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RES UEGD

& invengBo refereese a processos e composigBes para o mancha-
mento especifico de cromossomas baseades em sequlncias de del-
do nuclefco contidas em amostras de Aeido nuelefco. Os referi-
processog produzen modeles de manchas gue podem ser ajustados
para anilises citogenfticas especificas. As mencionadas amos-
tras s8o adequadas pera a hibrldizag8o "in sita™ e pancham,
tanto o material eromossdmico em interfase como enm metafase,
com sinais dignos de confianga. As amostras de Scido nuclefeo
t8m tipicamente uma complexidade superior a 50 kb, dependendo
a complexidade da aplicacHo citogenéilca. Froporcionam-se pro-
cesnps & reagenies para a detecclo de rearranjos genéticos.

pars a aplicagBo na detecgdo dos rearranjos genéticos, espeei-
almente para usc na citogenftica dos tumores, na detecgdo de
aftios relacionades com doengas, especificemente cancro, ials
como a lescemiz miclogéniea crfnica {CHL) o para a dosimetria

quisa citogendtica, para s diferenciacfio de doengas citegenetice~
mente semglhantes, was geneticamente diferentes, g para mulias
aplicagBes em disgndstico e progndstice, Além disso, propor-
ciona-8e um Processc para a prepersgfo ¢ a apllieagfo de amose
tras de 4cido nucléfco de wma cadeia, especificas dos cromossol
mas, & ADH asshelado, de cadeia dupla.

0 Governo dos TEstados Unidos tem direitos sobre a presente in-
venglo de acorde com o Contratc n?, UeT405«ENG-48 entre o i

Proporcionam-se amosiras ¢ estojos para a realizagfo de ansaiar

biolégica. Descreven~se 08 processos € 08 reagentes para a pes-
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nistério 8a Bnergia Americanc e a Universidade da Califfenia,
para a operacfic do Lawrence Livermore National Laboratory.

|| Bomfnio da InvencHo

A presente invengBo refere-se de uma maneira geral, a0 campe
dos citogendticos e, mais particularmente, ac campo dos ciiow
gendticos moleculares. A invencBo refers-se a méiodos, pare
identificar & classificar cromosgomas, sinda mais em particu
lar, a presente invenglo refeve-se a amostras de felido nuclelw
oo gue podem ser designadas pelos processes aqui descritos paw
ra produzir distribuicles de coloraghc que se podem csiender
ao longo de um ou mais cromossomas totais, e/on ao longe de
ume. regifio ou regifies num ou mals cromossomas, ineluindo amos-
tras 8e coloragBo que se estendem sobre todo ¢ genoma. 05 modge
los de oploracHe podem ser talkados para gualquer aplicagfo
aiﬁ&geﬁéti&a desejeda, incluindo aplicagBes pré-natai 'Vs;,‘ de
fumores, e aplicacBes citogendticas relacionadas com doengas
enire putras. A invengfSo proporeciona composicles de amostras
de Zeido nuelefco 2 métodos de coloracBo de cromosaomes ©om ag
mesmas, & fim de identificar eromossomas normais e anormali-
dades cronossdumicas om sequlncias de metafase e en nidcleos de
interfase. 08 modeles de manchamento que produzem as amosiras
da presente invencBo facilitam a identificagBio microscipiea
e/ou clitométrica de passagenm de cromossomas normeie e anormal
e a caracterizacio da naturveza genética das snormalidades em
particular. '

Tmboras a malor parte dos exemplos agul descrites digam respel-
%0 a croumossomas provenientes de seres humanos, € & umalor pare
te da linguagem agnl empregue s¢ relaclone com problenas humas
nos, o conceito de usar amosirss do &cido nuclefco para manchar
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or pintar cromossomas & ayliaéval a ¢romeossomas provenientes
de gqualguer origem incluinde de plentas ¢ snimals,

Tnonadrarento da Invencdo

As anormalidades cromossfmicas estfio assoclsdas o desordens
gendticas, a doengas degenerativas e = exposicHe 2 asgentes co-
shecidos por ceusarem doengas degensrativas, em particular o
canero, German, "Studying Husan Chromesomes Today", American
Seientist, Vol. 58 pdz, 182201 (1970); Junis, "Che Chromoso
mal Basis of Human Heoplasia®, Science, Vol. 221, pig. 227236
(1983); e German, "Clinical Implication of uhramaaams~£meaka#ﬁ“
in Genetic Demspe in ¥an Caused by Invivomental Agentes®,

Zd. Péga 65=86 {Acadenic Press, Jew York, 1979). 45 anormalie
dades cromossémicas podem ser de vérios itipos, inclulndo: os
cromossomas individuais extira ou ausentes, porgles extra ou
ausentes de um cromossoma (duplicagBes ou analagBes de segmens
tos) interropeBes, aneis ¢ rearranjos eromossdnicos, @nﬁfe'&ur
tros. 05 rearranjos cromossénicos ou gendiicos inclusm irans—
locagBes {fransferdancia de wm irogo de om cromossoma PArs Ol
tro cromossoma), Bicdniricos (cromessomas com dols centrdme
ros), inversBes (inversSo na polaridade de um segmento oromos<
gdmics), insersfes, asuplificacBes e anulacBes.
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As asnormalidades evomossdmicas delectdveis ocorrem com uma free
guncia de um em gada 250 nascimentos de seres humanos. AS angr-
malidades que envolvem anulacgBes ou adigles de material ero-

mossdnice aliersm o equilfbrido gendtico de um organismo, em
geral, conduzem X morte do feto ou a defeitos.meniais ¢ Iisi-
o graves, 0 ‘sindroms de Down pode ser causudo por ted trds

ebpias do eromossoma 21l em vez do nﬂrmal 2, Bete sindroma £ um




gxemplo de um esiade pelo miimero anormal de cromossomas, ou
aneunploidia. O sipdromsa de Down pode também ser causade por
uma duplieacBo segmentiria de uma sub-regiliv no cromossoma 21
{tal como, 21g22), que pode encontrar-se presente no CroMOSEo~
ms 21 ou num outro oromossoma. O sindroma de Fduard (18+), o
sindroma de Patan (13+), o sindroma de Turper {X0) ¢ o gindro~
wa de Lleinfelter (xxy) encontrapese dentro das observagbes
nunéricas mais comuns /Tpstein, The Conseguences of Chromosome
Imbalance: Principles, Mechanims an Yodels (Cambridge Univ.
Tress 1986); Jacobs, Am. J. Epidemiol, 105:180 (1977); e Iubs
et ale, Scince, 189~495 (1970)7.

O Retinoblas toma {(del 13ql4), o sindroma de Prader~Villi (del
15g11~g13), o tumor de Wilm's (del 11pll) e o sindroma de Cri
~du-chat {del 5p) sfo exemplos de doencas importanies ligadas
& aberraglies ssirutarais. /Fora ¢ Fraser, Fedical Genctice:
Irineiples and Practive, (Lea o Febiger 1989)7.

is medidas da fregafnecia de ecrosossomas estruturalmenie gber-
rentes, por exemplo, cromossomas dle@ntricos, causados por
sgentes clastogénicos, tals como radiagfo ionizante, ou mube
cfes guinieas, s8o largamente usadas como indieadorss quanti-
tativos ﬁé éaﬂiiisa@ﬁes gen§%zﬁas saasadas g&las referideos

melo ambianta hﬁﬁg@dﬁ&rﬁﬁ de gaimicas potengxalmemta carciaﬂw
génicos e teratogdnicos devido & suz actividade industrial e
agricola., Estes guimicos incluem pesticidas e uma larga gama
de residuos indusiriais e sub-produtos, tais ecomo hidroearbo-
netos halogenades, cloreto de vinile, benzeno, arsénico, e se~
melhantes, Kraybill et al., %ds, Zavironmental Cancer (Hemise
‘phere Publisching Corporation, New York, 1977), Medidas sensi-
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vels de ilnterrepcBes cromossdmicas ¢ culras anormalidades pow
dem former a base de metodologlas dosimdtricas e de verifica~
g30 de risco melhoradas para avaliar as gonsegulneias da expo-
siclo 2 esses agentes ceupacionsis e do meic ambiente.

Os processos correntes para a selecgSv gendtica e a dosimetris
bioldgiea envolvem o andlise de eariftipos. Um caridlipe & o
conplemento do cromossona particular de um individuo on de unm
grupo de individuss da mesme Tamilia, conforme definide pelo
nimero e morfologia dos cromossomas usmalmente om metafase mi-
t&tica. Inclui elementos tais como o nimerc total de cromosso-
mas, o nlimers cdpia dos tipos individuais de cromossomas (pox
exerplo, o nfmere de cdpias do oromossoma Z}, e a merfologla
eromosséuica por exemplo, conforme medida pelo cemprimento,
Indice centrombrice, conjugacfo, on semelhanies. As anormali-
dades crouwossdmicas podem ser detectadas pelo exame dos carid-
tipos. Os caridiipos sBo coavencionalmente determinados pela
colorag8o de uma metafase do organisme oU QTOMOBEOMAS conderie
sados de ocutra maneira {por exemplo, par condensacio prematu~
ra dos gropossomas). SH3o usados cromospomss condensadog ama
ves gue, aif hd pouco tempo, ndo era gassxvei vispalizar ¢ro-
mossomas de interfase devido & sua condigHo dispersa e & falia
de fronteiras visfveis entre o5 mesmos ne nlcleo da célula.

T8m sido desenvolvidas virias tScuicas citoldgicas com base en
menchas gquimicas gue produzem riscas longitudineis em CromosSSo-
mas condensados geralmente referidas como bandas, O aspecto d
banda de cade cromossoms dentro de um organismo permife usuale
mente uma identificacBo sem ambiguidade de cada tipo de eromos-
soma, Iatt, "Optical Studies of Hetaphase Chromosome Grganizas
tion®, Annual Review of Bisphisics and Biosnzineering, Vole 5y
page =37 (1975)« Uma detecgHo precisa de algumas ancrmalide-
des erongssdnicas imporiantes, tals como translocagles e lne

verstes, tem requeride essa anflise em bandass




Infelizmente, a referida andlise em bandas convencional requex
a culturs de cflulas ¢ & preperagfo de dispersBes de metafase
de elevadz qualidade, o gue € morose ¢ trabalhoge e muitas voe
ges dificil ou mesmo Ispossivel. Por exemploy as ¢élulas de
muitos tipos de tuwores s8o diffeeis de cullivar e nfo € clary
que as células cultivadas sejam representativas da populagSe
das cflulas do tumor original. As cflulas dos fetos capazes de
serem cultivadas necessitan de ser obtidos por meio de melos
invasivos e necessitan de ser culiivades dursnte virvias seme~
nag & fim de se obterem oflulas de metafase guficientes pars
andlise, Tm mulios casos, a8 manchas en bandas nog cromossomas
snormals nfo permitem uma ideniificacfio sem ambiguidade dos
troces dos oromossomes normals que o8 carsoterizam. Fssa ldenw
tificagBo pode ser importanie para indlcar a localizag8o de
genes importantes que esifio eavolvidos ng anormalidsde. Aldm
disso, a sonsibilidede e o poder de rescluglo dvs métodos de
ecarictipagenm correntes estfo limitados pele fascto de que o3
cromossopas miltiplos ou as regifes cromossdmicas i8m caracte
risticss de coloraclo altamente semelhantes ¢ essas anormali-
dades {tais como as anulagSes) que envolvenm apsnes uma fracglo
de usa bonda nfo sHo detectdveis. Consequeniemente, os referi-
dos wétodos sfo substanclalmente limitados pera o diagnéstico
¢ para a anflise pormenorizada de sindromas gendticos catiguos,
tals como a iriscmia pareial, o sindroms de Prader~tilly /Fmae
naal, Am J* ﬁam,,aeﬁat‘, 43w§7§ {1@38}; &ﬁﬁﬁiﬁkﬁly Jq eﬁiaixga

icta ?3:3*9’5 (2.985;?51

Deste modo, & andlise em bandas convencional fem virias 1imi-
tagBes Importanites que incluem as seguintes: 1) € suito trabe~
lhosa, moresa ¢ reguere uma anflise altamente treinada. 2} 86
pode ser aplicada a cromossomas condensados. 3) HEo permitfe a
detecclio de aberragBes estruturais gue envolvam menoe de w15
megabases. . (¥b), dependendo da natureza da aberragfo e da ree




solugBo daz técnica de banda /Tandegren et al., Seince, 242:229
(198&27* & presente inveng8o proporciona composiglies de amose
tras e nétodos pars wlfrapassar as referidas limitagBes de
andlise em banda convencional, |

08 processos de wmanchazento gufmicos da tfenica anterior pro-
percionam modelos schre um genoma por razdes que unfo se entenw
dem muito bem ¢ qga.nﬁg'pﬁﬁem.aer-ma&ifﬁaa&ga»g@nfarma nesss-
sfrio pars serem usados em aplicacles diferenies. Os referis
dos modelos de manchamento guimiceos foram usados para marcar
oo locals de ligacHo das amosiras. Uontudo, apenas ocasionals
mente, ¢ gom grande eeforgo, fol usada 2 hibridizagBo in situ
para se obler algﬁma informacio Acereca da posiclio da lesHo,
por exemple, uma regifiv de interrupglo em relagBo a ume sequln
cia de ADN em perticular. A presente invencBo altrapassa a
inflexibilidade de manchamento guimico no sentide de gue man~
cha um genoma num modelo com base na segulnela de feido nue
slefeo; por isse, o modelo pode ser alterado conforme for ne
cesedrio alterando a sequdncia de &cido nuclefco da amostras
Os modelos de manchamenic produzidos pelas amostras, da pre-
sente invenglc, proporsionan marcos fundamentais éignes de cone-
fianga gue slo {iteis no anflise citogenftica.

& detecelo automatizada das ancrmalidades estraturais dos cros
nossomas oom & andlise de imagem de bandas guimicapmente mane
chadas neceasite do desenvolvimento de un sistema gue possa
detectar e inkerpretar s modelos de bandas produzidos om croe
rossonas de melafase por meio de tdenicas convencionals. Ficoy
provado ser muite diffcil identificar de forma digna de cobw
fisnga por meios automatizados os cromossomia.s: uormals que
haviem sido quimicemente manchados; & ainda muito wals diffell
d3ferenciar cromosgomas anormais tendo anormalidades ecsirutue
raig, tais como, iranslocagfies. A detecglo automatizada @f&ﬁﬁ#
de translocagBes em cromossomas convencionalmente manchadas
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nfio foi realizada depois de uma dfcada de trabalho intensivo.
05 rodslos de bendas produzidas pelas amostras da presente in-
vencEo sfo spropriados para a referida detecglo e andlise au-
tonatizadsa.

¥os anos recentes tlm-se verificado avangos rdpides no estudo
da estruture de cromossoma ¢ na sua relagBo com o conteiido ge-
a€tico e & composiclo de ADN. Em parte, o progresso chegon na
forma de mitodos aperfeicoados de maveagHo do genes, tom base
ne disponibilidade de grandes queniidades d¢ Traguwentos de &ﬁﬁ
e REA puros para smorsiras prodazidas por $éonicas de engenho~
via gendtiocas, G.g., Lao, M"Somatic Cell Geneties axd Gene ape
ping®, International Review sf Cyteloly, Vols 85, péz. 109«145
{1983) ¢ D'Eustachic et al., "Somatic Cell flensiics in CGene
vanmilies, Seience, Vols 220, page 94 19-924 {1983)« A8 8mOS-
$ras para delinéar os genes, compreenden fragnentos marcados
de ADY ou RIA de eadeia dnice ou ds eadeia dupla gque s8o hi-
bridizados para sitios complementares no ADE eromossduico. o
as referidas amostras fol de imporifincia crucial produzir a-
mostras puras, homogéness para mimimizar as hibridizagles em
locais que n8o fassem.na sitio de inlorssse, ﬁanaersﬁn, MGyto-
logieal ? y%ri&iaatlan.tm-idmmalan Chromogomes™, International
Review of Cytology, Vole 76, pag. 1-46 (1952) .

0 processo de hibridizaghio envolve a decifraglo ou fusfo dos
&cidos nuclefcog de cadeia dupla de amosira e sinal, por meio
de aguecimento ou outros meios (a nBo ser que a amostira ¢ o

sinal sejam Zoides nueleicos de cadeia {niea). Hsta fase § por
vezes referida como des.haturacfo do dcido nuclelco. Guando a
mistura dos dcidos nucleicos de amosira ¢ do sinal arrefece,

recombinar-ge cadeias gue tenham bases complementares, ou tems
peram-se. suando uma smosira se tempera com um Acide nucslefeo
sinalizado, a localizscBo de amostra no sinal pode ser detew

etada por melo de ums risca efeciuada pela amosira ou por 8lm




sumas paracterfsticss intrinsecas da smostra ou de dupla ames-
tra~sinal. Guando o 4cido nuelefco do sinsl se mantem no seu
estado biolégiece natural, por exemplo, ADE em CromoSsomas,
@A em oiteplasma, porgles {e cromessomas 08 nieleos de oflu~
las (nBo obstante Malbeit® fixes ou alterados por melo de o~
nicas de proparagio)y o processo de hibridizagHo ¢ roferide
gomo hibridigagso in situe

As smostras da hibridizacSo in situ limitervam-se iniclalmente
a identificar & localizagBo dos genes oun outras segu@ncias do
Scide nuclefoo bem definidas, nos gromessomas ou nas células.
Yoram usadas comparacies da marcagfo de amosiras de eépia dnie-
oo para comossonas normais e anormals, & fim de examinar ags

anormalidades cromossdmicas, Canpizzare et al., Cylegeneiics
and Cell Genetics, 39: 173178 (1985}, Podia tashén ser deter-
mineds & AistribuicBo dos sities de 11 gagﬁe niliiplos en amos-
tra repetiiivas.

Poi usado hibridizacio com amostras que tém um sftlc sinali-
pado num genoma naploido, amostras de ofpia dnica ou amosiras
de segufncia fnice, a Tim de marcar as loeslizagles de genes
em pariicular no gen&ma‘zﬁarger ¢ Sanders, YLoealizaiion of
the Cuman Insulin Gene %o the Distal Znd of the Short Arm of
Carmosome 11V, Prog. Fatl. Acad. Sei. Vol. 78, pag. 4458-4460
(1981); Xao et al., "Assignment of ihe Biructural Gene Coding
for Albumin %o Chromosome 4", Human Genetles, Yole 625 DaEa
337-341 {1982)7; contudo as referidas hibridizagfes nfo sfo
seguras & dignas de confianga quende o tamanho do sftio sina-
lizedo & pequenc. Uma vez gue & sequineia do sinal para amosw
tras de ofpia fGnica de baixa complexidade € pequena, apenas
uma porgle dos sitios potenciais do sinsl numa populag8e de
cdnlas formam hibridizados com a amesira. Desie modo, & mar-
caglio da localizagfio do sitic de ligago sopecifico de amosira
foi complicsdo por meic de sinais de funfio pela ligsgBo afo
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espeeffica ds smostra e tembdm pelo barulhe no sitema de de-
teccHo (por exemplo, autersdiografia ou imunoguimico). 3 falla
de seguranga dos sinais pars essas snostras de téonica ante-
rior requeren wna andlise sstaifotles das géaigﬁés dos sinais
de hibridizagBo aparentes em odiulas miltiplas para marcar o
sitio de ligacBo especifico da amosira.

Sequéneias repetitives diferenies podem ter distribulgles 4i-
ferentes nos cromosgomas. Fodem espalhsrege por todoe 08 eroe
possomas fal como na refer@necia agora c¢ilada, ou podem estar
concenirados en regifes compacias &o genoma, tal como nos cenw
trémeros dos cronossomas, ou podem ter oufras distribuicles.
Im alguns casos, ume tal sequincis repetitiva loczlize-se de
formz predominente, nom Gnico oromessoma, sendo por isso una
sequéneia repstitiva de cromossomas especifices /Villard et.
ales "Isolation and Characterization of a lajor Tandem Hepeet
Tamily from the Cumen X chromossome®, lnelelc Aeids Researchy
Yol, 11, pag. 2017-2033 (1983}7.

Pode ser usada une amosira pars sequénclia repetiivas pariilha~
da por todos os cromossomas, a fim de descriminar eromosgomas
de espicies diferentes e a sequénelis for especifica para uma
das espdoies. Pode ser uveade desta forma o ADY genfmico fotal
de wmz espfeie gue geja rice nessas sequBnolas repetifivas.
[FPinkel 2t al. (1I1), ZNAS US4, 83 r 2 934 {1986) ; Venuolidls
fum, Genetie., 71:288 (1985) e Durnam et al., Somatic Cell
rolegs Genetsy 11 ¢ 571 (1985)7.

Recentemente, houve uma disponibilidede aumentado de amosiras
para sequéncias repetitivas (amosiras repetitivas) gue hibri-
dizenm de forme intesnsa e especifica para seleceionar CrOMOBSo-
mas - /Trast et als, Hum, Genetl., 78: 251 (1988) e as refe-
réncias aqul citadag/.« As referidas amostras enconiram-ss aZ0-
ra disponivels pars mais de metade dos cromossomas humanos.




