagdo de aldol em condigdes aquo-
sas, onde o produto de hemicianina purificado exibe fluores-
céncia em 615 nm (Excitagdo a 540 nm, Figura 37).

10 Esquema 19. Condensacdo de Aldol dos Compostos 1 e

12 na Condigdo Agquosa

Q N '
OH © 0.1 M NaPi,pH N Q \
OH 10.0, etanol a 30%_ - Q
Wrgem{gga ambiente,
T oo ) ~AUrinstos on
'e =} \ A eB'
1 . 12 : 17
Massa exata: 260,16 Massa exata: 207,09 : H o

Massa exata: 449,24

Esquema 20. Condensagdo de Aldol de Julolidina e

Benzotiazdélio em Condigdo Aquosa

: s
eHo s 0.1 M NaPi, pH 10.0 x \ﬁ@
N : O: R:/>_ etanol a30% , 30% NMP N -

| r temperatura ambiente,

. : 1 hora 18
Julolidina iodeto de 2,3- Massa exata: 347,16
dimetilbenzotiazol observada: 347,1508

Geragdao de Polimetina Através da Reacdo Modelada

15 com Acido Nucléico

O Esquema 21 ilustra um exemplo da condensacdo de
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aldol modelada com &cido nucléico entre o composto 3 e o
composto 14. Apds incubagdo por toda noite a 37°C, analise
LC-MS do produto mostrou a formacdo do corante polimetina
(Figura 38).

Esquema 21. Condensacdo de Aldol Programada com

DNA Entre o Composto 2 e o Composto 14

o CHO
] 0.1 MNaPij, pH 10.0
X . - 879G
‘ 7Y° '
s (]

14

INCORPORACAO COMO REFERENCIA

A revelacdo completa das publicacdes e documentos
de patente referidos aqui é incorporada como referéncia, em
sua totalidade, para todos os fins, do mesmo modo como se
cada publicagdo e documento de patente tivesse sido indicado
aqui individualmente.

EQUIVALENTES

A invengdo pode ser concretizada em outras formas
especificas, sem com isto fugir do espirito ou caracteristi-
cas essenciais da mesma. As modalidades precedentes devem,
portanto, ser consideradas e todos os aspectos como ilustra-
tivas, ndo.limitando a invengdo descrita aqui. O escopo da
invengdo é assim indicado pelas reivindicagdes apensas, ao
invés da descrigdo precedente e todas alteracdes que se en-

contrem dentro do significado e faixa de equivaléncia das
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reivindicagdes serdo entendidas como sendo englobadas.
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REIVINDICACOES

1. Método para detecgdo de uma seqiiéncia de nucle-
otideos alvo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) fornecer (1) uma primeira sonda compreendendo
(1) uma primeira seqiiéncia de nucleotideos e (ii) um primei-
ro grupo reativo ligado a primeira seqliéncia de oligonucleo-
tideos, e (2) uma segunda sonda compreendendo (i) uma segun-
da seqiéncia de oligonucleotideos e (ii) um segundo grupo
reativo ligado a segunda seqiiéncia de oligonucleotideos, on-
de a primeira seqiiéncia de oligonucleotideos e a segunda se-
quiéncia de oligonucleotideos s&o complementares a duas regi-
des separadas do nucleotideo alvo;

(b) combinar a primeira sonda e a segunda sonda
com uma amostra a ser testada quanto a presencga da seqiéncia
de nucleotideos alvo sob condigdes em que a primeira sonda e
a segunda sonda hibridizem para suas respectivas regibes
complementares da seqliéncia de nucleotideos alvo, se presen-
te na amostra, trazendo, desta forma, o primeiro grupo rea-
tivo e o segundo grupo reativo a uma proximidade reativa; e

(c) detectar uma reac¢do entre o primeiro grupo re-
ativo e o segundo grupo reativo, determinando, assim, a pre-
senga da seqiéncia de nucleotideos alvo.