“n geral, eles lizam-s¢ a seyulnclss repeiitivas em regifes
compactas do eromossoma de sinal junto & cenirdmero, Contudo,
fol referido gue uma amostira hibridizada pars o cromossgma hie
zane lpis, existindo virias avostras gue hibridizam para © orge
unossona Tge A hRibridizagBo com se vreferides amostras permite
a identificacfio rfpide de cromossomas em disperses de metafad
se, o detorminacic do ndmero de clpias de cromossomas sclegclge
nados em nfcleos de interfase [Pinkel st al., (I), JHAS USA,
83:2934 (1986); Pinkal et al., (II), Cold Sprisg Harbor Symo.
guants Biols, 51:151 (1986} ¢ Cremer et al., jum., Cenet, T4:
1346 {1986)7 ¢ = delerninaglo das posigBes relativas dos orow
TOSBOmas em ﬁﬁ&l@&& ds interfase /Trask et al.s pupra: Pinkel
ot ale, {I}, Supra; Plukel ot al., (II} Supra: Vanuelidis,
TIAS USA. 81:3123 (1@@@, nappold et aley Jum. Genels, 67=317
(1984); Schardia ¢t 2l.y Hume Gemet., T1z282 (1 55), 8 Danate
1idis, Hum. Genet., 71:268 {1985)7.

To entanto, muitas aplicacfes esifo ginda limitalas pela £alts
de sgpoutras apropridss. Tor exemplo, 2td os mftodos agul dese
pritos seres inveniados as smosiras com especifieidsde suficds
ente pars o diagnfetice pri¥enntsl afic sp sncombravam disponi-
vels pars o cromossoma 12 ou 21, Além disso, as amostras repe-
titivas ndo sfo r&mﬁ@ fteis pars detcetar sbherragbes esiruto-
rals, ums vez gue § balxe a probebilidade de gue as aberre-
ges envolvam & rogifie sobre a qual a‘gmas%rauhmbriéizam
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A presente invengEo ulirspassa as limitagPes da tdcnica ante~
vior sobre o uso de amogtras ¢ melhora dremsticamente & apli-
caglo de hibridizec@e in situ psra a sndlise bitogenSilca. Tal
comp se indicon scime, as amostras, da ifenica anterior nio
t8r sido Giels pava = andlise citogendtica em profundidade,
As amostrag Ge cfpia fnlca de balxz complexidade, neste estds
dic de teenolegia de hibridizacBo, nfo geram sinals seguros
¢ dignos de gonfisnga. Twhoras as asosiras repelitives propole




clonen esingls scguros ¢ dignos de eonfisnga, ob referidos si-
nais n¥o podem ser tslhados para aplicacles diferentes devide
& dlstribuiclio fixa de sequlnelse repetitivas nun genoma. 48
zmestras de presente invencBo copbinan & ssgurange e confian~
ga das amosiras repetitivas com a flexibilidede de seren capaw
zes de talhar o aspeoto de ligaclo da smosire pera gualguer
aplicacBo desejada.

A cepacidades melhorades dag amostras da presente iovengBo
deriva da sus sumenteds complexidade. O awrento do conplexidoe
de de ume amosira avmenis & graha%iliéaée, ¢ cousequentenenis
a intensidade, de hibridizaclo pavs o regifo pretendida, nas
tambén ammente e prohabilidade de hibridipacfo ndo-sspocificss
resaliando em sinais de fundo. Conbude, dentro do congeitn da
presente lavencBo, considerouwse que gsses sinasls de funflo ooe
riam distribuidos spreoximedamente 20 acosy Do genoma. Conse~
quentemente, o resultado limps € de que & vregific pretendids
pode ser visualizmade com am conitrasie aumentado conira csses
einaie de fundo, ' ‘

S%0 aqui exemplificades amostras awns média de complexidade
aproxiveda entve verca de 50 000 bases (50 kb) ¢ centenas de
rilhdes de bases. is peferidas aneostras representatives sio
para locais compaotos ¢ cromessomss humanos completos. Antes
da presente invencBo, 8¢ amosiras para itfenicass de hibridiza-
cie in situ tinher complexidades infervicres & 40 kb e, mais
tipieacentie ne ordem de uns poucos kb.

¢ material eromossdmico de eloracBo com as suostras da presen—
te invengHo € significativemente diferente do manahamaﬂﬁﬁ'qu$~
mico da tdenles mnterior. A especificidade do manchamento pro-
||@uzide pela asostra dz presente Isvenclo ven de ame fonle in-
teiromente nova -~ &g sequdnciss de feido nuciefeo num gonoma.
Assim, o5 aspectos de menchavento de prescnte invencBo podenm




ser desipgnados para clarificar a informacBo genética fundemenw
tal importante pars aplicagles parilculares.

0s processos da presente invenglc para construlr amesiras de
qualguer especificidade desejada proporcionan avengos signlfl.
eativos now larso espectro de estudos citogendilcos. 4 anflisze
nofle ser levada & cabo om cromussomas de metafase e en nficleos
de interfase. As téonicas da presente invencdo poden ser eSpe-
sislmente vaniajosas para apllcagBes em que a riscagem de olew
vada qualidade por meio de mftodos convenciomals & diffeil ou
suspeita de orizinar uwme informacHo tendencivsa, por exemplo,
om citogendiicos de tumeres, Us resgenies sinalizados para lo-
gals do lesfes &@ﬁh@ﬁiﬁaa-eﬁma:a@a&s disgndstico ou proguosii-
camente imporisates, tals como translocacBes e anulagles de
tipos éayaczfi os de tumores, eunire oulros os srranjos gondiis
gos especificos de tuwmores, permitem o répido reconhecimento
dessas anormalidades, Quande a veloeidade de andlise & a preo
cupacio predominante, por ezemplo a deiseqle &e aberracles
eroaossfuicas de baize fregulneiss provecadas por agentes ame
bientais tdzicos, a8 compusigles da prosente invengfo permi-
tom nm aumento dramdiico da eficdela de detecgHc em comparagdd
con as tfonlcan anferiores h&aeaﬁ&a na viscagen do cromoBsoma
sonvencional.

41&m disso, & solecoBo préuatal para @8 gberragfes GOS CromoBw
somas ligedas com o dosuga (por excmple, trisemla 21) & aumens
tada pela rdpids detscqlio dessas aberragles por m&in—ésa nétow
dos e composicBes da presente lavengBo. A anflise de sneuploin
dia de interfase de scordo com a pressnie invengZio & particu~
lormente significativa para o diagndsilico présatal na medida
em gue origina resuliades mals répidos do gue oS5 obiides por
reio de nitodes de culiura de ecflulas, Alfw disss, as oflulas|
de fetos separadas do sangue materno, gque nfc podem ser guliis
vadas por processos de roilna e, por isso, nEo podem 58T &N8w
lisadas por meio de t€cnicas de cavioiipagen convencionalisy




poden: ser anslisades pelos métodos @ composigBes da presente
invencHo, Micionzlmente, s intensidade, o contraste & ag com-
binagBes de cor dos aspechos de manchas, Juntemente com a coaw
pacidade de talher oo aspocton para aplicacBes partiealares,
avmentem as opordunidades para a snflise citogendtica automa-
tizada, por exeuplo por melo de citometria de poscagen ou mie
croscopis computorizads ¢ anflise de imesem.

g procente ga&i&a'ﬁaiviaﬁiaa aspecificononte reagentes sopoels
ficos (e cromosgomas para a delseclo de resarranjos gendficos

¢ métodos pava usar esses rveagentes para deteclar os referidos)
rearranjos. 0s rearranjos gendticos representativos assim dew
tectados sHo os rearrvanjos que produzen nx gene de Tuso-BlRe
~A0i~ que & diagndstico da lemvemia mislogdniea erdnies (UI7L).

4 leucenie miclogénica crfniea (C¥L) & uma proliferacio neow
pldstica de cflulas da medula do osso gensticamente caraciew
rizada pele fusfo dos genez de BOR e ABL nos cromessonas 9 €
22. Tsea fusBo envolve usualmente uma tranclocagBo reeiprica
{9322} (g34;"11), que produz ¢ cromossoms de Philadelpiha giw
toreneticamente distinio (?h;7, Contado, resrranjos nals eom-
plexos pedem csuser o fusfo de BOR~ABL. Lo nivel molseular, a
fusio sode ser detectada pela snflise de Sonthern ou pele ame
plificacie in vitro do mBEA do gene de fupBo usando a reseglo
de cadeis de polimerase (PCR). Fssas tfonices s¥o sonsivels
ras nBo podem ser aplicades o cflulas fnicas,

te forma clars, un néiodo seansivel pars detectsr ancrmelidades
eroncusdnmicas &, meis especifivemente, rearrenjos genfilcos,
tais gono, por sxemplo, o8 rearranjos especificos de tumores
sssociados com o UL serian wn iastrumente altemente 41l para
a selecclp gendtica, A presente invencio proporciona o5 relgw
ridos insirumentos.
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A fusHo do fobo oncogene c-ABL do longo brage do cromossomz 9
con o gene TOR do cromossoms 22 & mma descoberis consistente
0o &0 {1=3). Essa alieracio gendtice levs & formagfo do uma
transericfo 20R-A%L que & traduzids pave formar ume proteinas
de 21¢ &d presenic em guase iodos o cases de CEL (4-8}s Im
90 ¢ dom eeses, o gene de fusfo resulie de uwma iranslocago
reciproce gue snvolve o8 cpomogsomee § ¢ 22 que produgem um
eroroseoma acroednirico pequenc cliogenelicemente distinto,
denominedo cromegsoms 8¢ Thilsdelphia (FhY) (7-12), Pig. &.
contude os eitopendiicos padrio nfo i8m & resoluglo pars dis-
tinguir de forms imediata e precisa as regides de intervupglo
espeeadas taie comp os esrseclerisiicos do THDL ¢ a leucemla
linfoeitica agude {&&E} g a8 faltas de fupfes produzides por
mais resrrenjos cemplexos. A mercagEo ¢ a clonagBo dss regiBes
do interrupclc om awvbos os genes ten levads a t&onicas moleow
lsres copsmes de deconstrar a fusBo BUB-ABL om cases de G e
gHe o CIOLOSEona ?ﬁl nfo poderia ser detectade cilogenciicaw
mente {13~16).. 4 andlize de Southern pars os rearranjos BCR
tornou-se um padrSe para o disgaBstico de CXL. Uais recente~
mente & fusfo fol dotecteda pels amplificagSo in vitre de uma
trancericlo de cibl copiado de (UL mRIA usende & transeripta~
e inversa (17=23). TSosa tfcnics permite o delecgBc de Trange
crighic de BOR-ADDL das oflulas de OUL prosentes em balxas free
quineise. hubas sssse tfenicas uiilizam o Zecido nuclelco oblls
do de populagBes de cfiulas a fim de que nfo possa ser possie
vel o correlzcio ontre o genotipe ¢ o fenolipo para células
individuais. ‘

*

Desereven~-se agui resgentes sspecificos do cromossomas € m&to.
dos pars detecter pesrranjos pendticos, tais como o5 agul exep-
plificados pors = fusHe de BOR-4BL que fornmece informaglo nfo
disponivel pdas ifenicas cxisitenies.




SUMAARIO D& TuVENCEAO

& presente invengHe refere-se & um processc para a coloragHo
de material cromossfmico com base em sequlncias do feido nue
clefco gque empregam uma ou wais smostras de dcide nucleicos
Oe referidos métodos produzem aspectos de manchas gue podem
ger talhadas para andlises cltogendticas especifisas, Um auﬁrj
objective da presenie invenclo comiste em produzir amostras &
dcide nmclefes que s8o fGteis para a andlise eitogenftica que
menchem material cromossdmico com sinals seguros e dignos de
cenfianga. As referidas amostras sBo apropriadas para a hibpie
dizapBo in situ. As amostras de fcido nueclelco preferidas par
ecertas aplicagBes da presente invengBo 580 as amosiras de Su~
perficie complexidade pars mancharen de forma segura e digna
de confianca cada um dos dois ou mais sfiios que constituem o
cbjectivo.

A presente invengHc proporciona métodos ¢ composigBes para a
eoloragHoe de paterial cromossdmico. As composicles de amostras
da presente invengdo no estado actual das técnicas de hibridis
zaglo s8¢ tipicamente de elevada complexidade, usualmenie siw
perior a cerca e 50 kb de complexidade dependendo a complexis-
dade da aplicacfio para a qual a amostra € designada. Pm parti-
cular, proporcionam-se reagentes de manchamento especifico de
eromossonas que comprsendem misiuras heterogéneas de fragmen-
tos de &Scide nuclefco, tends cada um dos fragmentos nma fraces
substancial das suas sequénclas substanclalmente complementa-
res de um trogo do Seido nuclefco pars o gual se desejar o
manchamento. especifico o deido auclelce alvo, de prefergnecia
o material cromossdmico alvo, Em geral, os fragmentos de Heoido
nuelefoe s8o mareados pelos meios conforme agul deserifos e
exemplificados, Coniudo, os frogmentos de #cido nucleico ndo
necessitan de ser directamente marcades para que liguem os
fragmentos da amostra ao sinal a ser detectado; por exemploy
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essa ligac@o do Jeide nuclefco pode ser detectado por antlicor
po8 duplex anti-RHA/ADH e anticorpos para dfmercs de timidina,
0s frogrentos de Scide nucleico das misiuras hetercgéness in-
eluenm R¥A ou ADN de cadele dupla ou de vadeda fniocm.

4 presente InvengBo refere-se & reagentes de cromossomas eupe
cifices e a métodos de coloragBy de malerial eromosulnico i
nalizado gue osid na proximidade de um rearranjo genftico suse
peito.

0 referide resrranjo genético lnelul, mas n¥o ssté limitedo a
translocacBes, inversBes, anulagBes, muplificacBes, ¢ inser-
oBes,. Quando o referido rearranjo genftico esif associado com
uma deenca, o8 referidos vreagentes de cromogsomas sspecificos
sHo referidos como reagentes de doencas especificos ou amostrgs.
nuando o referido rearranjs genfiice estd assoclade av canero,
easses resgenies s8o veferidos cond resgentes ou amostras de
tomor sepecificos. '

A presente invengo proporciona amosiras de fcido nuelefco que
mancham de forma segurs e digna de confiangs pmaterisis eromose
slmicos sinnlizados nas proximi@ades de um ou mals rearranjos
genéticos suspeitos. 45 referidas smostras de fcido nucleleo,
fiteis para a detecelo de rearranjos gendticus s¥o tipleamente
de elevads complexidade. As referidas amosiras de &cido nucled-
eo compreendem, de preferfneiz, sequénclas de &cido nuelefeo

gue s8o substancialmente homblogas a sequdneias de dcido nu-

clefeo en regifies cropossduiecss gque flanguelam e/ou se esten~
dem parcial ou completamente ao longo de regifes de interrupe
¢80 com rearranje gendilcos.

4 presente invengHo proporeiona alnda métodos 2 rearranjos pas
ra distinguir enmtre vearranjos cromossdmicos eitogeneticamente
semelhantes mas geneiicamente diferenies,




Exemplificam-se especificamente na presente invengBo reagentes
de cromossomas especificos ¢ nétodos para detectar rearranjos
gendiicos, por exemplo, iranslocagBes, amzlaz;ﬁea, anplifica~
cBes e inpercBes, gue produgen a fusHo de BOR-ABL que € o dige
néstico para a leucemia mielogfnica crénica (ONL). Bsses res-
gentes de cromossomas especificos para o disgndetico de CHL
cont8n sequineias de Scido nuclefco gue sHe substancialmente
homdlogas a sequinelas cromossfmicss na proximidade de regifeq
de interrupeSc de translocacBo de regifes cromessémleas 9q34
¢ 22gll associadag com 2 Gl

O referidos resgentes produzem unm aspecto de manchamenio qoe
§ distintamente alteradé guande ocorre a fuso de BOR-ABL sa-
racterfstia de 03Dh. A Pigura 11 demonsira graficamente vérios
aspectos de panchamente gue, juntamente com outros aspecies de
wanchas potenciais, se alleram na presencgs de um rearranjo ge«
nético, tal eome a fusHo de BOB-ABL.

A presenga de um rearvanjo genético pode ser determinada por
meio de aplicacBo dos reagentes da presente invengHo de acords
com os mdtodos agui deseritos e observande a proximidade efou
puiras carscterfstican dos sinals dos aspectos de manchas pros
duzidas,

Pe preferBneia, os resgentes de vromossomas especificos usaw
dos para detectar a CEL da presente invengSo compreendem se-
quineias do feido nuclefeo com wma complexidade compreendida
entre cerca de 50 quilobases {kb) ¢ cerca de megabase (b,
mais preferencialmente de gerca de 50 Bb ¢ cerea de 750 kb, e
ainda de maior prefer@ncia enire cerca de 200 kb ¢ cerea de
400 kba

& presente invenecdo proporcionaz ainda méicdos de distingSo end
4re rearranjos genéticos suspeitos que ocorvem numa proximidas
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de relativamente curio de um genoma, &¢ gue of reagentes do
cronossoma sspecificos compreenden sequfnelas de dcido nuclef=
eo substancialmente homélogas 2 sequlneias de Zcido nueleleo
nas proximidades des referidos rearranjos genfilcos suspeiios,
Um exemplo de ums fal diferenclagBo enire dols rearvenjos gew
néticos potenciais & o diagndstico diferencial da CEL da len-
cemia linfeitice agude (ALDL).

& presenie iavencHe proporciona ainda métodos e reagentes para
g produgdo de aspecios de manchamentos nam gaeien{*«e atingido
por uma doencga sssociads o um rearrenjo gendtico, tals como as
associadas com a fusfo do BOR-ABL na ClLy em gue os referidos
aspectos de manchemento produzem &fou sHo Indiestives da res-
poste de um paciente a virios regimes terapButicos, tais como
& guimicierapia, radiscles, cirurgls, ¢ irensplanie, ial como
o fronsplante da meduls do seso. Oz referidos aspectos de mane
chamento podem ser dteis para conirolar o esiado do referido
paciente, de preferBncia numa base de cflula apls células e
pode ser prenfincio de uma repeticBio de uma doenga de um paci-
ente que se encontra em remissSo. 4 andlise microscdpica aue
xilisda por computador pode ajuder na interpretacBo de aspeciop
de manchamentos da presenie invengSo, ¢ a presente invengSo
proporcions métedos em gae a anflise microsclpiea auxilisda
por compuiador & useda para testar células de pacientes numa
vase de c8lulas apfs céluls, por exemple, para pesquisar a do-
|lenga residual nus paciente.

A pms‘ezf&é invencBo proporeions ainde mficdes e reagentes para
determinar a base moleecnlar dz doencae gendtican, ¢ para deleo~
tar doengas especlficas gencticamente baseadas.

& presenie invengBo proporciona ainds mftodos e reagenites para
detoctar sindromas gendticos contigues que compreende a2 hibrie-
dizagdo in sitw de amosiras de &cido nuclelco gue compreende
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sequéncias que 5Zo substencialmente homdlogas a sequineias de
dcido nuclefco caracterisiicas de um ou mais componentes de

am gindroms gendtice contlizuo. ¥ representative de um tal sine
droma genStico contfzuo o sindroma de Down.

Taxbém se proporcionsn métodos pavs detectar simuliancamente
rearranjos de locais miliiplos nun genoma, que compreende a
hibridizagSo in situ de amosiras de dcido nuclefeo de elevada
complexidade, gque compreendem sequfneias de dcido nuclelso que
s8o subetancialmente bomflogas a sequlnciss de #cido nuelelco
em locais miliiplos num zenoma. . '

Proporcionan-se ainda métodes para a pssquisa de rearranjos
gendticos num geaeﬁia@ Por exemplo, & andlise de bandas convenw
cionzl pode indicer uma anormalidade duma regific cromossfmica
de um gonoma em exame. Ds mBtedos da presente invengHo podem

ineluir a aplicagle de amosiras de dcide nuclefco, produzidas |
a partir das proximidades da veferida regifo cromessémica de
um genoma normal, por meio de hibridizacHo in situ a células

que eontdn a anormalidade para determinar em pormesnor a lecall
zagHo exacta e o $ipo de rearranjo genético de referida anor-
malidade pela observagio dos aspectos de manchamento assim pro
duzides. |

¥

¥

4 presente invengBo proporcions ainda amestras de dcide nudef-
co de elevade complexidade que foram optimizadas para & detec-
o8o rdplda, eficiente ¢ automatizala de rearranjos genéticos.

fima das formas fe produgir mre amestra de slevada complexis

dade & juntar virics ou multos clones, por exemplo, clones de
fajo, de plasmidio, cosmfdio e/ou JAC, eantre ountros, em que
cada um dos clones contém uma inserglo gue seja capaz de hibrie
dizer nalgums parte do sinal num genema. Uma outra forma de
produzir essa amostra £ usar a reacgHo de cadela de polimerase
{(PCR) o




Heterogéneo en referSncia h misturs dos fregmentos de dcide
nuelefeo marcadon signifies gue os reagentes de colorscHo come
preenden muitas efpias de cede um dos fragmentos gue 18m =o-
qulneias o/ou tamanhos diferentes (por sxemplo dos clones de
ADE diferentes juntos para faser a amosira}, 40 Sersm prepara-
dos psrs ser usades, ssies fragmenios podem ser coriados, ae
asase ou especificamente, a fim de ajustar a distribuiclo do
teamanho dos troces de dcido nuelefco que partieipa na reacglo
de hibridizagZo.

7al como se Alscute em walor pormency sbaixo, de preferdneis
as mistoras 8o amosiras he%arégéﬁeaa s8c substanclalmente 1i-
vres de sequdncias de dcide nuclefco com capacidade de hibri-
dizacBo para dcide nuclefco nHo-ohjective. Uma grande parte

dss roferidas sequlncias ligamese a sequdneias repeiitivas que
s8o partilhadas pelos &Scidos nuclefcos alves e nBowalvos, quer
dizer, sequfncias repetitivas partilhadas,

0s métodos para remover as sequéneias de deido nucleico ndo
desejadas efou para inuwtilisar a capacidade de hibridizagdo
das referifas sequfineias sfio discultidas ep malor pormencr abal
xo /Veja seecgfio II7. Us referidos mStedos incluem, mas nfo es-
{80 limitados 3 remocBo selectiva om selecglo de sequlnecias
repetitivas partilhadas de amostrs; a selocglo culdada das ses
gulneias de Zcido nuclefco pers 2 inclusiv na smostra; ao bloe
gyueamento de sequfinelas repetitivas gaxﬁiihaﬁas por meio de
adicfic de ADN genfnico nfo nercado on selecclonado mais cunldae~
dosamente sequincias de fcido nuclefes para inclusfo na mistue
ra de blogneamentoy & ineubagfo de misfura de amostra durante
am tempo suficlente pera & reassoclacBo de seguincias repelis-
tivas de elevada cfpla, ou semelhanies.

De prefer@incia, os resgentes de coloragZo da presente Inven-
p8o s8o aplicadon ac ADE ¢r@m@5&§mieﬁ de interfase on metafase




pela hibridizag8c in situ, e os cromossomas sfo identificados
ou clagsificados, 1. o., cariotipados pela delsogBo da presen-
ca de marcas, tal como & biolina ou 3H, nos fragmentos de deilde
nuelefco que compreenden o reagente de golorago.

4 presente invenglo inelul reggentes de ocromossomap de soloras
gio para o complemenio genbmico toial de crowmossomas reagentes
ge coloracBo espssificos de oromossomas Onleos, resgentes de
coloraglio especificos paré sub-grapos de CTONCSSORAS ¢ reagenw
tes de eoloregBo sapecfficos pars suberegifes dentro de ero-
mospomas finicos ou piltiplos, O terme "eromossoma especifico”
entendewse gue engloba todas estus formas de renlizaclo dosg
reggentes de coloragso feifes de o 4lrigidos contra os tipos
de cromossomes normsis e anormals.

| Um m&tode preferido de fazer o8 reagenies de coloragSo de oro-
nossomas especificos da presente inmvenclic inclui: 1) o isola-
mento de ADE cromosgfmico de um tivo de cromossoma enm particus
lar on de oma regifio ou regifes alve no genoma; 2) a amplifi-
cagls do ADN isolafio vara formar oma mistura heterogéhea de
fragmentoe dcido nuclefoo; 3) impossibilitar a capscidade de
hibridizaclo de ou remover segqudneiss repetitivas partilhadas
nos Iragmentos de Acidoe suclefco & 4) marcar os fragmentos de
dcido nuclefeo para formar uma mistura heterogénea de fragmen~
tos de delido nuclefco mercados. Tel comp pe descreve mals por-
penorizadamente abaixo, a ordem das fsses para as formas de
realizacBo portleoulares varla de acor8o conm oe melos paptisus
larves adotadas pars levar z cabe as fa2s5¢8.

A presente lavencEo &ixﬁgemaé & problemas associados com a Gaw
riotipagenm de promossomas ¢ espeslal para aplicagles de dlag~
ndatico ¢ dosimétricss. Bm pariicular, & presente invencBo ule
{repasss problemes que surgem devide & falia de manchas que
sejan suficlentemente ecapecificas de eronossomas, proporcionans




do respentes gue compreendem misturas heterogéneas de fragmen~
tos de Acido nuclefee gue possam ser hibridisadas perd o ADN
e/oun alve, por exemple o8 cromospomes de sinal, o sub-gonjun-
tos alve de cromossomas ou as regifes alve de crompssonas eb-
pecificos, 4 téenica de eoloraglo Ga presente invengBo abre a
possitilidade de detecglo ripida e aliamente sensivel de cnoye
ralidades cromossduicas, om particular, rearranjos gentilcos,
nas cflulas de metafese e interfase usando equipamente cliniec
e laboratorial padrZo ¢ a andlise melhorada usande t@enlcas
automatizadas, Tem aplicaglo direcia sa selecqBo genéilea no
dtagndstico do cancro & na dosimetria bioldgica.

A presente invengdo proporciona ainds especificamente, nétodos
¢ ampsires de dcido nuelefos pers colorir material cromossémis
go de Ffetos, guer seja condensado, tal gono enm metalase, 0w
dispersc tal como ¢m imterfase. Ainds a prosente invengBo pro-
porciona un mitodo eavssive nSc~embridnice de esarlotipagho do
rmaterial cromossdnice de cflulas de feios, em gue as oélulas
de fetos fovem peparadas do Sangue materno. As referidas cfln<
las de fetos sfo de preferfncia lemcleitos efen citotrofdiblas~
tos,. Exemplos de ameeiras de Hcido nucleleo sBo as amosiras
de elevada complezidade especificas de cromessouss para o8 i
pos de cromossoms 13, 18 ¢fou Zl. Amosiras representativas
conpreenden as bibliotecas de plsmfdo de Sluescribe espesfifi-
cas de CromoSSomas, das quais fol remevido um almers suficlend
te de sequlneias repetitivas pariilhades ou cuja capacidade
de hidbridizagBo foi anulada antes de e/ou duranie a hibridiza-
ofio com o8 cromossomas dos felom pretendidos.

4 presente invengHo proporcions ainds estojos pera a reallzes
¢80 de cnsalos gue compreendem amostras de &eido nueleico spry
priadas pave serem ussdes em citogenéiicos de tumores, na de-
tecplio de locsis relagionados som & doenga, ng anflise de anoy
malidades estruturais, por exerplo, translocagbes, ealre ou-




tros rearranjos gendticos, e para o dosimeiris biolSgico.

A presente invencHo proporeions ainds esiojos de selepclo prée-
-natal gue compreenden amostras de fcido nucleico apropriadas
dn presente invencHo. & presente invenoSo preporciona fambém
gstojos para o realizegBo de ensalos que compreendem amostras
de elevada complexidade para a deteegSo de rearranjos genfti-
cog e, em especial pars o® que prodezen & fusHo BOR-ARL carace
terfsticva do Ol

0s métodos e as vomposicBes da presenie invencHs permitem s
coloragdo de material gromossdmico com medlos apropriados para
uma splicago dessjada,

0 modelo pode estender-se sobre algumss regies de um cu mais
cromossdmas ou sebre alguns ou todos ve cromossomas de um geno
wa e pode eamgréander»s&egﬁéa distingulveis nliltiplas, distine
gufveis, por exemplo, por cores miliiplas. Alternativamente, o
madelo por foear um troco em particular ou itrogos em parfiicte

||lar de om genoma, tais como um trogs ou troges gcontendo polen~

gndstico ou prognosticamente Imporiante em relagfo a um ou
mals tumores, ov anagudes irocos de cromossonmas gue Yenham sie
guifieado para o diegndstico pré-natal.

Os modeles de manchamento poden ser ajustados para ¢ mfiode de
andlise empregue, por exemplo, quer por um observador humano
ou por um equipamento sutomatizado, tal como centlmetros de
passagem on miecroscopia auxiliada por computador. Os modelos
poden ser escolhidos para sevem apropriados pera & andlise de
cromossomas condensados su de materisl cromossdmico disperso.

4 presente invenclo proporciona sinds meios automstizados para
deteciar ¢ analizar anormalidades eremassémiags, em pariicular
rearranjos gendtieos, tal como indicafdo pelos modelos de mane
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eialmente uma anulagBo ou um pontc de intermupgo que seja dial -




chas produzidas de acoxdo com a presenie ilavengBo.

Un outrc objecio da presente invengBo consiste em proporclonar
um nétodo slternaiive he %foniecas gorrentemente disponivels
para preparar ¢ splicey smostras de hibridizacBo de ADY de ca-
deia finice nfo-ausbo-complomentares.

Um outrp objeetive da presente invencZo consiste em melhorar

a8 proporgdes sinalepara<baralho atingivel na hibridizacBe in
sitn por meis de rednefo de ligacHo nfo especifics e nSo combis-
nads da swontra.

tm outro ohiective da presente invencgBo consiste em proporelo-
nar un m&tedo de desnaturago do ADH de cadeia dupla alvo, pa~
ra 8 aplicac8o de amostra de hibridizacfo gee minimiza rogides
de eadeia fGnicz disponfveis para a hibridizacBo gue sZo n¥o
complementarss e sequfnelas de amosiva.

Trogmentos de ADN = pariir des gquais se podem construir amose
tras tratando com uns endonoclease de restrigle que gera uma
colecglo de fragmentos de restriglo com extremidades “ienaszes
pu corten em zmiguezapue caracterfsticos da endonuclease a.saéi&j
ruer diger, as duas extremidedes de fregmentos introduazidas

por um corie cada uma, consistem numa safeia saliente e numa
cadein retralds, Os fragmentos ds restriglo sfo inserides em
vectores gue foram feitos de mode a aceltar esse tipe de frag-
mento de restricBo; o os vectores s8o jransferidos pora orga-
nismos hospedeirss gue sBo desenvelvidos para aumenisr o niimes
vro de fragmentos de restricfo. Bm seguida, oo vectores s#Eo sew
parados dos orgenismos hospedeires ¢ os fragmenios de resirie
o8o sfo encipados e sepavados dos vectores. Em cada uma das
extremidades dos frogmentos de resiricHo as padelas retraidass
580 digeridas por meio de ama exonuclease apropriada,. ¥8s &

permitido que a digestSo se complele. Op fragmenios de restinis




¢Bo tratados por execnuclease sHo depois usados como modelos

prinfrios para a ADNepolimerase, que substitui a cadeia dige-
rida na presence de aom percursor sinalizade. Zxemplos de enzl-
mas apropriades para eslte provesso sBo & exonuclease IIT  sew
guida de um trateoente eom o fragmente grande de ADHwpolinoe
rase I; ou o I, ADf~polimerase, que pode desemponhar as duns
funcBes por alieragho das condigBes reaccliomais. Depois de a
sfntese estar completa, 08 frogmentos de restrigHe sBo corio-
dos en fragmentos pais peguenos de modo a gue as porgles slnaw
lizadas do fregumento de resiriglo original pernaneca subsigne
clalmente intacio. Os fragmentos mals pequenos sio desnatura~
dos & as cadeias sinalizades sBo separadas das cadeias nfgwsi-
nalizadas pava former as amosiras de hibridizagio.

De acordo con este &éﬁea& de-usar smostras de cadeda finica,
antes da aplicaéSo da amostra de hibridizacBo para o 4DY alvo,
o A alve € primeiro iratsdo com a nesma endonuclease de rese
{ricio vsado parz excipar o ADN amostra do vector de elonacho.
Tate tratamento cortz o ADH alve nume colecgZo de fragmentos
de restricfo tendo caundas em cada exiremidade caracierfeticas
de endonulcease de restrigo. Pm seguida, o ADN alve € tratado
oo uma exonuclease que remove a cadels retrafda, expondo desw
1¢ modo o ADY de csdeia fGnice na proximidads 4o corie Introdus
sido pelo endonulcesse de vestrigfo. Fimalmente, a amosira de
hnibridizaco € aplicads amo ADY alvo, por suemplo, usando pro-
tocolos de hibridizacBo in sita padrHo, ial como se descreve
nals pornencrizadamente zbaixo.

Uma cavacteristics imporiante do nficde de aﬁaﬁtra de cadeis
fnica & o tratanento da amosira de ADN clonado e do ADY alww
con & mespa endonunlcease de restriglo. Isto permite que o ADH
de padeia finica 8o alve soja complementar b cadela sinallzada
de amosira. Neturalmenie, muitos segmentos do sinal em adigBo
eom o5 Bitios de ligzagBo corvectos serBo fornades de cadeia




finica uma vez que existen muitos cories de restricHo, mas hae
verd muito menos sinais de cadels 8niea foiale 4o que serian
felton pels desneturacfic indeseriminsds. Im adiglo, o ADE alve
|[ternade de cadeia finics desta forma nflo se pode reanelsr con-
gigo préprio ¢ deste wodo bloguear o ncesso b amesirss

Uoa outra coracteristica fuportante (mas nBo az:itma} dessc
ndtode & a selecgfo de ume marca gue permite s separacHe do
eadeiss marcedas de cadeins nfo marcadas. e preferBnecis, oS
percursores o marcades por blotindlegHo e as cadeias mavces |
doas s¥o separadas dos oufelss nBo marcabas por melo de oromg
tografia de afianidade.
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is Figaras li, B e € ¢ a8 Figuras 24 ¢ 2B ilustram a hibridie
gaclo de ume livraria 21 de cromossomas espefficoe da sequine
cia de metafase humsna, em que as resercfes foram clonadas em
fase Lawbde “Chaven 21A. A capacléade de hibridizaclo das sew
gulneiss repetitivas de ofpias elevadss na 1&%&3&5& fol redu~
zide pela adliglo de ATH genémim ndo smaziza&a para a D e
ture de hibridizacio. A amostra f£oi msreada com biotina gue
foi detectada com avidiusa de FITU wverde (isotiocianato de avie
dina de filuorescénoiajs Tode ¢ ADH nos gromossomas fol colori-
do com & tinta fluvorvescente azul DAPL (4,6~diamidinow2-fenile
indol) s

A Pigura 1k & ams imegem bindris de menche DAPI ne sequéncia

de metafase humana obiida usando uma cfuwars de 2V ligeds a un
nicrosedpic fluorescente,. Foram usados filiros apropriados pa-
re & visuslizagSo DAPL. O processanento por compulsdor da imes
zem mostrs todos os trogos acims de uma intensidade limiay e




colhida como branco, e o restc come prelo.

A Figura 1B € uma inmagenm binfrdas da menche FITC da nesna sew
qufineia de motafass hopana tal come na Pigura 1. 4 imagem fol
nrocessada tal gomo pa Figura lh, mas o filiro fol alterado no
microsedplo fe forma a que o PITC ligado B awostra ficasse vi
sivel ¢ nBo o DAPL.

& Figura 10 & we imagem bisfria do cromossome 21s sozinho,
tende og ohjectos n3o especificamente menchadas {(que s¥o mals
pequenos) side repovidos por itécnicas de processamento de Ima-
gem padrde na imsgem bindria de Pigura 1B.

& Pigura 24 & uma fotografia a cores de pancha DAPI numa sew
gqudncia de metafase humana gue fol preparade e hibridizads ao
weano tempo gue o Seguéncla mosirada nas imagens binfrias gew
radas por computador das Figuras 1k, B ¢ Oa

& Pigurs 28 & uma folografia 2 coves de fluorescelns ligada &
anostra de AN ne mesma segulneis de meiafase humana {al como
se mostra na Pigura 2A. Poi obtide mudande os filiros no mie
crosedpio fluorescente para faser scbressalr a fluorescelina
mais do gue a DAPI, A fotografia & ecompardvel & imagem binfria
da Figurse 1B

A Tigura 3 & ama fotografia de uma sequdnela de melafase humaw
na preparada ¢ hibridizads ac mesmo tempo gue as segufneias
mostradas nas Tiguras i, B e ¢ & 24 ¢ Be Os processos usados

foram o5 mesmes com excepcio de se ter usade FI (iodeto de prod
pidio) em vew de DAFL para colorir todes os cromossomas. Quer
as mapchas de PI quer as manchas de fluoreacelina podem ser vis
tos gom o8 mesmos filires de micvosedpic. Pol usada pelienla

a cores de forma 2 gue o negativo de mancha de icdeto de pro-
pidioc aparege vermelhio e s fluoresceina de amosire aparege am
rela na psifcula a cores.
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A Figura 45 mostras a hibridizacfo de biblisteca especifica do
cromossoma 4 em plasmidios Rlseseride {a biblioteca piS-4) pom
ra ua segadneia de metafase humans em gus n¥o fol usada gual
ADH genduico hameno o msrecado e em gas & nistura de kibeldle
zacho fol aplicads imediatamente depois da desnaturac¥o. Andbas
as efplas do cromossoma 4 580 vistas como ligeiramente mals
claras do que oz oulrosn crompssomas, As peguenas seles indicanm
regifes que nlo esifo manchalas com a2 amostra. Tal como na Pie
gura 3 ¢ ng resto des Figuras abaixe, ¢ PI § o acgative de man
chas ¢ a fluoresceins & usada pera mavear a amosira.

4 Pigura 43 mostra a hibridizacio do piS-4 para uma segulnela
de motafase huomana en que fol usado ADY gendmieo humano ndo
marcade durante o hibridizacSo {Q=2 de ADN genémico; o signi-
ficado de ¢ & explicado abaixo). A anflise de imazenm guantifas
tive mostra gue a inlensidade por unidades de compminento do
cromossema 48 € de cerea d¢ 20 X a dos oulros cromossonas. Os
cromossouas 4s sfio smarelos; oz puiros cromossemas sdo vormes
1nos devido B conire mancha de lodeto de proldio. Foram nsadas
duas capadss de isotiosiansto de avidina~fluoreccefns pare fors
mar 09 cromossomes alve suficientemente claros para se mediven
com exactidfio. Yo eantanio, o cromossomas nlmers 4 poden per
faeilmente reconheeidos depois de ser apliceda uma comads Gnie
QEx

& Pigure 4C mostra a mesma sequlnela tal como na Pigurs 4B mes
atravds de un filiro que spenas passa a fluoresciacia do lsoe
ticcianato de fluoresceina,

& Beura 4D mostra o detecglo de uma translocacBo provocada pox
radisgBo (setas envolvende o cromossoma 45 numa sequineia de
meiafase humana em gue sHo vsadas livrarias piS-4 espeeificas.
4 proporgdo de contrasie & do verca de 5 %e

A Pigura 4% mosirs gue crompssomas formals e dois cromessomas
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derivados rescelianies de pme translocacBo enlre o cromossoma
4 ¢ 11 (na linha de células R84:11) poder mer detectados pelas
composinBers & nfiodos da presenie invencSo nos alfelsos de in-
terface. Aparecen pomo tr8s dominios distinios,

& Pigura AT mosize o hibridizacSo da bibliotscs especifica do
cromossoma 21 en plasmidic de Bluescribe (a livraria p3g-21)
para uma segubneisz de metafase da linhe de cflulas de trisemia
21, T visivel uma poguens queniidade de hibridizac8o perto dos
centrdmeros dos ouiros cromossomas acroc8nirices.

h Pigura 40 nostra o pepma hibridizagEo gue na Figuva 4F mas
com nlicleos de interfase., Toifo clorewente mosirsdes os trés
doninios do cromossopa 2l.

& Figura 44 mosire a hibridizocHo con uma misiura de 120 amose
tras de cbpis fdnica do cromossoma 4 pare umz sequineis de¢ metae
fase huranz. 05 cromossomas anfmers 4 sBo indicados por selas. |

A Pigara 5 wmestra a hibridizacSe de om cromossoma ariifleiasl
de fermentagfio (¥AC) clono contendo uma inserg8c de 580 kb de
AT humeno para uma seghBneia de metafase humana. ¥ visivel
uma banda de fluoresceina amsrela en cada um dos CrOMOSSORES
125 {a 12q21.1) conira & coniramancha de iodo de propidio.

& Tigurs 6 postra s hibridizagle de ADF de uma oflula hibridi~-
zada homanz/ericeto contendo ume cbpia de eromossoma 19 humesm
no para uma sequéncls de metafase humanc. Um pouse para & Gi-
reita do centro de fotografia enconirap-pe o8 dols cromossow
ras 19s gque sfo mais claros do que o8 oulros cromoszomas da
seguéneia.

A Figura 7 ilustra uw nftodo representativo do uso de remcglo
de calela de polimerase (PUR) para proeduzir avesiras de progen

¥




te invencfic gue sfo reduzidas em segufnciazs repetifivas.

A Filgura 8 1lustra as lovalizacBes das amosirss pars o ponko
de interrupclo GHDL ¢ o aspecto de menchamento correspondente
en awbos o5 nfieleos ndormais ¢ de metafaze e interfage de XL,

4 parte esquerds mostre representecles esguenfticas do gene
BUOR no cromossoma 22, o gene ABL do cromousoma 9 e o gene de
fasfo BOR=-ABL no cromossoma de Fhiladelphis. Tambén se mos-
tram as localizacBes dos pontos de intervupcBo de (U1 e a sus
relagBo com as amostras (32). A direite mostrza os aspeetos de
bibridizaglo esperados para as amostiras o~hu-ABl e PEMIZ, para
as sequéncias normais e de metaface de UYL e pars os nicleos
de interfase. '

A Pigura 9 mosirs a hibridizaco de fluorescénela in situ
{FISH) em segquBncias de metafase ¢ nicleos de interfase. Os
paindis A e B mostram a hibridizacZo ABL e BOR pars as seqiline
ciap de metafase normais, O einal ABL (4) € loecalizado para o
troce tetomérico de 9¢ o sinal BCE (B) & localizado perie deo
centrémero de 22g. C painel ¢ mostre gue o manchamento de ABL
estd loealizade na regifio telomériecs do cromossoms de Philadel
thia num caso de CFL com 46 xY,t {9:22) (@3é;qzi)i 0 painel B
mostra gue o monchawente de ABL &€ intersiicisl no eromossoma
derivade 22 resultante de um acontecimenio de inser¢Bo no easo
de D com 456x1 ins (22:9) (gll;a34). O paimel E ilustra gue
& linha de oflulas X562 apresenta sinails miltiplos localizee
dos numa regifio do niieleo de interfase. Fol visto um sspeclo
de manchomento id8ntico com a smesire BOR indicando & amplifi.
cacBo do gene da fusBo BOR-ABL. O palnel T apresents uma 8¢«
gquincia de metafase de¢ linha de cflulas X562 mostrando a ampli
fiesgHo do gene de fusSp loealizedo num cromegsome {finico.

& Pigura 10 ilustrs a2 hibridizacfe de fluoreseclneia in situ em
nlileeos ds o1 de interfase con amosiras ABL (vermelhas) o BCGR
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{verdes) visuallzadas simultaneamente através de um filtro de
passagen de banda dupla. As célolas de um paciente com OIL
mostran os sinais verde vermelho (amarelo) resultantes da his-
bridizacie no gene dz fusdo BUR-ASL ¢ os sinais de hibridize-
gHo de vermelho ¢ verde finicos nos pemes BCR e ARL normais nos
cromossonas 22 & G..