2. Método, de acordo com a reivindicacgcdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o produto da reagdo do pri-
meiro grupo reativo é do segundo grupo reativo compreende
uma fracdo cromdéfora ou fluorescente.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 2,

CARACTERIZADO pelo fato de que o produto da reagdo do pri-



10

15

20

25

meiro grupo reativo e do segundo grupo reativo compreende
uma fracdo fluorescente.

4, Método, de acordo com a reivindicacgdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fragcdo fluorescente é sele-
cionada do grupo consistindo em corantes de cianina, coran-
tes de hemocianina e corantes de coumarina.

5. Método, de acord§ com a reivindicacdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fragdo fluorescente é um
corante de polimetina.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reagdo do primeiro grupo
reativo e do segundo grupo reativo é pelo acoplamento quimi-
co do primeiro grupo reativo e do segundo grupo reativo.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fragdo croméfora ou fluo-
rescente esta covalentemente ligada a uma ou ambas primeira
sonda e segunda sonda.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fracdo croméfora ou fluo-
rescente nao estéd covalentemente ligada & primeira sonda,
nem a segunda sonda.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reacdo do primeiro grupo
reativo e do segundo grupo reativo resulta na liberacdo de
um co-fator de enzima.

10. Método para detecgcdo de uma seqiéncia de nu-
cleotideos alvo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) fornecer um conjunto de pares de sondas, cada
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par de sondas compreendendo (1) uma primeira sonda compreen-
dendo (i) uma primeira seqiiéncia de oligonucleotideos e (ii)
um primeiro grupo reativo ligado a primeira seqiiéncia de o-
ligonucleotideos, e (2) uma segunda sonda compreendendo (i)
uma segunda seqiiéncia de oligonucleotideos e (ii) um segundo
grupo reativo correspondente ligado a segunda seqgiiéncia de
oligonucleotideos, onde a primeira seqiéncia de oligonucleo-
tideos e a segunda seqiéncia de oligonucleotideos s&o com-
plementares as duas regides separadas do nucleotideo alvo;

(b) combinar o conjunto de pares de sondas com uma
amostra a ser testada quanto a presenca da seqiéncia de nu-
cleotideos alvo sob condig¢des onde cada uma das primeiras
sondas e segundas sondas dos pares de sondas hibridizam para
sua respectiva regido complementar da seqliéncia de nucleoti-
deos alvo, se presente na amostra, trazendo, desta forma, os
pares correspondentes dos primeiros e segundos grupos reati-
vos a uma proximidade reativa; e

(c) detectar uma ou mais reagdes entre os pares
dos primeiros grupos reativos e dos segundos grupos reativos
correspondentes, determinando, assim, a presenca da seqiién-
cia de nucléotideos alvo.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o nUmero de pares'de sondas
estd entre 2 e 10.000.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o numero de pares de sondas
estd entre 5 e 5.000.

13. Método, de acordo com a reivindicag¢do 10,
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CARACTERIZADO pelo fato de que o numero de pares de sondas
estd entre 10 e 1.000.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que as reagdes entre os primeiros
grupos reativos e os segundos grupos reativos sdo idénticas
ao longo dos pares de sondas.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que as rea¢des entre os primeiros
grupos reativos e os segundos grupos reativos corresponden-
tes ndo sdo todas idénticas ao longo dos pares de sondas.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a hibridizacdo dos pares de
sondas para sedqiiéncia de nucleotideos alvo ocorre sob condi-
¢Oes substancialmente idénticas e simultaneamente.

17. Método para realizar uma quimica moldada com
dcido nucléico, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
realizar multiplas rea¢des quimicas moldadas com acido nu-
cléico moldadas por uma Unica seqiiéncia de nucleotideos.

18. Método, de acordo com a reivindicacédo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que as multiplas reag¢des quimicas
moldadas com &cido nucléico acontecem em condigdes substan-
cialmente similares.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que as multiplas reag¢des quimicas
moldadas com &cido nucléico acontecem substancialmente de
modo simulténeo.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,

CARACTERIZADO pelo fato de que as multiplas reag¢des gquimicas
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moldadas com acido nucléico sdo reacdes idénticas.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que as multiplas reacgdes quimicas
moldadas com &cido nucléico ndo sd&o reagdes idénticas.

22. Método para detecgdo de um alvo biolégico,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) fornecer uma primeira sonda, a primeira sonda
compreendendo (i) uma primeira fracdo de ligagdo tendo afi-
nidade de ligagdo com o alvo bioldégico, (2) uma primeira se-
quiéncia de oligonucleotideos, (3) um primeiro grupo reativo
associado a primeira seqliéncia de oligonucleotideos;

(b) fornecer uma segunda sonda, a segunda sonda
compreendendo (1) uma segunda fracdo de ligacdo tendo uma
afinidade de ligagdo com o alvo biolégico, (2) uma segunda
seqiliéncia de oligonucleotidéos, e (3) um segundo grupo rea-
tivo associado a segunda seqliéncia de oligonucleotideos, on-
de o segundo oligonucleotideo é capaz de hibridizar-se para
a primeira seqiiéncia de oligonucleotideos e o segundo grupo
reativo é reativo com o primeiro grupo reativo quando trazi-
dos a uma proximidade reativa;

(c) combinar a primeira sonda e a segunda sonda
com uma amostra a ser testada quanto a presenca do alvo bio-
légico sob condig¢des onde as primeira e segunda fracgdes de
ligagdo se ligam ao alvo bioldgico;

(d) permitir que o segundo oligonucleotideo hibri-
dize para o primeiro oligonucleotideo para trazer os primei-
ro e segundo grupos reativos a uma proximidade reativa; e

(e) detectar uma reacgdo entre os primeiro e segun-
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do grupos, determinando, assim, a presen¢a do alvo bioldgico.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a primeira sonda compreende
ainda um primeiro ligante entre a primeira fragdo de ligagéo
e a primeira seqiiéncia de oligonucleotideos.

24. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a segunda sonda compreende
ainda um segundo ligante entre a segunda fracdo de ligacdo e
a segunda seqliéncia de oligonucleotideos.

25. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o alvo bioldgico é uma prote-
ina.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de gque o alvo bioldgico é um autoan-
ticorpo.

27. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o alvo bioldgico é uma célula.

28. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma dentre as pri-
meira e segunda fra¢des de ligagao é um anticorpo para o al-
vo biolégico.

29. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fragbdes de ligagdo sdo anticorpos para o alvo bioldgico.

30. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma dentre as pri-
meira e segunda fragdes de ligagdao ndo é um anticorpo para o

alvo biolégico.
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31. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma dentre as pri-
meira e segunda fragdes de ligagdo é um aptamero que se liga
ao alvo biolégico.

32. Método, de acordo com a reivindicacado 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fracdes de ligacdo sdo aptémeros que se ligam ao alvo biold-
gico.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma dentre as pri-
meira e segunda fragdes de ligagdo é um pequeno ligante de
molécula.

34. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fragdes de ligacdo s&o pequenos ligantes de molécula.

35. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a primeira seqgiiéncia de oli-
gonucleotideos e a segunda seqiiéncia de oligonucleotideos
compreendem uma regido complementar com 6 a 30 bases.

36. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reacdo entre os primeiro e
segundo grupos reativos produz uma fragdo fluorescente.

37. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reacdo entre os primeiro e
segundo grupos reativos produz uma fragdo croméfora ou qui-
miolumineséente.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 22,

CARACTERIZADO pelo fato de que na auséncia do alvo biolédgico
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na amostra, nenhuma reacdo substancialmente detectdvel ocor-
re entré 0s primeiro e segundo grupos reativos.