A Pigora 1l ilustra algumas estratésias de amostras exemplares
para & detecglio de aberragBes estruturais, O desenho do modelo
de nanchamenioc, as cores eie, de anosirs poden ser oplinizde
das para z detecglo de anormalidades gendiicas em células de
metafase sfou interfase diferentes padrBes {aspecios) podem
ter vantagens pars aplicaglies particulares. U5 desenhos ng i
gura 11 ilusiran aiguns dos modelos de manchemento pars a dew
tecqlo de alpumas anprmelidades. O exemplos sHo representati-
vos ¢ nlo preiendem 3ar'§xaastivﬁg; poden ser combinados di~
ferenies padrfes parse permitlir a deteecglv de anormalidades
miltiplas na meema célula.

ips deseahos de Hgura 11, 08 cromossomas de metafase sHo moSe~
trados com a amostrs ligada a ambos os crometidios. 05 nficlees
de interfase s3e pintades pars esiarem num esildic do ciclo

de célula antes da rfplica do troge do cromossoma a que a ANCS
tra se liga: degte modo, existe apenas um cromatidio para cada
cromossora de interfase. Quando & ligacgBo de smosirs se refSe
tringe apenas a uma porgdo de cromossomsz, o sinal & indicado
o cone ecirculo brames ou como cirenlo prete. A referida repre
sentagdo ¢ empregue pava iadicar gores diferventes on garacte-
risticas de colovagHo de oubra forms distinguiveis, Oz padrles
gue contfs mais de duas carscteristicas distinguiveis (ir8s
cores, proporgles de coves difevenies, cig.) permitem aspectos
de maschamento wais complexos do gue os gue forasm ilustrados,
A5 localizagles cromossdmicas das regifies de interrupgHo ne
ADY esife indicadas conm linhad horizoniais junto 208 Cromosso-
fas anormalse
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B & SeccBo a) apreseanta o uso de umo awostras gue mancha
we crpmossome na sus tofalidade, i referida awmostra pode ser
usade para detectar uma fransloecaplo gue ocorrTa OB guslgner

lugar no cromossont. A fotografia o corss da Figura 12 uwostra
o uso da referids wencha para ¢ comessoma 22 pars detectar umsgl
{ranslocagBo neste caso gue ocorve com (. Ume tal aproximee
¢Ho de monchamento n¥o € nuito #til nos ndcleos de interfase
ama ves que a2 repife do nficleo due & waunchada & relativamente
srande; sobreposicles nas vegifes menchadas podem fornar a in-
frepretacio diffeil eu muitos nficleos.

D A SecgBo b) represents a rvedugle de reglfic manchada do
cromossona mosirado en a) em relacBo so de proximidade da ro-
gifo de interrupcBo, com a condigHo de gue a informaglo se
Toecasse em agontecinmentos nessa regifio. Tete zspects de man-
chamento pode ser continuo ou descontinuc ae longe da regifio
de interrupglo, apenss pare gque fique alguma ligocHBo em ambos
os lados daz regifo 4o interrupclo. U referide aspecto de manw
chamento reguere apenas mma "COR™ mas nfo de gualguer informes
ofo acerca de oulvas regiBfes pendmicas gue posssw estar onvols

vidas ns pevmulacBo. : : ‘
s A Secgfio ¢) repregenta o uso Ge uma amosira gue se ligs

& sequinecias gue chegam juntes como wesultade do rearranjo @
aue permitem a detecclo nas edlulas de melafase e interfase.
Jeste caso, as diferenies sequlneclias cfo mauchadas con "CoresY
diferentes. O referido aspecto de manchamento & o usado nos
gxewplos de SeceSe VIII do presente pedide de patente.

i L BeccBo 4) representis uma extensfo de e) incluindo

panhapento de awbos o8 lados de ambes as regifes de inferrup-
¢fo envolvidas no vearranjo. Fal como se indicoun, sBo usadas
aorest diferentes, & informacio adicional fornecida peloc ase
peeto de monchamento mais complexo pode saxilier com a inter-




pretagfo des nfeleos. Poderd tonbdm permitir o reconhecimento
de um resulfado de Iinsergfo sparsanie tal como agul se refere.

G 4 SeegBo e} vepvesente e detecgBo de uma inversBo num
nomdlogo de um CYOBOSBORG.

£ & SecglBo T) representa uwe padrZc de wanchamento Gtil
na deteeglio de ums enalagfo. Uma anulagBc pode tombénm ser dee
tectada com uma am&ﬁtmaqm@ mancha apenas o regifio snulads; sone
tudo, @& falta de ligaglo dan omostrs pode ser devida a razbes
diferentes de anulaclo de sequénciz preiendida. As regifes de
flan quesmento menchadas vom uma Yeor® diferente servem como
conirolos peve s BibridisacHo.

4 Pigurs 12 ilustro wa gspecto de manchementce para detectar

un resrranjo manchande un cromossocma ns sus totalidsde, nesie
¢aso um rvearranjo (o cromossome 22 associado com CUL. A Seqndn-
cle de metafase desia figura e de uma célula CIL que foi maue
chads cém ung amostra gue se liga ao longe do fodo o cromossos
ma 22, 0% trogos dp snmosirz pistefos aparecen amarclos. {0 rese
to do ADY Poi manchadeo com o mencha guinica vermelho fluorese
cente de iode de propidic. O cromossome totalmente amarelo &

ume. efpla normel do cromossome 22. Imedisizmente sbaixe do rew
ferido cromossoma normal 22 fica v cromessoma de Piladelphia,
um CromOSSoma Com uma peguens parie amavela e uma parie ver
melha. Abaixo ¢ pars @ direliis do cromcoscona de Fhiladelphia
fica o cromossoma anormal O (vermelbo} com a parte distal do
provossona 22 (amerelo) ligeda. A fotoprafis desta figura iluﬁ»
tra ¢ aspecio de manchemenio representade sa parte a) da figud
ra anterior. '
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L presente invencEo pefere-ge ao usge do awosiras de Seido no-
clofeo pars a colorecBo de matewisl cvorossémico sinelizado
en podelos gue se poden cotender zo lonsoe 4o up ou Bals CYO-
nossomas fotals, o/on a0 longo de up o4 mais trogos em um ow
mais cromossomas iaclpinde modelos que se estends sobre um gew
nome completo. 0o agentes de colovagBe da presenic invengHo
faeilitan o identificacBo microsedplea e/cu de citomeiria de
passazen dos eromossomas novmais e gherrvantes ¢ ajuds ns coe
racterizagio de natuveza gendiica de anormalidedes particmla-
res inls como o8 resrranjos genfticos. -

¢ termo "espoeifico de cromossomas™ & sgui definido pars englo-
bar oo termos M"sizal (alvo) esgeeif;ea“ e “peggifo (trogn) €8«
peeiiica®, quer dizser, quande & composicho de coloracle & di-
rigida & un croposscns & Yespecifles de aropossona®, was &
tambdn cspecifica de cromossomas guendo & dirigida, por exen-
pia; a regifes wiliiplas em mlliiplas crowogsomas, o agenas

gma regific do apenas um cromossoms, on regifes, ac longo de
todo o genoma, O termo especifico de cromopsomas ieve comp ord
gem o uso de biblictecas ds ADN recowbnontes feifes de ADW de
elorvagio & partir de um dnico fipo de eromossoma normal gomo
material fonte para as amosiras inieiais ds presente invengHo.
As bibliotecas feitas de ADN de regiles de um ok mals cromosw
somas sfo fontes de ADY pars amoskras pars essa regifo cu  pew
gifes do genoma. Az amostras predezidss desse malerdal fonte
s8o amostras especificas de trogos mas tembénm estlc englobadas
&entw$ da frose meis awplae smostras Yespecificas de cromossos

« O termo Yesprelfico de simal® ,¢ impermutavelmente aqul

a&a@a oz o terio Yespeeifico de cromossomagye.

4 palavra “espeeifice® tal como & normalmente usada na tdeniea
ten duss significacBes algo diferenies. Aqui segunc-se o prdtis

".



cd. "igpeeifice” pode refevir-se & origenm de ums sequBneis de
&cido nuclefco cu oo padrBo com o gual se vel hibridizer para
ur gencna come pavie de um reagenie de coloraglo. Por exemplo,
o isclamento ¢ a clopagio de ADY & pertliyr de um cromossoma of-
| sapffico vesulta nums Yiivearir esspecifiez de cromossomas™, |
Toe, ven Billa et al., "Human Chromosome~Specific DA Librae
ries: Conetrution and Availability®, Biolechumolosy, 4:537 (W8
Contuds, & referids livearia contdm sequfneiss gue 580 portis
ihadas com oulros cromossomas. As referidas sequBnciams parti-
Ithadae nfo sfo especificas de cromossomas enm relagdo ad cro-
rosooma o pariir do qual deriverasm nas suas propriedades de
hibridizacBe wpa ves gue so vio ligar o nais do que O Cromos-
soma de origem. Usa segubneis & "especifica de cromossoma® se
se ligar apenas ao iroge desejado de wm genoma. fssas segulne
eiazs inoluem segudnelss de edpla dunica contidas no sinal ou
nas sequdncias repeitivas, em que 85 ofplas esific contidas
yprefominantenente no sinal.

miapecifice de cromossomas® na modificagBo do “reagente de eo
lorscHo® refers-se ac aspesto {padrio de hiuridizaglo em gewal
das segquéncies de Acido nucleice que compraenem o resgente, Uy
reaogente de coloracBo & especifico de cromoOssomas ge S5¢ CONSE«
cpir un conirasie 4til entre o materizl cromossinmico alve e
nfo-alve (gquer dizer gue o alvo possa ser adequadanenis visun
lizado).

tma asosira & agul definida como sendo uma coleecgBo de fragmens
tos de Zeido nuclefco onje hibdridiszacfo para o sinal (alve)
possa ser detectada. ) amostra é mevcado ial como me demereve
abaizo de forma g cue & Svae ligacHo zo simal possa ser visus~
lizata, A smostra & produzida a pesriir de alguma fonte de se-
quéneiss de fcido nuclefee, por exemplo, ums colecgBo de clow
nes ou uma coleccHo de produtos da reacglo de tadela de poli~
werase (PORY. 4 fonte de 4clde nuclelce pode depols ser pro-




cossads 8o alguma meneira, por éxem;;:}.@n, por remocHo de sequliine
cias yepstitivas on blogueanfewzs com fcido nuclefeo nHo sima-
lizedo com uma sequdncia complementar, de forms & gque a hidbri-
dizagHo com a amostre resulianie ¢ produza uma 2cloragle com
eontreete saficiente no alve {sinzl). Deole modos & palavya
arosira pode agul ser usada para vefevir uflo apsnas o feide
nuelefeo detectlvel, pas tombdm o eido nucleice delectdvel na
forse cm que § aplicafo so sinal, por exexplo, com ¢ Acido nu~
elofeo de blegasasento, sie. 0 Zeido auelelce de blogussmento
pode tanbdn ser wescionado separsdamente. o

& sisnificade eopeeifico do termo "emostra" deverd ser claro
a pertir do confesto em gue a palavra ¢ asada.

nuonde duss ou mais smostras de fcido muclelco sfo mistuvadas
| conjuntemente, produzem ums nove amcsize & gual, guando & hiw
tridizade pars ms sinsl de acordo com os nétodos da presente
imvenclo, produz wa aspecto de manchemenio que & uvmz gonbina-
oo due amosirss de manchameato individnalmente preduzidas pee
las amostras componentes do mesma. Deste mode, o8 lermos “amog~
traf e "amostras® {gquer dizer as formas no gingulsr e ne plo-
ral} podem ser usedas interpermulavelmente denivo do contexto
de un aspegto de manchementp profduside. Por exemple, se uma
emostra da presenie invenclo profuzir upm ponie ao cromossoms
9, & oulra amostre produsir uma bande no cromessoma il, a8
duss zmostras conjuntemenis formem ume amosire que produpz um
sopecte {padrBe) de menchamento ponto/bande. ‘

o terme "marcade® & sgul usado pers indicar que exisie algum
uétoto de visiualizar o amostra ligeds, guer & amostra conte
nhe ou nBo Qirectamente algum constituinte modilficado. &L Seow
¢do IIT abaizo descrave virios welios de marcaglo direcia da
snmostra ¢ cuiros meios de mareacBo atravis dos guals a &meS-
tre limite pode ser detectadas |




Sem

isdrico sinalizado no mesmo ¢ o amosira limite seja cepaz de

Gs termos Mmencha® ou “eoleceZo" =fo agul definidos pare signi<
ficar a hibzidizacBe de ums smoatra da preseate invengHo para
wr genors ou um segmenie do mea%a,'&e Porpa & qRe a anosirs se
lizue de foros segura ¢ dighe de conllangs so malerisl cromos-

ser visiuslizada. Os termos "menchamenio® oum "oolopagBo®™ sfo
usados interpermutovelmente, Og paleBes que resulion do menchas
mento" ou Meoloraglo® ofo fiteis pars 2 andlise citogendtica,
mais particularmente, pava o sndlise citogendtica molecnler.
s ladefes) aspectos de manchamento facilitam a IdeatificacHo
citométrica microscelpica gfou de pascegen do CromOSSOMAR nOL-
sz ¢ snormels e a caracierizacBs de nalureza gendilce de
snorpalidedes periiculeres. A Secglo III ghalxo descreve mélow
dos para tornar 2 emosirs visfvel. Uma ves que exision milil-
plos métodes compaiivels de visdalizagBe da amosira, os pe-
drBes de manchemento dos diferentes componentes de aucstra po-
derm ser distinguidos, pog exemplo, por melc de corves, Deste
nodo, & presente inveacBo tem a capucidade de produzir pual-
quer pedrZo {aspects) de wanchamenio desejodo nos ercuossomas
visaalizados con ome ou mais cores (om padrSo de menchomento
multieolor) e/eu outzos ndtedos indicadores. O termo "mancha-
mento" tal cowo agui € definide nfe inclul o conceite de crow
rossomas de monchamento com gulmices, ifal gome nos mélodos de
carotipacio convencionnis, ewbors essas manchas convenclenals
possan ser usadas em conjuntv com 88 suestras da presente In-
vengho povs permitir o wisualizagBo dae partes do genoma em
gue o amostre nfe se ligas, O uso de DAPI e de iodeto de propi-
&io para esse fin & ilusivado nas figuras.

L3

4 frose “elevads complezidafe®™ & agui definide para significar
gue = amostre, essim modificada, contés na ordem de 50 000

{50 &b} ou mais ald mulies milhfes ou vivios bilifes, de bases
de segudneias de Zcido nuclofeo gue nfn 580 repetidss na anop-
tra. Tor exzemplo, as anostras de Baido nunclefco de eleveda com

¥




vlexidads representatives do presente inveacBo poden ter ura
conplexidade supericr o 50 kb, superior a 100 000 bases (100
kb), superior a 200 000 bases {200 kb), ﬁ&g&ﬁiﬁ? a 500 00 Dha-
ses {500 kh), superior & ux milh¥o do bases (1 mb), »ﬁ@&fiaf

2 Uh, superior a 10 mb, supsrier a 100 &h, guperior a 500
%, superior & 1 piliSo de bases e sinde moperior o vieios bi-
1iGes de Dbasco.

G termo Teomplezidade"™ & agui definido d¢ acordo com o padrdo
para & somplexidede 3o dcide nucleloo tal come estobulecids
por Sritten et. a¥., Lethodo of Tasymol., 29:3563 (1574)3 Yo
jese tamhém Cantor end Schimmel, Elﬁz&v&lcai,Sh%mlsﬁ“-: E;;§
IIT: wihe Bechavior of Biolosieal I léﬁ&les, en 1228-
(Freemad and Go. 1980) paze mais axnlxs aglen & e;emfilfieagﬁa
de complexidade do dcido nuclefco.

i complexidade preferida pere uma composigBo de cmosira da
presente invencio estd dependente da splicagBo pave a qual &
designada. Bo geral, guanie meior for & frca e sinal (frea
alvo) mals conplexa serd o avostra. ?igawse desde j& gue a vom
plexidade de umme gooetrs necessfris pere produzly wm padrfo de
narees desejado num vromossoma Giminuiri B medide que aumenter
& pensibilidede do hibridizecHSo, use ves gue o progresse & fed
to no tecnologis de hibridizacBo. R medids que a seasibllidae
de aumentar, aumeniarf a seguranca o confianga do sinal proves
niente de sfiios do alve mals pequencs. Deste wmodo, enguanto
que presentemente pode ser necessfvis uma seguincie de sinal
de corca de A0 kb & ceres de 100 kb pars proporeicnar um si-
nal seguzo e digno de confienga e faciluente delectdvel, no fu-
turo segulneia de sinal mais pequenss proporcionarfoc sinais
dignos de confiangs, Consequentementey & medida gue 2 sensibim
lidade de hibridizagfo aumenter, ume smosire com mma ceria cop
slexidade por exesmplo 100 kb, deverd permitir ao utilisador
detectar de forma considerfvel mais locain num geneza do que

[4




|mente distintos gue possam ser delectados, guer dlzer, indew

y,oo8

o gue s8o sgora detectados de fomma sepura; deste mods, sexd
obtido nmais informecic com ums awosirz do mesma complexidade,
0 terme "oomplexidade®™ vefere-se por isse & complexidade da
amostra totel independentemente do nlwero de locals visualw

pendemente da distribuigfo dos siiios alvo no gencma.

val come se indicou acime, ook av ifeniocas de hibridizaclo
sorrvenies & possivel obier um sinal facilmenté-detectivel o
dimne de condiance com uma smostra dc ceres de 40 kb a cerca
de 100 kb {gsz exempleo, & capacidads de insercic ns amosira de|
uz ou alguns cosmidios) sinalizads pave uws ponto compasto no
gonoma. Assimepor oxemplo, wss complexidade na gama de aproxi-
nadazente 100 kb permite sgora s hibridizac8o de ambos os la-
Gos de ume trapslocacio especifica de fumores. U itvogo de amos
trg sinalisade pors ux lado da repifie de interrupgBo pode sex
poreads de forme diferente da do sinalisade do outrs lado da
regifio de interrupcdo a fim de gue aubos o8 lados possanm ser
diferenciados com diferentes coves, por exemplo. Proporeiongle
reate, o asmento de complexidsde de ancoira perziie a andlize
de rogiSes compacizs miltiplas do genoma simulifincomente. 08
padrBes Ge bandas convenclonais produzidos pelas monchas gule
zmicas poden ser substituides, de acorde com o presente inven~
ol con uma sfrie de pontos de referlacia com base na auosiva,
godificado com as cores {por exemplo)., ac longo de cada oro-
nossope ou de pegifies significativas do nesmd.

4 colorag8o uniforme de uma vegiBie contigua alosgada de U G
aoma, por exemplo, wm ¢romosgoms complete, requers uma eonplew
xidade de amosirs proporcional &, mas afe substancislmente ine
feprior &, complezidade de Eégiﬁa alve. & conplexidade ﬁagaeréﬁ
ﬁa,é apenas a nccesgdria @ara'?rapﬁraianar um sinal subsiane
cialnente uviforme € segurc no slve. 4 sSecele V.3, sbaixo,
demonetra que & coloracis fluorescenie do gromossoms humano




21, gue conifn cerca de B0 megabases {I'b) de AN, &€ suficlente
com uma complexidalec de ammosira de corss 8¢ 1 Fhe & Tigera 41
ilustra & hibeidizecBo de eerca de 400 kb de smosire purs o
erouossone humenc 4, noe contén ceven do 200 b of ADH. Desse
pase, sdo visivels folhas entre & hibridizacBo dop elementos
individueis de auosirs. A8 Piguvss 4B ¢ 47 dencmstzon 05 rie-
sultados atlogidos com emupiras feites de livearias intelvas
para oS cromossoues 4 ¢ 21, respecitlvonente. U8 cromossomas
sHio meunchados de ume forme milto mais denea ol come me popirg
nag Flguras 42 ¢ 4F do que com & amestra de menor complexidade
que compreende segulncles de foido mucleice de edpls fdalez ﬁajm
da para produsir o padvlo da Tigura 4.

¢ avmento do complexidade allm do minimo regqueride para 2 ¢o-
loragic adequads nfio € prejudicial, contante gue a concentra~
clo de Scido nuclefco total ne smesivra permenece abzlize do pomw
o ew gue & hibridizsclo & rveduzido. & diminueigHe na voncens

trac¥e de uma porcHe de uma sequlneis no apestra & coumpensadas
pelo sumento do nimero de sitics de sinais (eltlos alvo). Com
efeito, quando oe¢ usam ammostras de cadels dupls, torna-se ppe«
ferido panter usma concenirvaclo velaiivemenie baida de coda poie
efio da sequéneia pare inibir 2 reassoclagle anies dz veferida
sorclo de sequlncia poder eneontrar om 5itlc de ligazBe no sie
nalas '

O modelos de menchomento da presente invensBo compreendsn umg
on mais Yhandas®, O termo "banda™ € agel usado como ponto de
referfacia nun genoma gue compreende nme sequfncla de deido

anelefes alve ligsds s um componente da smostra cujo duple €
deiectivel por alguns melos indicadores ¢ o gqual na sun dimens
s8o mais estreits proporeionz um sinal gegﬁﬁ& g de ponfiangs
nae condicBes o protocolos da hibridizeclio ¢ de Inctrementali-
zacBo, entre oulyas veriantes, usados,

Ume banda pode ir desde uma dimensHo esireita de uma seguéncia




gue proporeiona om &iﬂﬂi seguro & de confisnca, 4 4N CTODOSSOw
ma total atd miltiplas regifies num nfmere de oromossomas.

As bondas produzidas pelas smostras dao presente invencHo deve
rio mer distinguidas das bandas produzidas por coloracBe quimis
ca tal como se indlcou acima no Znquadromento, Az bandas pro-
duzidas peles amostray da presenie lnvencSo sBo hasesdas enm
seguBneias do #cide nuclefco enguento que as bandas profuzidas
por coloracSs gufnice dependem das earacteristicass naturals
naturais dos cromossomas, mas nie & segulnoia de dcide nuclef-
g0 de facto, Além disso, os Hodelos de bandas produzidas por
soloraclo gufnics sfc apenss interpretiveis em termos de ero-
mossomas de metafase enguanto que a9 handas produsldes pelas
amostras da presente iovencSo sBc Gtels para os eromossomas de
metefasy e interfase.

4

Un métedo pabs o formsgfo das amosizes da presente invengHo
consiste sm junter nuitas smosirss de baiza complexidade (i
{srentes. & referida amosirae compreenderd entfio uma "mistura
neterogdnes! de sequfneiss clonadas individpais,. O nlmere de
clones peguerido depende &a.EXiﬁﬁﬁuﬂ ge érea alve ¢ da capaci~
dade do vestor de clonacHo. Se o sinal fop formade por virics
loceis compacios e distinios, guer dizow, pontos anleos no lie
rite da resolugiic mleroscépica, entdo cewca de 40 kb, de malor
preferéncia 100 kb paras cada ponto de un siual segure e de COI
fienga dado peles iéenlices corvenies. U iroge de amosira para
cada ponto pode sey feito, por éﬁé&ﬁl&, de uma fAnica insercioc
de un cromessoma ariificial de fermentacfe (YAC), de. vérioes
cosnidios contendo cads um 3540 kb ou una sequbncia de anose
tra on de eeres de 25 plasmidios contendo cada 4 kb de sequlpe
clae

¥

ks misturss heterezéneas reprosentatives de closes exenplifie
cada no presente descrigdo incluem pages (Figuras 1, 2 e 3) e
lasnfdios (Pigurs 4). O cromossomos axtifieiais de fezmenta-




gBo (YACS) (figuras 5) e o cromossoma humeno Unico numa célula
hivrida inter-espfcies {(Pigura §) sBo exemplos de amosiras de
slevado complexidade para os locails fnicos ¢ um cromossoma ine
teiroc gue pode ser propagado como um gclene dnleo.

Ume sequincia de base enm q&algmér ponto no genoma pode ser
classilicada ou como "elpis Snice™ ou como "repetitiva’., Para
fins préticos a sequdncia necessita de ser comprida o sufici-
ente para gue uma sequéncia de amostra complementar possa fore
mar um hibrido estdvel com 3 seguéncia alve nas condigBes de
hibridizacBo que estdo a ser ueadas, Bsse gomprimento € tipi-
camente na pama de virias dezenss atd centenss de nucledtidos.
Ume sequiineia de "edpia Gnica® & aguela em gque apenas uma ol
pia da sequéneia de feido nuclefeo alve se encontra presente
no genoma haploide. 4s "sequlneiss de cdpia Gnlca" sfo também
gonhecidas na téenica como "sequincies dnieas". Uma "segufnels
repetitiva® & aguels em que existem mals do que uma clpia da
nesms seguéneis de 4eido nuclefco alvo no gesoms. Cada cdpla
de uma sequéneia repetitiva nfic necessita de ser idéntica a
todas as outras. A caracterfstica importante ¢ de que a sequin-
cia seja sufisientemente semelhante aos outros membros da fa-
wflis de sequéneias repetitivas de forma & gue, de acordo com
as econdicBes de hibridizagfo a ser usadas, o mesmo fregmenis
de amostra de £sido nuclefco sejs capaz de formar hibridos ese
t4veis com cada uma das obplas. Uma “sequdncls repetifive par- ‘
$ilhada® € uma sequlncia com algumas edples no troge alve do
genoma, e alguns noutros lados. Quando os adjectives "edpla
fnica® "repetitiva®, Trepetitiva partilhada®, entre outros mo
dificadores desss esnpdeie, 88c usados para descerever sequéne
cias na amosira, eles referem-se sc tipo de sequdneiz no ai-
nal a que a segulneia de amostra se irf ligar. Deste modo, ume
Yamostra repetitiva® & oma amosira gue s¢ liga & uma sequinel
ropetitiva no sinal; e ume "amostra de cfpia fnica® lige-se a
ama segufnoias do sinal de cipia Gnlca.




As sequénelas repetitivas osorrem em clpias miltiplas no geno-
ms haploide. O nifmsro de efpias pode variar demde 2 aid centew
nas de milhar, em gue a famflia Ala do ADN representative séo
exemplares da dliima variedade numerosa. As efplas de uma re-
petic8o podem ser aprupsdas ou espazlhadas pelo genoma. As Tow
petigdes podem wer agrupadas num ou mais locais no genoma,
por exenplo, as segufneias repstitivas que pcorrem perio dos
centfdpmeros de ecada cromossoma e repeticgBes tandem de nifmers
varidvel (Vii?Rs) /Nakemura et al., Science, 235, 1616 (1987)7;
o as repeiiclesn podem ser distribufdas sobre um @nice cromos
soma /por exemplo, repetlqBes apenas descobertas no cromosse-
za X tal comoe € deserifo por Bardonmi el al., Cylogenet. Cell
Genet,, 46:575 (1987)7; ou as repetigBes poden ser distribui-
das por todoes o8 eromossomas, por exemplo, a familia Alu de
sequéneiss repetitivas, ‘ | |

Na presenie invenglio o8 fermos segufnoias repeiitives, sequén-
‘eias repetidas e repeticles s8o nsadas interpermultavelmenie.

As segquneia repstitivas gar%ilhaﬁaa poden ser agrupadas ou
sspalhadas. As sequ@neias repetitivas agrupedass incluem as re-
peticfen de tandem que 580 assinm denominedas porgue 8o goniis
cuas ne moléecula de ADY gque forma a espinha dorsal de um cro-
nossoma. As repetigfes agrupadas esifio assoviadas a regifes
bem definidas de um ou mais cromossoms, por exemplo, 2 reglfio
gentroméries, 8¢ oma ou mals repeticBes agrupadas formavem uma
fraccEo medivel de om cromossoma ¢ se forem paviilisdas com ‘
ume ou mais regifes nlo-alvo do genoma ¢ consequentemente se
forem vemovidas da mistura hetervogfnes dos Irsgmentos empre=
gues na inveng8o, ou se a sua capacidade de hibridizagfo for
deatrulda, pode nfo ser possivel uma perfeita aniformidade de
manchamento da regific alvo. A referida situagBo € comprecndi-
da pele usc do terme "substancialmente uniferme® por referfn.
¢iz a0 sinsl. :




—||A coloregBo de cromoscomas especificos da presente invenclo &
roalizado usando fragmenios de deido nuslefoo que sibridizam
para segufnciss especificas para o sinal, Bsias segulnclas poe
den ser de clpia Unica ou repetitivas, em gue o5 olplas de Te~
peticlo ocorren predominantexente ns fAves alve. & Pigura 48 e
o8 resultados do trabalhe deseriic na Seqgfio V abaize, indi-
cam que as anmostras podem ser feltas de scgulnelas de edpia
finies. Contudo, em awosires tails como nas da Figura 4B, a5 re-
petigBes especificas de cromossomas de baiza ofpia /Hakamura
ot al., ¢ Bardoni et al.y Sﬁ?ﬁé? poden eontribuir tanbém para
2 hibridizacHo. B

Se¢ foren inelufdos nz amostra fragmentos de deido nuelefco

couplementares a trocos nSo~alvo do genoms, por exemplo, See
gqudneias repetitivas partilhadas on sequlnclas ndo-especifieas),
a Sua capacidade de hibridizacZo necessita de ser sulicieniew
pente diminufda, om a sus preponderfncia suficientemente redu-
zidas para gue posss fer obtido um contraste de manchamenio ade
guado. & SecgBo V e o Pigura 45 mostram exenplos de hibridizie
oo com amosiray que contdnm misturas de clomes em gue cada elow
ne fol individualmenie seleccionado pars gue hibridize para .
sequdnelas de efpla dnica ou sequlncias repetitivas de efpla
muito baixa. As figuras resianies ilusiram o use de amosiras
) que contén fragmentos que poderiam fer hibridizado para seguln
clas repetitivas de clpiz elevads, mes gue tiveran & eapacida«
de de hibridizac@io dessas sequSncias diminufdas.

]

L

As asmosiras de fcido nucleivo da pressnte inveng8o nfo negessi
tan de ser absolutamente especificas para ¢ troge sinalizado
de sm genowa. Predente-ge gue elas produzan um Toontrasie de
manchamento®, O "eontraste®™ & guaniifieado pela proporgEo de
intensidade de mancha da regifio alve do genoma com a de oulras
porgbes do genoma. Por eXemplo, a livraria ADW produzida por
_|| clonagBe de um cromossoma particular, iais cono os referidog

¥




|deiro para viver) do genome humenc, ctres de metade do ADH crom

seguro ¢ de conflanga do sinal relativo s flutuacles no manw

na Pabels I, pode ser usada como uma omosira capaz de panchar
todo o sromossoma. & livraris eonténm segulncias encontradas
apenas nesse cromopseoma e sequineias pariilhedas com outros
cromossomas, Yum medele simplificade (aproximsdamente verda~

mossbnico situs-se om cada classe. Se a hibridizagBo cou a
livrariz total fosse capaz de satursr todos oz looais de liga-
¢30, o cromossoma alvo seria duss vemes meis elare (proporgio
de pontraste de 2) d¢ que os oulros, uma vez gue ele conteria
sinal das ssqufneiss cepecificas e partilhadss da amostra, onw
guanto gue o puiroe cromossoma s§ teriaz o ginal das sequénclias
partilhedas. Deste modo, apenas uma froca diminuicgBo na hibri-
&izacdo das sequlneiss partilhadas na amosira aumentard de
forma substaneial o contraste. As sequdneies do contaminacBo
yue apenas hibridizas pars sequdnclas nfs-sinalizadas, por
exemplo, impurezas numa livraria, poden ser folersdas na amose
tra desde gue as referides seguénmeias ndo redugan o contrasie
ge nanchamento abaixze dos niveis fteis.

%a realidade, todos 06 logals alvo podem n8o ser saturados
durante a hibridizaclo & muitos oufros mecanismes contribuen
para produzir~se comiraste de manchamento, mas ssie modelo
ilustrs uma congideracio em geral no uso de awosiras sinaliza-
das nun grande troge do genoma. |

¢ econiraste requerido dpende da aplieagls a gue a auosira se
destina. Cuando se viswalizam og crcmossomas, nleleos, efc.,
microscopicamente, uwe média de contrasi de dois ou mels €
muitas vezes suficiente para idenfificer um cromossoma total.
Has Piguras 4D-7, a mfdia de contraste & de 3-5. Quanie mais
pequencs forem o segmentos individuais da regifie alve, malor
necessita de ser o coniraste para permiiir o reconhecimenio

chemento dos trogos nfo sinslizados. Quando se guantifica 2




quantidade de regific alve presente nun nilelec de célula por
medicBes de intensidade fluorescente usando citometris de pas-
sagen ou microscopia guantitativa, & média de contraste regue-
rida & na ovdenm de 1/9 ou maior em média pava o genoma, em gue
|7 & 2 fraecefio do genoma contido na regifio sinaligads. Quande
2 widia de goniraste & iguel a 1/T, meiade da intensidade de
fluorescéaneia total ven da regifio alve & a oulra metade do reg
to 4o genomp. Por exemple, quando 5e usa uma auostra de eleva-
de copplexidade pare o cromossoma 1, que compreende cerca de
10 ¢ do genoms, & wédim de conireste requerids situa~se na or-
dem de 10, guer dizer, para o cromessoma 1 a2 Intencidade de
Fluoresclroiz & igual & do resto do genome. A coloragBc de ba-
se feita pela anosira, quer dizer, para & regifo nfo~sinslizaw-
do do genoma, pode nfo ser uniforme. 4 Pigura 4F mosira que &
amostra espeoifice do ercmossoma 21 gonién fragrentos do amoSe
tra gue hibridizem Ge forma frace para regifes compactas prde
xine de centrémercs de puiros cromossomas humanos acrocBnirie
¢o8. Date gran de ndo-especificidade nfo inibe o ser uso nas
aplicacBes ilustradss. Pars outras aplicagBes, pode ser necess
sfria a vemocHo or & posterior destraicBoe de capacidade de his
bridizacBo dos fregmentos da amosira gue se ligam a estas zew
quénelas,

Para outras explicacles, as sequdneias repetifivas gue se 1i-
gam a centrSmeros, por exemplo, seculneias alfa-satélite, efou
teldmeros, podem ser parie dos reageniss de coloragio eapecis
fisos de cromossomas em gue o sinal inclui alguns ou todos o8
centrémeros e/ou teldmeros de um genoma juntamente com talves
outras vegifies cromossémicas. Um exemplo de uma tal aplicacHo
seria squela #m que o reagente de coloracHe & designado para
detectar aberracBes esireturais so acaso gausadas por agentes
clastogénicos gue resulitam em cromossomas dieBniricos e ﬁ&tﬁ&%
anormalidades estruturals, itals como as translovagles. & adle
¢Ho de sequfnolas que se ligam & todes os centrémeron num gen

ma, por exemplo, B asmosira usada para criar o modelo de manekii
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| para wm genoma, resulta nume distribuilqiio substenclalmente

wento de Plgura 41, permitiriaen distinguir de forma mals sepu~
re ¢ digna de confianga entre diclntrices e trauslocagBes.

A aplicacBo de reagentes de coloragBo ds presenie invencEo

sniforme de awostre hibridizada para &g regifes sinalizades do
genoma. Considere~se a distribuiglo de amostra ligada come
“sﬁbs%anéiaimeﬁig wniforme™ se as regifes sinalizadas do gernoe
ma puderen ser visdalizadad com conirastie §til, Por exenmnle,
g sinal € sabstancial e sniformemenie nanchadc no caso em gue
& uma série de loeais vieuzlnenis separados e s¢ a maicr pate
te dos locals forem visiveis na meior parte das cflules.

"opoporeBes substanciais® em veferfnela Be sequéneias de base
de fragwentos do dcido nueleleo gue sBo complementares para o
AUH eromossdpico significa que a complemeniaridade € suflcions
temente exionsiva pars gue os fragmentos formem hibrides estd-
vels com o ADY cropossdmico nas condi¢fes de hibridizscZe usae
das,. Em particular, o termo compreende a situacfoc em que 08
fragmentos de Scide nueclefco da mistura heterogénea possul
algumas regifes de sequineis gue nfo sfe perfeitarente comple-
mentares para ¢ material cromossdmice alve. O aperic pode ser
ajustado para controlar a precis@o de complementaridede reque«
rida pars o hibridizacio.

A frase “eromossomas de metafase” & agui definida pars signie
ficar nfic apenas oS cromossomas condensados na fase de meta

fase de miiosis mas ineluil gualsguer cromossomas condensados,
por exemplo, os condensados por condensagfc prematurs do oro-
NOSS0NS. ' '

Para destruir a sapacidade de hibridizaclo de uma sequdneia
de &cido nuclefco, por veges abrevie-se agai para “destrulgBo
da sequlneia de feido noclefeo™.




(s wftodos ¢ reagentes da presente ImvengBo enconirar uma aplis
caglio particularmente spropriada no campo dos cilogenéticoes
de disgnfetico, ex pariicular no campo dos citogendiicos de
diagndsticy de interfase. U8 pearranjos genftleos de detecglo
|gue estBe assboledes com a doengactal como © canoro, £8v uma
aplicsclo enpecifica dog reagentes espeefficos de erorossomas
e dos nltodes de coloragfio da presente invenglo.

¥

s pindroves pendiicos contigeos efo wm exenple dos rearrane
jos gendticos que as amosiras e zftodos da presente invencHo
poden identifiomr, G5 esindrpmas gendilces contiguos sfo cerace
terizados pela presengs de viries genes pouco espaghdos gue

ge encontrer enm nimero miltiplo ou reduzido de edpias. O sine
droma de Down & um exemple de om sindroma gendtico contfguo
em que se encontra presente uma obpia exira de uma regifio cro-
nossdmica contendo vérios genes.

Descreve-se agul, em particular, a aplicagHo de resgenies de
cromossomas especificos ¢ m€todos pars detectar rearranjos gew
néticos gue produzen & fusBo de TOR-ARL associado gom o Ol
msses resgentes s¥o exemplaves de smostras de doengas sspeois
ficas, nesic case, de fumores especificos, que podenm Ser mar-
cadog, directa ou indirsciamenie, de modo a que sejam visuslis
zadas quando ligadas ao material cromossimico sinalizade, que
no cazso da ONL, & a proximidesde das regiSes de interrupelo da
translocaglo, das regifes cromossfmicas 9¢34 & 22¢ll, conheels
das como estzude associadas con & (UL, Hos Exemplos dadon na
SecclBo VIII do presente pedide de patente, as anoniras sfo
marcadss de modo a gue se produza urs Lluoreseénela dual de
cores no modele de manchamente das referidas amosiras com a

|| nibridizacso in situ (hribridisacBo fluorescente in st (FISH)
gontudo, 08 medelos de manchamento pedem ser produzides em mul
das cores bowm ovme ontros tipes de ginais, podendo ser usados
nog ndtodos da presente invencHo guaisquer meios de visuallza-

kot

I




ggo para assinaler e smosira ligeds 2o seu sinal.

4 GecglBo VIII da presente descriglo descreve métodos e resgen-

Jjos gendticos. 0z exevplos da Seecfo YIIT referem~fe g Yearran
Jos gendilcos que produzen a fusBo de BOR-ABL gue € caractew
rigtica da CUL, A abordagem mop reforidos exemplos & baseado
na TISH com amosiras dog oromossomas 9 ¢ 22 gue flangquelam as
segudnoias de BOR ¢ ABL Pundidas essencialmenie en todes os
cosos de C¥L {Figurs 8). A2 svosiras guende hibvridizades para
o materisl eromossfmico das cflulas normals ¢ anormais produe-
zem modelos de manchamento gue sfo difersntes, t2l como se
ilustirs nas Plguras 8-12. 08 medeles de monchamento produzidos
por essas amosiras exemplares s8e diferentes nas cfulos nore
pals e anorpals; o modelo de manchanmenie pressnie gquando goor-
re o rearran]o gendtico & distintazente alierado do do modelo
de nanchamento mostrado guendo se hribridizan as amosiras para
material cromossémico gue nZo coniém o resrranjo gendtico.
Além disso, oe modelos de menchamento =8 distintamente dife-
rentes de um tipe 4o rearranie gendtico para o oulrs. Por exem
plo, os modelos de manchomenio produgidos pels hibridizacie
das amostras de dcido nuclefco da presenie invencBu pars mate~
rial cromossdmico contendo um rearranje gendtico associsdo com
ALY & distintamente diferente do ds produzido pelz hibridizoe
cBp dessas amostras para material cromossdmico contends s fue
sfo BORSABL sarscieristica da (ilL. Deste modo, on nftodes e
reagentes ds presente invenc¥o sBe Htcis parz diagulstico diw
farenciados de doengss relacionsdas.

0s exermlos 4z Seeglo VITY referemese ac disgndstico de L
com base na proximidade don simsis fluorsscentes nos modelos
de manchamente ¢ contom com um ponte de corte de 1 miecrs para
a determinacBo da presenca de une fasfo, & distineia da proxie
midade dos sinais & spenas uma carscterfstica enire muitas one
tras, dos sinsis que podem ser usados para deteciar z presenga

tes ropresentatives dz presente invengio pars detectar reerrens
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de ur resrranio gendtico. Aldm disso a distlnoia da prozinido-
de depende das t€onicas do preparsgBoe das eflulas partleulares
empregue ¢ do tomanho dos nficleos nas manchas ¢ € relativa pae
ra uma prepavacie de cflulas particnlar, dependendo da distine
| ¢ia entre os sisals nas células normais © anormals,

05 modelos de manchemento examylifiﬁaﬁna=maa exemplos ds Seg-
gHo VIIT s8¢ representativos de um tipo de estratépia de amos-
fra. Podem ser emprogues mulias ouiras estratiglas de anovsiras.
% Pigura 11 ilustea slgomas estraltésiss de anostras exenpla-
res para deteciar réarzangas gendtisos, cujos wodelos podem
ser modificados ¢ optimizados ¢ alisrados de oulras fommas,
para deteclar rearranjos gesdtices parbticulares.

o use de outros reagenies de doengas especificas da presonte
invencic serd anflogo aos ndtodos descerities na Seeglo VITI pa«
ra 3 0UL. Por exemplo, o dlagndsiice ¢ o ssiudo da leucenian
linfoefilea aguda (ALL) pode ser realizade substituinde a amose
tra de DOR {PE712) da Secclie VIIT por uma azostra da extreml-
dade %% do gene B0R. & ALL & de particular interesse porgue o
eronossoma Dh? & o avormalidade ecitogenftiea mals comum nessa
dosnca, ¢ 5 preseacs desse cromossoms & indiecative de wn neo~
plasma muito agressivo.

0s métodos e reagentes agui exemplificades, em particular na
Zecolo VIII, foraccom o8 melos para distlagulr enlre doongas
citogendticanmente semelhantes mag geneticasente diferentes.
soitogencticamonte?” nesse contexto particular refere-se a uma
gegelhanca determinada por zmdlise de bandas gonvencional. &
orL & ALL sfo, nesse gontexto citogensiticamente semelhantes
ne sentide de gue 2 anflise de bendas convenclional nfio as pode
distinguir devide ac facte de os ponios de intervupcle eolo-
rem tZo0 prizimes uns dos culros no genoma humenO.