39. Método para detecgcdo de um alvo bioldégico,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) fornecer um complexo de ligagdo do alvo biold-
gico com uma primeira sonda compreendendo (1) uma primeira
fragcdo de ligacdo possuindo afinidade de ligacdo com o alvo
bildégico, (2) uma primeira seqiiéncia de oligonucleotideos, e
(3) um primeiro grupo reativo associado a primeira seqiiéncia
de oligonucleotideos;

(b) colocar o complexo de ligacdo de (a) em con-
tato com uma segunda sonda, a segunda sonda compreendendo
(1) uma segunda fracdo de ligacdo possuindo afinidade de 1li-
gagdo com o alvo biolédégico, (2) uma segunda seqliéncia de o-
ligonucleotideo, e (3) um segundo grupo reativo associado a
segunda sequéncia de oligonucleotideo, onde o segundo oligo-
nucleotideo é capaz de hibridizar para a primeira sequéncia
de oligonucleotideo e o segundo grupo reativo é reativo com
0 primeiro grupo reativo quando se traz para dentro da pro-
ximidade reativa um do outro;

(c) permitir que o segundo oligonucleotideo hibri-
dize para o primeiro oligonucleotideo para trazer o primeiro
e segundo grupos reativos a uma proximidade reativa; e

(d) detectar uma reagdo entre os primeiro e segun-
do grupos reativos, desse modo, determinando a presenca do
alvo bioldgico. -

40. Método para detecgdo de um alvo biolégico,

CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:
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(a) ligar ao alvo bioldégico uma primeira e uma se-
gunda sonda, onde

(1) a primeira sonda compreende (i) uma primeira
fracdo de ligagédo possuindo afinidade de ligagdo com o alvo
biolégico, (ii) uma primeira seqiiéncia de oligonucleotideos,
e (iii) um primeiro grupo reativo associado com a primeira
seqliéncia de oligonucleotideos e

(2) a segunda sonda compreende (i) uma segunda
fragcdo de ligacdo possuindo afinidade de ligacdo com o alvo
biolégico, (ii) uma segunda seqgliéncia de oligonucleotideo, e
(iii) um segundo grupo reativo associado a segunda seqiiéncia
de oligonucleotideo, onde o segundo oligonucleotideo é capaz
de hibridizar para a primeira seqliéncia de oligonucleotideo
e o segundo grupo reativo é reativo com o primeiro grupo re-
ativo quando trazido para dentro da proximidade reativa um
do outro;

(b) permitir que o segundo oiigonucleotideo hibri-
dize para a primeira seqiéncia de oligonucleotideo para
trazer os primeiro e segundo grupos reativos a uma proximi-
dade reativa; e

(c) detectar uma reagdo entre os primeiro e segun-
do grupos reativos, desse modo, determinando a presenca do
alvo bioldgico.

41. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que a primeira sonda compreende
um primeiro ligante entre a primeira fragdo de ligacdo e a

primeira seqiiéncia de oligonucleotideo.
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42. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que a segunda sonda compreende um
segundo ligante entre a segunda fracdo de ligacdo e a segun-
da seqiéncia de oligonucleotideo.

43. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que o alvo bioldgico é uma prote-
ina.

44. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que o alvo bioldégico é um auto-
anticorpo.

45, Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que o alvo bioldégico é uma célula.

46. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma das primeira e
segunda frag¢des de ligagdo é um anticorpo para o alvo biold-
gico.

47. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fracdes de ligagdo sdo anticorpos para o alvo biolégico.

48. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma das primeira e
segunda frag¢des de ligagcdo ndo é um anticorpo para o alvo
bioldgico.

49. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma das primeira e
segunda fracgdes de ligagdo & um aptamero que se liga ao alvo
biolégico.

50. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
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CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fragcdes de ligagdo s&do aptémeros que se ligam para o alvo
biolégico.

51. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma das primeira e
segunda frag¢des de ligagdo é um pequeno ligante de molécula.

52. Método, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as primeira e segunda
fragdes de ligacdo sdo pequenos ligantes de moléculas.

53. Método, de acordo com a reivindicagdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que a primeira seqiiéncia oligonu-
cleotidica e a segunda seqgliéncia oligonucleotidica compreen-
dem uma regido de complementaridade de 6 a 30 pares de base.

54. Método para detectar um alvo biolédgico,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) fornecer uma primeira sonda, a primeira sonda
compreende (1) uma primeira fracdo de ligacdo tendo afinida-
de de ligagdo ao alvo bioldgico, e (2) uma primeira seqiién-
cia oligonucleotidica de cédigo zip:;

(b) fornecer uma segunda sonda, a segunda sonda
compreende (1) uma segunda fragdo de ligacdo tendo afinidade
de ligagdo a um alvo bioldgico, e (2) uma segunda seqiiéncia
oligonucleotidica de cdédigo zip,

onde a primeira sonda é hibridizada para uma pri-
meira sonda repérter que compreende (1) um seqgiiéncia de cd-
digo anti-zip de oligonucleotideos complementares a primeira
seqléncia oligonucleotidica de cédigo zip (2) um primeiro

oligonucleotideo repdérter, e (3) um primeiro grupo reativo;
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onde a segunda sonda € hibridizada para uma segun-
da sonda repdrter compreendendo (1) uma seqiiéncia de cdédigo
anti-zip de oligonucleotideos complementares a uma segunda
seqliéncia de cédigo zip zip de oligonucleotideos, (2) um se-
gundo oligonucleotideo repérter, e (3) um segundo grupo rea-
tivo;

onde o segundo oligonucleotideo repdérter é capaz
de se hibridizar a uma primeira seqiiéncia oligonucleotidica
repérter e o segundo grupo reativo é reativo com o primeiro
grupo reativo quando colocado em proximidade reativa de um
outro;

(c) colocar em contato as primeira e segunda son-
das com a amostra a ser testada quanto a presenca do alvo
bioldégico;

(d) permitir as primeira e segunda sondas a se li-
garem ao alvo bioldégico, se presente na amostra, por meio do
qual o segundo oligonucleotideo repdérter hibridiza para a
primeira seqiéncia oligonucleotidica repdrter para trazer o
primeiro e segundo grupos reativos a uma proximidade reati-
va; e

(e) detectar uma reagdo entre os primeiro e segun-
do grupos reativos e, desse modo, determinar a presenga do
alvo biolégico.

55. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que as primeira e segunda fracdes

de ligac¢ao sdo anticorpos.
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56. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que as primeira e segunda fracdes
de ligagdo séo aptameros.

57. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que as primeira e seqgunda fracgdes
de ligagdo sdo pequenos ligantes de moléculas.

58. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que a quimica repdérter entre os
primeiro e segundo grupos reativos gera uma polimetina ou um
derivado da mesma.

59. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que a quimica repdrter entre os
primei:o e segundo grupos reativos gera uma cianina ou um
derivado da mesma.

60. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reagdo entre os primeiro e
segundo grupos reativos ¢é uma reacgdo de Wittig.

61. Método, de acordo com a reivindicacdo 54,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reagdo entre os primeiro e
segundo grupos reativos é uma reacdo de condensacdo de al-
dol.

62. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1-61, CARACTERIZADO pelo fato de que a reacdo entre
0s primeiro e segundo grupos reativos produz uma fracdo de
fluorescente.

63. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-

dicag¢des 1-61, CARACTERIZADO pelo fato de que a reacdo entre
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0s primeiro e segundo grupos reativos produz uma fracdo qui-
mioluminescente ou croméfora.

64. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacgdes 1-61, CARACTERIZADO pelo fato de que a o método nédo
inclui ligag¢do enzimadtica da primeira e/ou da segunda se-
quéncias oligonucleotidicas.

65. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1-61, CARACTERIZADO pelo fato de que o método néo
inclui 1ligacdo quimica da primeira e/ou da segunda seqién-
cias oligonucleotidicas.

66. Kit, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
uma ou mais sondas conforme definidas em qualguer um dos mé-
todos conforme definidos nas reivindicac¢des 1-65.

67. Kit, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
duas ou mais sondas conforme definidas em qualquer um dos
métodos conforme definidos nas reivindicacgdes 1-65.

68. Kit Util para detecgdo de uma analito bioldgi-
co, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) uma primeira sonda que compreende (1) uma pri-
meira fragdo de ligac¢do tendo afinidade de ligacdo ao anali-
to biolégico; (2) uma primeira seqiéncia oligonucleotidica,
e (3) um primeiro grupo reativo associado com a primeira se-
qliéncia oligonucleotidica; e

(b) uma segunda sonda que compreende (1) uma se-
gunda fracdo de ligagdo tendo afinidade de liga¢do a um ana-
lito bioldgico, (2) uma segunda seqiéncia oligonucleotidica,
e (3) um segundo grupo reativo associado com a segunda se-

gliéncia oligonucleotica, onde o segundo oligonucleotideo é
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capaz de hibridizar para a primeira seqiiéncia oligonucleoti-
dica e o segundo grupo reativo é reativo com o primeiro gru-
po reativo quando colocado em proximidade reativa um com o
outro.

69. Kit util para detecgdo de um analito bioldégi-
co, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) uma primeira sonda, a primeira sonda compreen-
dendo (1) uma primeira fracgdo de ligacdo possuindo afinidade
de ligagdo ao alvo biolédégico, e (2) uma primeira seqiiéncia
de cédigo zip de oligonucleotideo;

(b) uma segunda sonda, a segunda sonda compreen-
dendo (1) uma segunda fracdo de ligacdo possuindo afinidade
de ligag¢do ao alvo bioldgico, e (2) uma segunda seqiéncia de
cédigo zip de oligonucleotideo, onde a primeira sonda é hi-
bridizavel para uma primeira sonda repdrter compreendendo
(1) uma seqiéncia de cdédigo anti-zip de oligonucleotideos
complementares para a primeira seqliéncia de cédigos zip de
oligonucleotideo, (2) um primeiro oligonucleotideo repbrter,
e (3) um primeiro grupo reativo;

| onde a segunda sonda é hibridizavel a uma segunda

sonda repérter compreendendo (1) uma seqiéncia de cdédigo an-

ti-zip de oligonucleotideos complementares para a segunda

seqiéncia de cédigo zip de oligonucleotideo, (2) um segundo
oligonucleotideo repdrter, e (3) um segundo grupo reativo;

onde o segundo oligonucleotideo repdrter é capaz

de hibridizar para a primeira seqiiéncia de oligonucleotideo

repdérter e o segundo grupo reativo é reativo para o primeiro
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grupo reativo quendo trazido para dentro da proximidade rea-

tiva um do outro.
70. Kit,
CARACTERIZADO pelo
tectado compreende
71. Kit,
CARACTERIZADO pelo

tectado compreende

de acordo com a reivindicagao 68 ou 69,
fato de que o analito bioldgico a ser de-
uma proteina de fusédo.

de acordo com a reivindicacdo 68 ou 69,
fato de que o analito bioldégico a ser de-

interagdo proteina-proteina.
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0100 MY

RESUMO
“BIODETECCAO POR QUIMICA MODELADA COM ACIDO
NUCLEICO” |
A 1invencéo fotnece composicdes e métodos para a
deteccdo de alvos biolégicos (e.g., acidos nucleicos e pro-
teinas) . por quimica modelada com &cido nucléico, por exem-
plo, péla geracao de sinais florescentes, gquimiluminescentes

e/ou cromoférico.
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