218m disso, a presente invengSe proporeiona méiodos e roagen~
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tes que poden ser usados pum modo de pesquisa citogendtica pa~
ra ¢ estudc das bases moleculaves de doengas genéiicas, Por
exenplo, se for nolade ums anormslidade no caridiipe de uma
pessoa pela sndlise de bandas gonvepelonsl, ag amostras ¢ res-
|gentes du presente IinvengHo podem ser usedos para delectar
quaisguer rearrenjos genfiicos nag proxinidades da referida
snormalidade, 4 hase molecular subjacente da saormalidade pode
|| ser deterninada pelos métodos ¢ reegentes da prosente laven-
gfio ¢ as diferoncas resulisantes ao nivel gendileo podem ser
indicativas de planos de tratasento diferventes e progaosticas
nents importentes. 08 rearranjos genfticos subjacentes poden
ser considersdes come estardo consigtenionente associsdos com
an conjunte de csracteristicas fenatipicas numa populago.

Ao SeegBes seguintes dfo exemplos de fawer ¢ usar 38 CORPOSI~
¢Bes de manchamento da presente invenglio, destinando-se ape-
nas o serviver ewno ilustrac@o ¢ nfo protenden de forma algie
g liniter de gualguer forma e presente inveagdo, SHo usades
ss abrevisturassseguintes.

P8 =  tempBe de biearbonate com HP-40
DAPT w4, Gedianidino~2-fenilindel

POS -  4al coms na D08 de fluoresceina-aviding (um grau de
elassificacto de cflulas de fluoresceina Avidin D) &
venda no comfreio)

AR = Heggeionislef-zcetilegminofloorenc
EDTA -~  tebreacetato de eilleno disming

FACS - @afda de fluorescEncia activeda de cflulas,




PITG -  isoticcianato de fluorescelna
I8 . tampﬁﬂ de ilsvlanento

TRed) ~ &etergeﬁ*e np~ifnion & vende no comérelic da Sgma
como Nonidet P-40 (8%. Touls, HO)

|[FES - galinae tamponada de fosfate

PI =~ icdeto de propidic

- fiaar@ta'ﬁa fenilnetilsulfonilo

“ampho ?:‘ mistura de FaH,PO, O,1M e Hayir0, 0,1, 268;
{} & g,l ia:a'

Tamplo PN - tampdo Pn mals § ¢ de leite seco megro (centrifu~
gado); azida de ¥a $,02 %.

808 - &e&eailasnifa%a~ﬁe sddio
8¢ - Hatl 0,152 / citrate de Ha 00,0155, PBY
VIR - repetigaa tandem de nfmere varidvel.

Ie ﬁéﬁeﬁgﬁ de PrevaracSo de Resge
geog de Cromossomas

I.4+ 1solamento do ADH %sp cifico de bramﬂusamaﬁ_a Pormaglo

A primeira etapa num métofo preferido de preparar as composis
gfes da presente invencdio, consisie em isolar o ADH especifico
de cromossomas {enjo termo inclul ADY especifico de siﬁai e/ou
ADH especifico de regifio, tal como s¢ indica acima, em gue o8-
pecifico se refere A origem do ADE). Esta eiapa inclui, em pri
meiro legar, o isclamento de uma quantidade suficiente do tipo
de eromossoma pariicular ou da sub-regifio cromossémica a gue




€ dirigids a composicBo de coloragdo, em segulda exiraindo a
ADY do cromossoma ou dos cromossomas isolados ou da suberepifia
pu sub-regifes cromossémieas, Agul "guaniidade suficiente™ Sis
gnifica suficiente pave levar a cabo ap stapas subseguenies do
xétodo, De preferBucia, o ADN extrafdo & usado pura eriar uma
livraria de insercie de ADY por clonagdo usando tdcnicas de
engenharia genéticn conhecidas.

0B vectores de ¢lonzgBo preferides imecluem, mas nfo ce limie
tam a cromossomas artificiais de fermentaeSo (TACS), plasife
dios, vacteridfsgos e cosmidios. Os plasmidios preferidos sdo
os plaspidios de Flueseribe; os %ae%eri%fﬁgé& preferidos sdo
os vectores de insercle de lambda, mals preferencialmenie o
Charon 44, Chaven 214, Charom 35, Charon 40 ¢ o GIMll; e o8
cosmidios preferidos incluem o Lawrist 4, Lawrist 5 e sCosl.

al como se indicou acima, o ADE pode ser isolade de gualguer
fonte, U8 reageates de colovagBo especilicos de cromossomas
podem ser feitos de ADE de planias e animeis, de acordo com
o8 nétodos da presente invengHo, As fontes importaanies de ADH
animal 980 os ma&iﬁérua, en yar%ical&r} os primatas ou roedo-
ros, O que &8 fonten de prisatas sfo, umais gaxtiaalaxmen&e;
o homem ¢ o macaco @ as fonites de roedores sio =als particu-
lazmente as ratazanas ou ratinbes ¢ mais paviicularmente os
ratinhos, )

1. Isolemento do ﬁ%ﬁ'&a un Oromoscoma tokal

I meio preferido parve isolar cromossomas particulares na sua
totnlidade (4ipos de cromossomas espeoificos) & pela distrie-
buicho de passagem directa /Zistribuicle de Pluoresclneiz actl
vada de clulas [PACS)7 Ge cromossomas Ge metafase com ou sem
o uso de sistepas intorespecificos de oflulas hibridas. Para

]




slgumas eepdeiss gualquer crowossoma pode ser isolado por fé-
enicas de distribuicHo correntemente conhecidas. 4 maior parie,
mas n¥o todos, ©s cropossomas humancs 3o correntemente isolds
vois pela distribuiclo de passagem de eflnlas hawanas, Carrand
| et ale, "easurement snd Purification of Human Chromosomes by
Flow Cytometry and Sorting®, : _Acad. Sci., Yol. 76,
pag. 1382-1384 {(1979). Deste modo para.& isplamente de alguns
CTOMOEGOMAS BUNAnos, aede ser necessdric o uso do sistena de
edlulas hibridas de humanos/voedores, veje-se Zse, "Somatic
Cell Genetics and Cenc Fapping™, Intersational Review of Cylos
logy™, Tol. 85, pag. 109-145 (1983), para uma vevista o Gasalia
ot al., "Isolation and Localizailon of DHA Segments from Spe-
gific fuman Chromosomes®, Proe. Hatl. Acad, Sci., Vol. 77, pags
2820-2833 {1990). & safda de Cromossomas, pode ser feliz por
ndquinas de distribuig¥e de fluorescénele activadas, & venda
no confreio, por sxemplo, Beecton Dickinson PACS-II, distribui+
dor Conlter Spics ¥, eu distribuidores para fins espsclals
optimizados para a distribuiqBo de cromossomas ou imstramentos
semelhantes. ' -

o A & extrafde dos cromossomas isolados por meis de tdenleas
conhacidas, por cxenmplo, Yarmur, "4 Procedure for the Isola-
tion of Peoxyribounnleeic Aeid from Hierc-Urganisms®, J. Hol.
Biole, Vol. 3, pag. 208-218 (1961); ou Maniatls et als, Fole~
gular Cloning: 4 Iaborastory ¥anmal (Cold ﬁyxﬁng Harbor Labarép
tory, 1982), pag. 280-281, EZstas referlncias slo agui Incorposy
radas por referfneia pave as suss deserigfes de itfealcas de
isolamento de ADN.

b

L geragio de livrarias de iﬁsewgﬁés 5 pariir do ADE especffieq
de cromossomes isolado & levado 2 usbo usando tdenices de end
genharis gendticz conbecidas, por exemplo, Davies et al., "Clg-
ning of a Representative Genomic Library of the Human I Chro-
mosome After Sorting by Flow Cyiometry", Halure, Vols 293, plg.

*




374376 {1981} ; Yeumbamf et al., "Consiruction and Characieri~
zation of CGenomic Libraries from Specific Human ChromosomesV,
Procs fatl. Acads Scley Vols 79y page 2971-2975 (1982); Lewm
et aley; "The Isclation and Characterization of Linked Dellaw

~anf-Beta, Globin Cenes from 2 Cloned Libeary of Human DIAY,

gell, Vol. 15, pegs 1157-1174 (1978); ¢ Daniatis ¢t ales "ole
cular Clening: A laboratery tanual® (Cold Speings, Harbor T
boratory, 1362), pog. 256-~308; Vaz Dilla et al., Id; Puscoe,

Cenme, 52:281 (1927}; & Fuscoe et al., Sytogeped. Jell Cenet.,
£3:79 (1986). At referides referfucias sSe sgal incorporadas

por reieréncisz. ’

As bibliotocas de ADY recombinanies pars cada un dog Cromosso-
mas homanos foras copstrofdas pela Pationsl Tmborafory Goene
Library Froject ¢ enconfrem~se & disposigBo ne Amecrican Type
galture Cellection. /Tan Dilla et al., Biotechology, 4:537
£1986)7. Torem construfdes liveariss contendo peguenas inser-
¢lics por mele do digestfo complata de 4DH gendmicu de cromos-
sepas humenos de possagen seleceloneda com Hind IIT oun Zeori e
elonacte no veclor de insercBo Lembda Cheron 2lh. o vestor 8
cepaz de aceiter insergles humenas até 2.1%kb de tamanho. Dese
te wode, o8 fraguentos de vestrigo Jind III {ou Heorl) supe-
rioreg a Y.1%kb ndfo serfv recuperados deslas bibliotecas. O
{ananks nédic d¢ luserglo obssrvado neptas livearias & aprozi-
radomente 4 kb, Uns liste representativa das livrariss especi-
ficas @ cromossonas Himd IIT com o8 seus nidmeros de acesso
estfio referidas ns Yabela 1. ' ‘
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Bibliotecas Genfmieas

SABELA 1

Especificas de Uromossomas Numanps no

57753
57754
57744
57781
57700
57745
57745
57701
57755
57702
57703
51736
57704
57756
57705
57757
57706
57707
57737
57758

BIBLIOTECA

LEO1wB01
LLOInso2
LLOZNB0L
TLG3NS0L
LLO4ES0L
LLO4NB02
LIOSHES01
LLOGHSOL
LLO7HSCL
LLoggscs
LLOYHE0L
LLIOKSOL
LL11HSOL
LL1ZR50L
LL13WE0L
Lni3gsc2
1Lidnsol
LLggnsoel
LLISEE0L
LL16ES03
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TABELA 1~ (contirpacio)

CROLOSSOEA Azcc 4 BIBLIOTECA
17 57759 TL17H502
- 57716 LI8FS0L
19 57711 Trionsol
20 ' 57712 LL208501
21 57713 LI215502
22 51714 LL2onsEnl
i 5TI4T LLOZENS01
¥ 57715 LLOYHSOL

Alternativamente, o ADN exiraido de um %ig&'&a eromossong de
passagen selecclonada, pode ser amplificado pela reacgHy de

cadeia de polimerase (PCR) gue nlo pela clonacBo do ADN extrafl

do num veoior ou propaganioeo numa linha de células, 580 adiw
cionados acowpanhanmentos apropriados ao ADF extraldo em prepa-
rapdo pare o FUR. S8o dazdas referBncias para o5 referidos prow
cessos de FUR na SecgHo I.B abaixo.

sutros méiodes possiveis de isclamenio das sequincias deseja~
das das células hibrides inelaem os de Schmeckpeper et al.,
wpartial Furification and Characterization of DNA from Human
% chromosome®, 2 ds S¢iey Vole 76, pag. 6525-5528
(1979); ou Olsen et al,, Sﬂ%ﬁa {(no Enguadramento). Desie mede,
estas referénolss sfo aqui incorporadas por referfacia.
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2. Isolomento de ADY de we Trogo de em Cromossoma

Te entre oz méiodos que podenm ser usedos para isolar DY ero-
mosednico espenifico de regifio, ineclul o selecglio do uma ree
glio c¢romossdnpica apropriasde do ADE que fol proviomenie assiw-
palade, por exemple de uma livravia e cosnidios mssinalados;
a distribvuiclo de cromossomas devivados, por exemplo, per
FACS; a micro-dissecaclo de materisl cromessfmico selscciona
do:; hibridizacEo subsiractiva; z identificaclo de uma eélula
hivridadapropriadn conlende wn fragmento cromcssimice deseja~
do, extraindo ¢ explificandc o ADE = seléeﬁiaﬁahﬁa v ADH awpli
ficado desejodo; & a selecgBe de material‘&r@masﬁéﬁiaa ST
priado de hibrides de radisglo. As tdenicas de engenharia gee
nética conhecidas acims referidas ne sub-secglo I.d.l sBo uss-
das nesses processes bem conheecides pavs o8 peritos na matde
ria., 4 smplificacdo do ADY esepeecifics de regifSo pode ser levaw
dv a caboe por meis de clopagdic aun vestor apropriade propaga-~
¢Ho numa lirhe de cfulas aproprisda ¢/on pelo use de PUR (ve-
Jawse I1.B. zbaize}.

]

Un wétodo preferido de isolamentio de ADN cromossdnico de rew
gifo mepecifico ¢ o uso de pequenas sequlncias de ADE marcadas
para registar uma livearie de sequlncias de ADY meioves, enm

que a fltima livraria fol eglonada de forma usual, nun vector
diferente. Por exemplo, uwa amosiva clonads nuvm plasmidic pow
de ser ussda para provar um cosmido ou uma livraria de us CTO-
nossoma srtificial de fermentacBo (V4AC). Usando upa anmosira

como semente inicial, poderBo descobrirese clones sobreposios
aa livraris Ge insergBo malox {um precessc denominado “%alkimﬁ?
podendo ser produzida ama amostras com umas maier complexidade

para & coloracio segura e de gonfianga {a regifo cronpossémica
gue gircunda a amostra de semente, For Gitimo, logo que tenka
sido assinalzde un genome inteiro pava uma espleic (por exem-
plo, pelo Human Cenomie Project pavs as espfcies humanes) podes




| Ust cutro wftode para izolar o ADY de ams reglfc ou regiles

rBo ser obtidos o5 clones regueridos pars tode o genoma d¢ &8«
péeie. Pode-se entio faclilmente selecelonar os elones apropriaw
dos para formar una smosira com o especificidade descejadas

sromoesduicas (ou tembén us crvovossoma completo) consiste em
propagar essa regifio ou regifes cromossdmicas numa linha de
células aproprisda {por ewemplo sma linha de células hibridas,
tols como ume edlule Libeids hucans/oricete), cxirai~se o ADN
da linha de udulse e clons-se num vector apropriado e selec-

clonaz~ge gloanss contendo ADR humano peva formar uma livraria,
nuando & usnde ura cdlula hibride, o8 cromossomas na célula
nitrida gue contdz o material cromosgdmice humane podem-se BeY
soparados por disiribuicle de passagen (FACS) antes da clons
¢Bo a fim de sumeniar a fregulnecis de closes humanos pa 1ivea-
ria, Alnda slém disso, o ADY total (a cdila hibvrida pode ser

isolade ¢ waveade sem outra clenagdo ¢ usado como amostra tal
como exerplificsde no Pigura 6.

3. Apogtrass de gadeis @nica. falguns casos ¢ preferivel que
& fragwentos de deide nuclefso dn mistura helereogénea consise
te en RUA ou ADE de cadeia @nica. Talgsmas condigles, descow
hriu-ce que @ espieie da ligagBo des amostras de feldo nuclefe
co de codeis fnice ora superior duvente & hibridizacHo in siie,
por exenplos Cox ol ale, "Detection of mREfs in Seq Vrchin
Bpbryos by in Situ Eybridization Using Asymmeiria REA Frobhes?,
tevelommental Biology, Vol. 101, pag. 485-502 (1984). |

580 usados ndtodos conhecides para gerar fragmentos de REA =
partiz de froguenios iecledos de 4D, Tor esemple, um método
desenvolvido por Green et al., descriio in Jell, Vol. 32, pagy
661-694 (1933) enconire-se & Qisposiglic no coméreio ne Promeg

@

siotee {Padison, ¥I) sob a waweca regisiada "Ribeprobe®. Outro
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agtojor de transcriclo apropriados para seres uoados com & pre
sente invenc8c encontram-se & disposicBSe na United Btotes Bio-
chemical Corporation {Cleveland, OH) sob a marca regisiada
“Cenescribe™, Podem ser produsidas smostras de ADN de cadels
fnica com o haeteriéfago 113 de cadels dniea, taubfn dicponie
vel sob a forma d¢ estojo, por exemplo, Ssthesds Jesearch Ta~
boratorics (Gaithersburs, 1N). ¢ hibridizactes ilunstradas no
Figurs 4 Zoren r&ﬁiiﬁﬁéas gom ag livrarias da Tszbela 1 subclow
nzdas no vector do @%aﬁﬁf&iﬁ'%lﬁéﬁﬁfiﬁ& {Stratsgene, La Jolla,
¢A). O plasmfdioc Blucscride contdm promeferes de RUA qus PeT-
pitem a producle de smosires de cadela Unica.

A SecgHo IZ sbaizo, proporciona métodos para & preparagio €
aplicagfio de amcetras de dcide nuclefco de cadelz dnies nBo-
~zuto~-complementares gue sunentam &g médias sinal-pare~barulho
atingiveis com & hivridizacfe in situ reduzindo a ligagBo no-
~especifica e difercnte de amesira., ‘sse secglou proporeiona
ainde métodos pave desnaturar fcido nuclefco e sinal de cadel
fnica gne minimiza as regifes de cadeis dnlce disponivels yarj
& hibridizacBo gue s@c nBo~complemenisres pave as sequlnelas
de amostra. Reumindo, & smosira € construlda tratende-se ADY
cor pma enzmima de restrigic e uma ¢xonuglease pars formar MmO
delos primdrics para oma polimerass de ADW. A cadeia digerida
¢ resistetizeds ns presencs de an percurscr de trifosiate de
nueleosido marceds o o8 frapmentos de cadela dnica mercados
sHo separados dos Trogmentos resisietizados parn formar & amoSe
tra, O Acido muclefco de sinal € itratedo com o mesme enzima |
de restricfio psada pora consivelr a avostrs, e £ fratado com
gpe exontclease antes de aplicagie de snostras

I.B. 2GR

tm outro métode do produclo de aumosires da presente luvengle




incluil o uso de reseglo do cadeia de polimerese (POR). /Para
ara expliszeBo dos moganismos do POR, veje-se Salki ef ale,
Selence, 230:1350 (1985) e as Patentes Jorte-smericanss H%6.
1 683 195, 4 683 202 {ombas publicedes em 26 de Julhe de 1987}
e 4 ECC 159 {publicada em 24 de Janelro do 1989)7. &5 sequfne
ging do Scido neclefco espocificas de ginal, isolesdas tal como
gc indicou apima, P poflem ser amplificedes por POR parvs produsir
scguinelas especificas de sinais gue sle redusidas om on 13
yres de seguénolias repetitivas. U8 modelos prizfrios TR use-
ot pare esme processo 8o pavs as exiromidades das scquBnelas
cpotitives, resuliando na smplificego de seguinelas {langueas
das pelog x mwaﬁikﬁﬁsﬁ

4 Flgura { ilustre osme métolo de ase do POR am.gae a peguiine
dia repetitiva ropresentotiva & o Alu. Se se smplificarsn poe
quenot segmentos openss, & possivel gue esses sequBnelss et
tejar livres de outras repeticles, 3@9“&“02%@&&@@ again ABRD
roduzide on sequfnclag repeltiltivas.

Pofle alnds supriniz-se & predugdo de pegulucias repstilivas
o referide processc de FOR hibridizanfo primeirc sequlnelas
esomplomeniares pova o referids sequénela repetitiva em gue as
reforidas segutneies complementares t8m extremidadec de flan~
guesmento nfo-conplensntares compridas ou terminam em aueled-
tidoo que nSo permitem a extensfe pela polimerase, As guirenis
Godee nfo-complemeniores das segudncias de blogueameato lnopew
ﬁem quz ag segnlaeiss de blequeamenis actuen como modelo prie-
frie de IOR dupanie ¢ processe FOR.




It. £ m’&@‘ ié%
Eitivas
“ipleswente, smo arostzn da presonte invrnglo € sredusida pov
|\moio de viriss otapas incluindo: obiencBe do sceuluneias do
feldos nwclelce femte gue vejes sonplemcnioros pera a repnifo
siz il 4o ponooa, nﬁﬁﬁ%@&ﬂ y outrs processazsnte des mogmas

do forma o gue vephas 2 hibpidiszer &@ forma oficients para o
sinal ¢ possan ser detectadas depois o se 3“@‘=~W-ﬁ tentando-

=38 GUOT  JETE iﬁ§§§$ﬁ - earaeidade do hibeldizacBeo on porn voe
SVSE USG DRUDD suliciente de sogufnsiss vepotiltivas nope

tilhadon 0w para mﬁh&” 28 colsns, Geslmpir ¢ powover ag refo-

ridoo sogudaeiag. & opden ﬁﬂ$ta£ etazos depounde o8 HPoBOLSSS
ﬂ%ﬁ“ﬁfiﬁﬁ?

o uétodor seopninten podem sey uselos zapre vomover sooulnelos
‘iﬁiva& periiihafos ofou jopedir 2 eapscidode o hxﬁﬁiﬁiw

s Go desros sequlineins zepefitivas portilhodos. Tooas ndiow

dos ofio ropresentativos - ofic expresses sqﬁ@gatzﬁagﬁﬂﬁm o

terion do procedimenios bten conheoidos pora o8 perilos na now

téria ¢ que podenm sox modificados ¢ sumoniados de acordo con

on narfneivos o proccgsos eonhocidos mo tdenica.

1. jzogires do efpis finfes. Ums esoptra de obpla fSnies consis.
te em fragmentos de Zoide nuclefeo gur 639 cozplemeniores pae
o sequineles de ofpla dniss eontidas no regifio sin -l do genoe
«» U oftole do construcho da voforids asuostre consiete an
pomoser oo uoe liveepia de ADE produszids por clomac@e do po-
cif%c sinnles Alguns dos clones ne liveerio contorSeo A7 culds
~.gs»ﬁ cia cempledta € uma cfipie dunico; culros conterBo moguline
¢ rezetitives: o siafa ouiros tezBo trogos do sequlnoisn
&@ efpia foice e de seqgulnciae ropetitives. A selszcedo, nuva
bhase de clone & elene ¢ 2 junoBo fosscs clases coplondo aponsy

s

i




sequiaciss de edpin $nice resuliard nums acestra gue hibridi-
zard eopoeificoseste pare a regifio sinsl. A natuvesza do efple
inien do ws colac pode ser sop Gltimoe eotabelecida pels hidel-
dizaclo de Soulhern, usando ifenices conhecides. & Pigues 43
nestrs o hibeidizoclo com 120 plomes peolecelonados dosia moe
neira de ume iivrepds do cwomossowa 4. -

A onflise 4o Jeuthern € vulio sorese, ¢ fechelhosa. For lsss,
oo ftels nftcdos d¢ soloeclo menos perieilos map wals eficls
pates pave o obiencHe de clonon de ofpis lnice condldates. Ha
cec™n Y.B, GHc-se oxemplos do mitedss selhorados pave o Bew
ioeolo dos closes de foge o plassddios individucis pors o pre-
songs de ADY vepetitive wseade o hilwidizaclc com AR P
sieo. 4 soleceo de clones de pleenffios & mais oficez e aprod
wimedonents 86 ¢ dus eolnes sclecciopados conide aponas sequlin-
ging 4o efple fdnies; o restoate conddn repeticBos de ofpia
buiga. Contuds, ap suostres produzidac fesba moncira podem proe
duzir ue goatroste de coloracto adeguady, indlcondo gue o8 Soe
gufneins do ofpies bolixs poden mer fulepadss ve ouostra. (Ve
Jowss pubeseecBo 3 Gesia sooclo).

me desvantsgen dog procccimentos de elone apds olose & do gueg
o glone & descopiade weone s apenas uma poreiio do sogubaela
que eontdn for ropetiiive. Guonto naier for o comprimeats 4o
Scide muelefeo clonsdo, nelor sexd o chasce de guo contenhe
wne sepufncia repeditive. Por fese, guwende o delde nucleics &
aropagsds num veolor gus contdn inserglos grandes tais como
am coonfdio, YAC om mume linka de oflulss, tels come cflulas
nivridas, pofe cer vaninjose subeclondslo em fvogom mals pe-
guenos antes de oo ofovtuar o seloeglio de ofpla fnlea. 08 proy
gonson do soleecBo acokades de refivir scime nfe descrininan
ontre seanBacias paviilbedas ¢ sequinciss repotitives cspoei-
ficass oo ofio nondes no awostra clonss com sequlneiang TOpO-
titives detecifveis de gualquer dop tipot.

L3




&f opniados 86 lipar o a@@d&ﬁﬁwm de ebpin Gaios on o pegudne

Za wonrledades do bibridizostn

agzie individual dog
por exorple, um clone, pode ser testodo por mels do hibridima-
8o in citu. Se, de scopdo com s sondilefies do hibridisacfio
viag repetitivas cspecificas da mﬂgi@& sigalivads dosejods,

ging con coracterfoticas de Ribridizecio espelificas, tels oo

o6 ae sepufnelisg égﬁiiﬁivaﬁ de cromossonse eopecificos /Trnsk
2% . 1928) ¢ as veferlnciss feitas no mesng/, Ville

NUCECOBAT o @ﬁgaﬂiwﬁ sowinelaflas de efpia danlca. ¥siflo a sor
contineomonte soninclodes sais. 48 referidas seguBncing poden
sor incluldac nups smosiza da presente invencSo.

3. Jrocomoos ou pasze. Im moalltos genowmas, tals como o gonomn
hummnno, ann sorclo malor Ge 43T ropetitivo ga@%xlhaﬁa entd con
cido em poucas familiss de sequlneias alioconte respobitivas,
toin como & Aluw, Uma smesive que gstejs substenciualpmente liw

vro despag senuduciang ropetiifivas de offpis elevads, produsird

un son %raﬁ%& de puanchamenio Gbil em mpitas 2 lxeagﬁeu‘ Paoa
auopire pode ser predazida o partiyr de asloomss fontes dag go-
gqufncizs de dcido nucleleo, por exemplo, as Biblietecns da
“ghela I, con protoRbos om nassg relstivemeunte simples. Pep
wngeguinte, ooses orocessos o masss 53¢ op oftodos preferis
dos para tois apllcogdes.

“aten ndtodos euplozan prinecipaimente o fueto de que & Loz

de hibridizaco des cadoias do Scids nveleico complemestares

avrenta o acdide gque & sva concentrachs aumonta. Desto podo,

se uba nisturs heteresaca de fragmento de delds nuelefeo fov

decnaturads ¢ incobads em condicBes que pevmitan & hibridizes
ofio, oo segulineise precentes amma conceniracto elevofis tovnave

A eopneificidade de hi%riﬁiﬁﬁgéa de un troct de doids anclefoo)

pade soey 1&31&5& ﬁ&.&&ﬁﬁ%fﬁm 88y 34 vonecidns nulitas zoguloe|

¥




| ag secufneise do eadels depls ligavese, oo sisal. D8o-so, en

woaeg0 de eodeis dupla rals ropidoapente do gue &g owirabs, O
Zeido nuclefco do cadels dupls pode mor culfc rexevido o o

resbonte neede oo gnostva. Altersaiivemente, & nisters pape
sinipente hibridizada pode per usads cono amogirs, aBo podende

sognids, ndfodes representativos de proveseoe em ©oses, gue

sfio Giclc pova o peolvclo de muavhanmento enpeeifice 4o sinnl
da seeseate lovengdio.

3a. Auto-zeessociacho da smosira

o fside nucleféo do arostrs ds codeds dupla ve mistorn de hiw
widizacHe & desnaiurado ¢ dopois incubado em condigBes do Al
widinaclo duranie um perfods de suficionto para gue as segulge
eish de ofpis clevada ne amsptra se tornon subsianciaimente
de cadelo dupnla. 4 misturs 4o hidbpidizacl- 4 depols aplicads
5 awestpn. Lo pestantes ofpies de sodels falea mareadas das
seguBoeics sliomente repetldas ligamese pov toda o avostve
sreduzinds ve sinsi frees, ¢ lsrpenentc Gistelinide. 4 ligos
ofio de paltiplicidade de scguBuciss de ofpia balza espocifi-
eae para & ropifc protendids do genome, produgen um olsal ob-

fvcal

-
&

& roferide oftodo & ewemplificndo na Steefo Yi-B (abalze) com
Biblioioess de cromovsomas espocificos pava oo cromossoras 4
; 21 (9784 o PRERELY) como cnonlrns pePa GODOE CLOLOSSORHAU.
JTiskol et al., ZAG (USA), B5:9136-0142 (Descubro, 190617« A
migture de nibridizacto gue contdn ume conceniragho de mmontra
ne gams de 118 ng/wl fol aguocida peve decnaturar a asosiza
y Inonhoness &,3?$$5 gurante 24 hovas sntes da aplieaglBio &

a8t

&
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3. Iso de fedde suelefec de blospeamento

sdicionasege sequfnelos de Scido nwelefes 2o maveados, gque
s8o eoxplesentares 3z segulooise ne smosivo cuje copselidale

de hibridisache se dessis inihin, B mistave de hibridizagBo.

Tesnaturaz-se a amesize ¢ o fcidoe nuclefce de bloguearento,

so nocessdrie, ¢ incubamese mob pondigBosn de hibridizacie

soropriades, A8 segubnelas & sevem blogteadas, lornsosse de
cadels dusle mals ropidovente do quo o oulvas o, P02 CONRO-
suinte, 8o incepszos de se ligsr zo sinal gusndo 2 nisturs

o nivridizecie & apliceds so sinsl. ‘alzuns cogos, & reacslo
de bloguesmenie seerre 480 depressa gue o porfods de lncubae

aundos st a wisturs de hibridizacfo for aplicades ao sinal lmee
dintovents depois da desnaluracto. 7 goralmente deserito w
nitods Jde blogdesments por Sealy et al., "emoval of Bopost
Zogquences Topn Hybridization Probes®, Hucleld Aeid Rescorch,
13:1905 (1983}, suje referBnela se incorpora agul por roferdn
cine Txenplos de dcidos nuslefeo de blogueasento inelsen o

AT poafmico, wee fraccBo de ofpia clevada de ADY gendnico, ¢
scqulineise perticnlaves tel come se rafeven abaixo (I-~iil).

Ib.i. ADE Genfmico, & ATH gendumico contép todss se sequlnela
Je feide nuclefco 8o orgsnismo em proporgde com ¢ seu nfimoro
de ofnios no gonoms. Deste modo, o adiclo d¢ KDY gondries &

pictera de ﬁi@ﬁiﬁi%@@ﬁﬂvaﬁﬁﬁﬂﬁa»&;ﬁ&ﬁﬁﬁﬁ%ﬁa&%ﬂ dop sequlnolos
de vepeticho de cépla slevada rais do gue o sequlacius do of
pin seiza o, por isse, & wals eficsz no blocuearento do prie
nolre, Contode, o ABY penbeics coniddn ofpisn das sequlnelss

que sfo cepselfices pave o sinal & deste nodo, tamblu redusi-
vHo & lipaefo de oromocssona eepecifico desejede se se adicio-
par on denesla. As limbas gerais pora deterpinar quanto se
deve asdicivonar do ADY genbmico {vejo-se 3.¢. Sonseito de &,

3.
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abexo) e os exemplos de uso do ADN de blogueamento gendmice,

g80 dados sbaixo. A eficleia de blogueamentc do ADN gendmico

pode ser aumentada de acordo com algumas condigles, ajustando
o tempo de adicHo do mesmo & mistura de hibridizacHo; séo da-
dos exemplos desses sjustamentos de tempo com as hibridizagOes
do Protocolo I e¢ do Protocole IT flustrado nas Piguras 4B a E
{Protocole I) e Fizura 4F (Protocelo II) e pormenorizadas na

Seegdo V1T, 2baizo, '

ira endmico de odpia eloveda, 4 dificulda-
de com o uso do ADY genémice é de gue também dblogueia a hibrie
dizacBo das sequlneias de edpia balxa, que sfo predominantew

mente as segu@neias que 4%o o manchemento de sinal desejado.

Deste modo, o fraccionamento do ADN gendmico para se obteren

apenas ag sequincias de cfpia elevada e usando-as para o blow
gneamento, vence esta dificuldade. Tal fracclonamento pods ser
feito, por exemplo, com hidraxia@atite; tal como se descreve
abaizo em {3c.i.).

3b.iii, Segufneias espedficadas. O blogueamento de uma se-
gulnelisn yarﬁiealar na zmosira pode ser efectuado adicionando-
~ge muitas cdpiss nHo mercadas dessa sequincia. Por exemplo,
as sequincias Alu na amosira podem ger blogueadas adicicnande
ADY de Alu clonado. O 2DN de blogueamenio feito a partir de
ume mistura de algumas clones coniendo as sequénelas de ofpia
mais elevada no genoms humano pode ser usado de forme eflicaz
com bibliotecas de cromossomas especifices, por exemple, as
da Tabela T. Alternativamente, as sequBneias de Seido nuclef-
eo nBo marcsdas, de uma ou mals biblictecas de cromossomas eS8«
pecificas poderiam ser unsadas parae bloguear uma amosira con~
tendo sequfneias marcadas de uma ou mais das outras livrarias
de cromeossomas especificas, 4s sequéncias partilhadas seriam




blosueadas, enquanto gue as sequSnelas gue ocorrem apenas no
eromossoma de sinal ficariam ser ser afeciadas. A Pigura 47
mostra que o ADN gendmico nfo fol eficaz mo blogueamento ¢omw
pleto da hibridizacHe de uma sequineiz ou sequlneias partilhe-
|das pelo eromossoma humens 21 ¢ as regiBes controméricas dos
eutros crompssomas humanos acroclatricos. Quando um clone ou
eclones que contdm wma tal saq&énci%~ﬁa~aeqa§n¢ia,é ou 80 evens
tualmente isolados, o ADE nfio marcade produzide a pariir dos
mesmos poderd ser adicionado ao ADY genfmico de bloguesmento
para anmeniar a especificidade do manchamento.

30, Remog¥o das Segu@necies

08 Scidos nuclefcos de cadela dupla e dniea t8m difersnies
caracteristicas de ligacgfio b hidroxiapatite. Essas caracte-
rfsticas proporcionam uma base normalmenie usada para ¢ frag-
cionsmento de dcidos nuclefcos. 4 hidroxispatile encontrg~se
¥ disposicBo no goméfcio {pg. Dio-Rad Leboratoies, Richmond,
GA}. & fraccic do ADN gendmico gque contém as sequfncias com
um grau de repeticlo particular, desde o nfimerc de obpla mals
elevado até b cdpia fnica, pode ser obiida desnaiturando ADN
geafmico, deixande-o reassociar-se em condigBes apropriadas
para um valor de Cot particular, seguide de separagBo usando
nidroxiapatite. O &cido nucleleo de cadeia finica e dupla pode
tembfn ser deseriminado usando nulcease 51. Essas téenlcas ¢
o concelto de Cot sfo explicados em Britten et al., "Analysis
of Repeating DNA Sequences by Reassociation®, in Methodes in
enzimology,Vol. 29, pag. 363418 (1974), artigo esse que € agui
incorporado por referncia.

& frecc8o de 4cido nuclefco de cedela Gniea produzida em 3a.




on 3b. acima, pode ser separads por ﬁﬁiﬁ de hidroxiapatite e
asado come amosirs. Deste modo, as sequfnelas gue forsm blow
queadas {que se tormem de cadela dupla) sHo fisicamente remo-
vidag, A awostve pode entfo ser arsazonsda atd sor necessdria,
k amostra pode entdo ser ussda sem Acide nuclefco de blogusae
mento adicional, ou pode falves nmelhorar-se o seu contrasie
de manchamento por mele de blogueamenio adlelional,

: ' - A& remooBo de
seqﬁ&nciaﬂ gastiaalaxea pode tambhém ser lavaﬁa a ocabo juntane
do-se sequénelas de Scido nuclefeo de cadela dnica "absorven~
te® a wp sapordte sdlide. O Scide nueclefco de cadels fdnica, ba-
se, & hibridizade para ¢ 4ecido nuclefoo hibridizedo. Depois
da nibridizaclo, as ssguincias n8o ligadas s#io recolhidan e
upadas como amoSira. For exemplo, pode ser usado ADY gendmico
humane para sbsprver sequéneias vepeiitivas de amosiras humae
nas, Tal udiodo & descrito por fSrison ef al., "Heneral Hethod
for Clondng Amplifisd DEA by Differential Screening ¥ith Genoce
mic Probes", Folegular and Cellnlar Biolosy, Vole 2, pags 578+
~587 (1962}, Deste mode, tal referfneia & incorporadan agul pow
refer8noia. Tm resumos liga=-se ADF gendmico hupano minimamesie
e partilhade a diazdénio-celuloss cu us suporic semelhante, O
ADW de fonte, apropriadamente coriado em fragmentos, € hibri-
dizado conirs o ADN imobilizado pars valores de Cot na gaoa
de cerea de 1 & 100. U aspecto prefevide das condigBes de hiw
bridizacfc pode variar dependendo da composicBo de base do
ADH. O %al processo pode removar segulnelas repetitivas das
livearias de cromossoman especificos, por exemple, 08 da Tabew
lg I, pars produzir uma smosira capaz de manchay um Cromossoma
humans inteiroc. '




naliaaﬁa

¢ blogueanento de locals de ligagEe nio-sinalizados no genoma
sinalizado por meio da hibridizacBo com segu@nelas complemenw
tares nfo marcadas impedird a ligecliv de sequénclias margadas
na amostra, que ifn o potencial de me ligar a esses locals.
Por exemplo, a hibridizagfoc com ADY genmico no marcado tore
nard as sequfnecias repetitivas de cdpia elevada no genoma de
sinnl de cadeia dupla. As edpias marcadas dessas sequbneias
ne smosira n¥o poderp lizarese quando o smosirs ¢ subseguens
temente aplicads. ‘

Na pritics, combinamese viriocs mecanismos pave produzir o con-
tpaate de manchamento, Por exemplo, guando se adicions ADH de
bloguesmento & amostra tal comp em 3b acima, esses que permaw
pece de cadeia fnics quando a amosira & apliecads ao sinal pode
ligar-se & ¢ bloguear as sequincias de sinals. Be a incubag8o
da amostra gom o ADH de blogueamento for minima, entlo o ADE
gendmico blogueis simulianeamente a amosira e compete oom &
amostra pera ligar os locais no sinal.

x

3e. Qonceito de G. Psl como se menclcnou em 3b.i. acima, tord
nawse necessiric adicionar a quentidade correcta de ADH gend-
@ico pera se gonseguir o melhor compromisso enire a inivigBo
de capacidade de hibridizagHo de repetigfes de cipla elevads
ne smostrs e a reducio da intensidade de slaal desejedo, ini-
binde & ligagHo das segufneias de sinal especificas. & discuse
sfio sezuinte refercwse ac uso de ADN gendmico de blogueamento
com amosiras produgides por clonagBo ou oulros processce de
réplica do ADY da regifio do sinal do genoma, Deste modo, &
smostra contdn uma amostragen reyre&ea%aziva‘ﬁas segudncias
repetitivas de cépis Gnies, de eromossomas es@eei Ticag, ¢ Sew




gulneias repetitives partilhadss no sinal. Umas 2l avosira po-
de variar en complex¢idade desde 100 kb de sequBncia derivada
de ums pequena regific do genoms, por sxemple, wirios clones
de cosmidios puucy espacados; aid wuitos milhBes de beses, po
exemplo, ama combinacHo de livrarise miiltiplas de Zabela I. 4|
discussBo abaizo & ilustrativa e pode ser alargads a outras
situagles en gue s8o usadvs diferentes fcides nuclelcos de
blogueanento. 4 digenssfo sezuainte de § € designada apenss pae-
ra dar ag lighas gorals on geral de Iorma como se deve procew
der. '

& adicfBo de ADY gendpmico nfio marcade & omz mistura de hibri-
dizacfo contende an sequlncias de marcadas, aumenta a concen~
tracfs de todas as sequlneias, mas awnenta a concenitracBe das
segudncias partilhadas por um faclor malor do gque a concenires
gHo das segulnelas de sinal especifices, uma vez que 88 See
quéneias partilhadas se encontram alzures no genoma, enquanto
que 28 sequincias de sinal especificas nfio estfo. Deste medo,
a reassociacio das scqulneias partilhadas & de preferfneia ase
mentads & fim de que a hidbridizagBe das odplas parcadas das
segulneias partilbadas para o ginal seja de preferfneiz inl-
bido.

Yara qmﬁiﬁe&é este conceilo, considerewse primeirs ums das
gegodneias, repeticBo ou ofpla fniea, gque hibridiza especifie
camente para © cromossoma ith numa mistuva de hibridizaglo con~
tendo um m_ de masss do ADH amostra da livraris de cromossoma
ith da fabela I (por exsmple) e m_ de ADN geudmico n¥o marca-
do. O nfmers de ofpizs mercadss da segudncia § proporeional
& m?, Contullo, o nfimere de cfipias n8o mavcadas € propurcional
a fym,, em gue £y é una ifrace;ﬁn de ADN gendmicvo vonilde no
eromossoma 1ih. hesim, a ‘proporedo de ofpias nfo mareadss pa-
ra as eofpias marcsdas de cada ume das segulincias especificas
para ¢ crowossomg de sinal &€ fimbfmp* que aqui & definido com
0 Q. Paba 08 crowossonas humanos normals i},ﬁiééfi < 3,08,




[Fendelshon et al., Sclence, 179:1126 (1973)7. Para os exem~
plos representatives descritos ne Seccfo VI.B (abalxe) f =
=0,066 ¢ :ﬁzl = 0,016, Para ume amostra simligaaa nome regiﬁa
compreendida dos pares de hase L, f; = L/ G em que ¢ & o nfimerg
dos pares de base num gonona {a@rﬁxima&am@me 3 % 167 bases
para os humanos e outros mamf{feros). Deste mode, @ = (I/€)

(mgf mg} .

Gonsidere-se agors uma sequineliz pariilhada que esteja diatris
vulda mais ou menos uniformemente no genoma por exemplo, o Ald,
O afmero de eépias mareadas & proporeional a g ‘enquanto que
o nimerc de ecbpias nfe marcadas € proporcional a my. Deste mo-
a0, & proporcHe de clpias nfo marcedas para as efpias marce~
das € mb/m = %:éffi* Iste & verdadeiro pars todss as sequéneias
mifﬁmemn’ee distribuldes, independentemente do nimersc de
efpias. Assim, & adiglo de ADS gendmico auments a concentra-
¢Bo de cada seguéneia especifiecs pelo factor 1 + §, enguanto
gque cada seguSncia uniformemente distridufda £ sumentada pels
factor malor 1 + f;ffiﬁ issim, a5 taxss de reassociscio das
sequneias partilhadas s¥o avmentadas por um factor malor de-
que as des sequlnoiss sspecificas através da aﬁigﬁfx de ADH gen
nfrico.

Pode mosirvare~se gque guase metade do efeitc benéfico do ADY ge«
némico ex taxas de reassociagHo relativas & consegulde guando
G =18 por Q=5 nfc hi essencialmente malor beneficio a ge~
ghar comw ouiros aumentos. Deste mods, as hibridizaglBes do pro«
tocolo I da SeegBo VI.B gbaixe mantém § <25.

Pars ilustrar o uso do ADY de bloguesmento gendmice, & conve=|
niente considerar um modelo de um genoma em que 50 ¢ do ADN
compreenda seguinciss especificas {guer repetitivas quer de
ebpia Gniea) o os outros 50 ¥ do ADY compreende sequfncias
repetitivas partilhadas que sstfo uniformemente distribufdas




oo genoma, Asgim, de seorde com o modelo, se ¢ sinal for em
bases L {qaar dizer, a amostra contén frasmentos representan-
do bases I da drvea de sinal ou 4reas de sinal do genoma), as
sequBneias contende bases 1/2 merfc espeeifices pera o sinal
e o L2 serd pariilhado com tode ¢ genoma.

I1i%.

Y

{s*ham,eéneﬁ

txistom virias tSenicas pave a marcacls de fragmentos de dodw
do nuclefeo de cadeia finica ¢ dupla, da mistura heteropénea.
Tetas ineluem & incorporagls de etiguelas radivactlvas, por
exenple, Horper et al., Chromosoma, Vol. 83, pag. 431439
{1984); & ligaglp direceia de Tluorgromos ou enzimas, por exemw
plo Smith ot al., ¥ueleie Acids Besssrch, Vol. 13, pags 2350«
~2412 {1985}, e Connolly et al., Buclelic Aclds Research, Vol.
13, pag. 4485-4502 (1985): e vérias modificaclies gufmicas dos
fragmentos de 4cife nuclefco gue ¢ tornamodetectével imunogui-
micamente ou por outras rescgBes de afinidade por exemplo,
fehen et al., "Chemically Zodified Sucleic Acids as Yomunode
tectable Proves in Hybridization Experimenta®, Froc, Nail.
Acad. Sei., Vol. 81, pag. 3466~3470 (1984); fichardson ot al.y
| "Blotin and Fluorescent Iabeling of RUA Using T4 REA Ligase®,
'uae:i&iz Acids Reswarch, Vol. 11, pags 51‘5?-518# {1583); fenger
et ale, ”‘Ez;zs*maﬁm Synthesis of Biﬁﬁmi&a‘beieﬁ Polynucleoii-
des: Novel Fucleiec Aeid Affinity Probes¥, Prog. Nail., Scad.
Sei., Vol, 78, pog. 56336637 {1981): Drigati ai: aley "Dete~
ction of Viral Génomes in Celtured Cells and Paraffin-Zmbed-
ded Tissue Sections Using Blotinelabeled Hybridization Froe
ves¥, Virelogy, Yol. 126, pag. 32-50 (1983}); Broter el al.,
wileetron Fieroscopic Visualization of 1BHA Genes with Perrie
tin-ividin:Biotin Labels", Nueleic Acids Hesearch, Vols 5y
pag. 363-364 {1978); Bayer et al., "he Use of the Avidin Blo-




tin Complex as 2 Tool in Folecular Biclogy®; Hethods of Bioe
lysis, Vol. 26, pag. =45 {1980) Kﬁhimaﬁn; Imme-
noenzyme fe ugs_in G ='>_  try {Veniheim, Basel, 1984},
Langer*&aier’ﬁﬁ ai,* bHSA USA, 79:4381 (1962): Lendegent et
ah*ﬁ£ %Q&%ﬁ,ﬁ&&t&%@,eﬁ@mmetﬁwsﬁgﬁﬁl
Ges., 169:357 (1967). '

mentos de amesirs sHo biotiniledos, pedificados com Heacelioxis
«juZepgetilonincflvoreny, modificado com jsotioclanato de flu-s
sreseeina, rodificade com ligante ae verefrio/THP, pulfonado,
digozigenade ou conién dfmeros T-T.

& Tecaracteristicz chave" £ de gue & amostras ligada ao sinal
sejo detectdvel, Halguns casos, pode ser explorada para este

mals do gus uma caracterisiica adiclonada. Yor exemplo demons-
trou~se que o8 anticorpos gue reconhecem espeeifivasenie os

duplos REA/ADY t8m & capacidade de roconhecer amostras feitas
de R¥A que est@o ligadas ac sinal ADY /Rudkin ¢ Stollar, Hatue
ze, 265:472-473 (1977)7. © REA usedo parae as referidas smose
| tras nfio. & modificado. Os fragmentos de Acide nueleifeo de

amostrs pofen ser aupentados adicicnando "candas® de nucledtine
dos modificedos ou d¢ nucledtidos normals particulares. Quane
do ¢ usads uma caunde de um nueledtide norpal, uma segunda hi-
bridizactio com deide nmclefeo complementar d4a cauda ¢ contendo

tre outros meios de mareagHo, permite & deteceBo da amosira

ligada. O referido sistema pode ser comercialmente obtido da
tazo Biochenm {Blobridee laheling Hystem; Baso Biochem Ine.,

¥ove Torquey HeTe)s |

Un outro exemplo de um meie pera viswaliszar a amosira ligadas,
em que as sequinciss de 4cide nuclefco na amosira nfc conténm

0s meios de marecaclo exemplaves incluen agueles em que o8 frag

fluoreronos, ensimes, radicaectividade, bases modificadas, en- |

X

Tin upe caracterfstica intrinscea do deide nueleico de amosiral




renhun constituinte modificado, consiste no uso de anticorpos
para oo dimeros de itimidina. Hekame et al., 20 (2): 229 (1987)
ilustre esse nftodo em que fei usade ADY de timing-timine di-
merizeds {T-T ATH) como marcador para s hidbridizaclio in situ.
¢ 7 ADE hibridizade fol detecitadoe immunchistoquinmicamente
usado um anti--7 ADY de coelho, '

2odas as téenices de mareagfc referidas nas referfnelas acima,
podern ser preferidas, de ncordo eom circunsiBneias particula-
res, Desle modo, as referénelase geinma cltades sBo incorpors~
das por referBneiaz, Aldm disse, poderfc ser fitels gualsquer
t8cnicas de marcaglo conhecidas pelos peritos na matéria,
para warcar as gomposicles de coloragio da presente invencdo.
ixister virios factores gue determinam a escolha dos meios
de marcagfio, incluindo o efeito de marca na média de hibridi-
zaglo ¢ a ligacHo dos fragmentos de Zeido nuclelco ao ADN erod
mossdmico, & acessibilidade de amosira ligada ace agrupanen-
tos de marcagio aplicados depolis da hibridizagSo inieial, &
corpaiibilidade mltua dos sgrupamentoes de merecago, a nature-
za e intensidade dp sinal gerado pela marca, a despesa e facls
lidade em gque a amostra & aplicads e semelhanies.

¥

Poden ser usades simultaneamente vlriazs amestras diferentes
de elevada complexidade, ceda uma delas marcada por um método
diferente. A ligacBo de amorastas diferenies poden asain ser
distinguida, por exemplo, por meio de cores diferentes.

IV - ZibridizacBio in Situ

4 aplicagéo da pistura heterogénea da presente invengloc aos
eromossonas & levade a cabo por meio de téenicas de hibridi-
zagBo in situ. Existem virios guias excelenies para & téoniecay
por exemplo, Gall e Pardue, "Nucleic Aeid Hybridization in

: 2



Cytological ?reyar&#x$nsﬁ, Yethods in Tnzymolosy,
pag. 470-180 {1981); Henderson, #ﬁytalagieai ﬁyb::iﬂizatian ta
Fampalian &Bramenaﬁmas*, £ ; "

76, page. 1~46 (1982);
tion fo Celiular ?§&a”* iﬁ,&ane%ia ; ping:?®
Lethods, deflon and Hellaender. Bde. ?ai* Ty DBE« 43~£§ (?hl&ﬁmm
fress, Hova Terque, 1985). Desie modo, ecoias referéneias gHo
incorporadas por referéncia.

Tr8s fackores influenciam o sensibilidade de colovagfo das
amostras de hibridizacSo, sdo elss: (1) eficdeia da hibridis
zacho (fraccho do ADH de sinal gue pode ser hibridizada pela
amostral, {2) eficdeis da deleecBo (.0, & quantidade de siw
nal visfvel gue pode ser obiido de uma dada guantidade de a-
mostra de hibridizaclo), e (3) anivel de rafde produzide pels
ligsgfo nfo especlica da amositra ou dos c@r@aﬁeﬁtes do sistew
& de detecglo,

¥m geral, a hibridizecfo in situ compreende se foses prinei-
pais sezuintes: '

{1) fizagBo do %ecids ou estrutura bzal&gia& gar oexaninge
das

{2) tratamento de pré-hibridizacie de estratura bioldgica
pera sumenisr n acessibilidade do ADH pretendida e redusir a
ligac8o nic-especifiga, (3) hibridizagfc da mistura heterogé-
nea da amosira para o ADY na estratora bloldgles ou teeido;
{(4) lavagens de pSs-hibridizagZo para remover & amosira ndo
ligado em hibrides espedficos, ¢ (5) das amostras hibridiza-
das da nmistura heterogénea. Us reagenies usados em cada uma

|| dastas feses e as condicfes de mso dos mesmos varla, ﬁ&?éﬁ#
dendo da situacfBe em pariicular. '

o5 comentdrioes soguintes i8m como objpetivo servir de gula pas




ra a aplicagfo das Ffases gerals aeine menclonsdas. Poderd ser
necessdric alguma expevimentacfo para ssiabelecer as condlgBes
de coloracic Sptimas para as aplicagbes em particular.

Ha prepavacio para a hibridizacHo, a amosiva, independentemens
te do método da sua produgfo, pode ser vortada em fragmenioes
do tamsnho apropriade pars se obier & melhor Inlesidade e es-
peeificidede de hibridizaglo, Come lishas gerais em velaglBio

ao tamanks dos freguentos, sevd necessdvio reconhecer que, se
os Tragmentos forem demasiado longos, n@o poderfe penstrar no
sinal pars a ligacBo o, om vez disgo formam agregados que

contribuen pare o rulde de funde para a hibridizagdo; contudo,
se o8 fragmentos forem demssisdo euwrtos a Intensidade do sinal
& redusida,

e peordo com a8 condicfes de hibridiszagBo ezemplificadas na
Seeclio YI.B, em que & usado ADE gendmlco humano como agente
para bloguesr 2 capacidade de hibridizacBo das sequncles ree
petitivas partllhedas de cfpia elevada, & médis de temanho
preparade dos frasuzentes de amosira siltus-ss entre cerca de
200 bages e cerca de 2 000 bases, mais preferivelmentec na pro-
ximidade de i.kh,~§uaﬁéa o tamanho dos fragmentos de amosira
se situa na gama enire cerea de 800 bases ¢ cerca de 1 000
bases, a temperaturs de hibridizacfo preferids & de serca de
3090 ¢ cevea de 459C, mais preferivelmente entre cerca de 35°
& e verca de 40°C e ainds mais preferivelumente de cerca de
39%:; a médis 8a temperstura de lavagem preferida € entre cers
ea de 40°C e cerca de 50°C ¢ mals preferivelmente de cerca de
45°C.

0 tamanho dos frogmentos de amosira & verlficado antes da hiw
bridlzacho para o sinaly @e preferneis, o tananho dos frage
mentos & conirolade por electruforsse, mals preferivelmente
nor elestroforese de desnaturamenio de gel &e,agarose;.




08 agentes de fixecfSe ineluem solucBes de Zlcoocl dcides, solu
ges de acetona fcldas, resgente de Petrumkewitach, ¢ vérios
aldefdns tais como o formsldefde, paraformsldeifde, glutarale
defdo, ou semelbanies. De preferfncis, usam~se svlugles de
etanol~deide aodiico ou solucBes de meisacl~feide aedtico em
proporges de cerca de 3 : 1, para fixer o8 cromossomas en foar
1has de metafase, Para eélulas ou cromossomas om suspensBe, &
Gtil um processo de fixzsclo deserito por Trask et als, in
Selence, Vol. 230, pags 1401~1402 {1985}, Deste modo, Trask
et al., & agui incorporado por referdneia. Fm resumo, ndicioe
|namese E5C0; & dimetilsuberimidate (DES) (de ume soluglo de
armazenagen 5 x concentreds, mistursde inediastamente antes de
ser usafa) & uma SuspensHo conlendo cevga de 5 x 1@6 midos/ul.
4s concentragles finals de L0045, o DS sho de 20 mf e 3 mil,

respectivasente, Depois Ge 15 minubos a 25°C, ajusta-se o PR
||ge 10,0 para 8,0 stravés de adiglo de 50 microlitres de Zeide
cftrico 100 m por mililiiro de suspensfio. Lavan~se os nfeleos
una vez por centrifugactio {300 g, 10 minulos, 4%C em XO1 50
mii, tempBo Hepes U nil, a um pH de 9,0 & ﬁgﬁﬁ4 10 )

Um processo de fixagle preferido para as gélulas ou nicleos
en suspensfo £ descrite por Trask et al., Huouw. Genet., T8¢
251~259 (1988}, artigo esse gue & agui iﬁeamyeraéa pox refe=
réncia. 9w resumc, fixen-se nficleos duranie cerea de 10 minue
tos, b temperatuva awbiente ew paraformeldeido a 1ff em PBS,
180, 50 mif, PH 7,6 o lavarar~se duas vezes. Ressuspenden-se
og nfleleos num tawnfo de isclamento (IB) (XCL1 50 m, UBIES

5 iy Vg0, 10 ml, ditioeritritol 3 ¥, .5 mg/ml de Riase,
ol 8,0) / 0,05 ¢ Triton %-100 a 10%/ml.

Freguentemente, antes de hibridizagle in situ, o cromossonas
sHo tratados com agentes para remover proteinas. Os referidos
agentes incluem enzimas ou Spidog doses. O pronase, pepsine

ou a proieinsse X s3o enzimas frequentemente usadas. Un frata-




mento de dcido representative € a 0,02 - 0,2 ¥ 501, seguldo
de lavagens a lempersturs slevada {por exenmplo, 70%3s & optie
mizacBe da desproteinizaclio reguers ums combinachc de concen
tracio de protesce 2 um tempo de digestfiv que maximiza a hi-

bridizacio, neg nfo cause umn perda insceltdvel de pormonor

zorfoloifgico, As condigSes Sphimas varise de acordo com o8

tipos de tecide ¢ o nétodo de fixaglo,. Pode ser fitil mma fixa« -
¢fo adicional depois 4o fratemento de protease. Desie mode,
para aplicegBes perticulares, pode ser necessiria alguma expes
rizentagdo pars optimizar o tretamento de protease.

umlguns casos, pode ser dessifvel o préetrotomente com RYase
parae remover o RNA vesidusl do sinal. & rveferida remo¢Bo pode
ser realizada por meic de incubacBo dow eromgssomas fizos em
50100 microgravas/mililitre de Blfase em 2 x 35¢ {(em que S&C
& uma solugle de HaCl 0,15 ¥ ¢ citrato de sddio 0,015 &) por
uz periodo de 1~2 hovas, b tesperature ambiente.

& fase de hibeidizago das amoptres de misiura de amostras
petorogdoeas pars o ADY cromessfmico, eavelve (1) a desnatuw
ragofo do ADY protendide a fim de gue a8 amostras possan ga-
vhar o accsso a repifes de eadeis finiea vomplementares, e (2)
& aplisagdo da nistura heterogénea em condicBes que permitam
que oo spopiras se junten a vegifies complemenisres no sinal.
ts zétodos pars o desmaturagfe incluem & ineubagEo na presens
ga de pi elevado, de pi baiwo, a toupsratura elevada, cu de
gissolventes crsfnices tals come a formawide, halogenetos de
tetralouilambnio, ou semelhantes, om virias conbinagfes de
concentragdo e temperatura. O ADY de sadeis Gnico no pinal
pode towbém ser produside com engimas, fais como, EZxonuclease
IIT {(van Dekken et al., (hrompsoms (Perl} 97:1«5 (1988). ©

. processo Ge desnaturacBo preferide comslste ana incubagfo du
rante un perfodo de tompo entre 1-16 minufos em formanidas, a
uma cenceniracio entre cerca de 35-9% por cenioc em Z x 58U e




a una temperatura entre cerca de 25 - 70%G, A determingefo do
tempo de incubagBo Sptimo, concentragfe = temperatura dentrs
destas pédias, depende de virias varisnies, inclaindo o mdto-
do de fixaclo ¢ o tipo de fcido nuclelce de amosira (por exeus
plo, ATH ou R¥A).

k¥

Pepois de o ADY cromossfmico ser desnaiturvade, oo agentes de
desnaturacio oo fipicamente removides antes da aplicaclo da
mistura heterogéuea de amosira. Quands a formamida e o ealer
sfo oo agentes de desnalurseBe principais, a remoglo & couve-
nientemonte vealizada com vérias lavesems gom un dissolvente,
disseolvente esse gue & freguentemente arrefesido, tal como
una série de etancl frio & 70 ¢, 80 ¢, 2 100 o, Alternabiva-
zente, a composighe do desnalurente pode ser ajustade confor-
ne spropriado, para a.hi%ri&iza§§@ in situ, por melo dao adie
gdo de outros constituintes ou lavagens on solugfes aproprioe
dan. O decido nuelefco do amosira e de sinal podem ser Gesnatu-
rados sinmuliancamente aplieande a mistura de hibridizacle o
depeis mguecendo-a & temperatura agrugziéﬁaﬁ

4s condigBes fisico-quimicas ambientals do 4DH cromessinlce
e da anostras durante o tempo em que a wistors hetoroséuca &
aplicada, s8o agul referidas como ae condigles de hibridizpe
gfo ou condigles de tempBro. As condigles de hibridizagBo Sphir
%as para splicoobes partienlaves poden ser ajustadas por melc
de virios factoree de controlo incluindo a cencenlracic dos

constituintes, fcupo de inoubagfo dom cromossomas na misiura
heterozénen, ¢ a8 concendractes, complexidade ¢ conmprimentos

dos fragmenios de Acido nueclefco gue formam s mistura hetere-
génoa. De uma maneira geral, as condigBes de hibridizascBe t8m
de ser suficientemente prézimas da temporstura de fusfio pars
mininizar a ligacBo ndo-especifica. Por outro lado, as condle
cBes nfo podem ser tfo rigorosas de forma a reduziz-pe sg hi~-
bridizagdes correctas de sequineias complementores sbaixe de




nivels detectdvels pu & veguerer tempos de incubaglo exeesglie
varente longos, '

L5 coneentracBes de Seide nuclefeo une nmistura de hibridizagHo
& wno varidvel importante. 4o comesniragles i8az de ser cleves
das o suficiente pera gue & hibridizagdo suficiente dos res-
pectivos locais de ligag8o cromosslmicos ocorra num espago de
tempe ragodvel {por szemplo, deantro de horas até vérios dias).
Deverdo ser eviiadas conceniragbes mais elevadss do que as
neeessdrias para stingir sinsis adeguades a Iin de gque seja
wmininizada a lizegBo nBo-especlicz. Tnma resiriglo prétics iz
portente na concentragle de deido nuclefco na apmostra ne mis-
turs heterogénea € a solublilidade. Bxlsten ligagBes superiow
res no gue vespeiia & concentragfo dos fragumentes, l.e., o
eoupriments da anidade de Seido nucleico por volume de unida~
de, gue podem sér panitidas na soluglo ¢ hibridizar de forma
gfeotiva. '

os Txemplos de representacio deseritos nu Secglo VIWB (abale
z0) a concentragio total de ADH na mistura de hibridizagle
tinha um limite superior na ovdem de 1 nz/ml. Foran usadas
para esss manchamente de cromossomss tolel concentragfes de
amosira na gams e 120 ng/ml, & quantidsde de ADU gendmieo
de blogquesmento Fol ajustada de forma 2 que Q fosse lanferior
a 5, e extremidede baiza da cenceatragfo de anostra, foram
obtidos sinalsz sdequados com ume incubagBo de uma hora, gquer
dizer, wm perfodo de tenpo em que g anostra ¢ o ADE de blo-
quezmento s8o mantidos juntemente astes da zplicacic ao rate-
rial sinalizade, pere bloguear as segulncias de cdépla slavada
¢ uma hibridizagZo de 16 horas, Fram visiveis sinais depois
de duas hovas de hibridizacBo. Os melhores resuliades (sinaie
cleres {brilhentes) com o mwaier contraste) ocorreran depols
de uma hibridizacBe de 100 horas, ¢ que deun is sequfncias ofe
peeificas sinalizadas dg cfpie balxe mals oportunidude para




cscobrir locals s i;paga&. Ha %mﬁ*?&lﬁxéﬁ elevada da congsn~
tracHo do anosire obife-se sinais eloroe depois de hibeidizes
¢Oes de 16 horas oo menos; o poniraste fol veduszido ume vez
gus foram incluldas na amostra mais sequénolas repelitivas
napresdoat.

g objecto sinalizado fixado pode ser tratsdo de viriss maneds
ras quer durente guer depois da fase &e hibrddizacBe pars re-
duzir a ligacBo nfc-sopeeifica do 2BY dz emosira. Tais trates
rentos Incluen a adiclo de ADW nas:saﬁsﬁtra,ca Rapente velcuw
lar® & misturs heterogfnes, usendo solucBes de revestimento,
tal come uma sSeluglo de Denhardi®s (Biochem. Biophys. Res.

Cormus., Yole 23, pag. 641~645 (1566}, com o mistura helero-
cénen, incluindo durente vdrios minutos, por exemplo, 5+20 em.
dissolventes desnalurantes, o ums temperaturs compreendida ene
ire 5 = 1020 acime do femperatura de hibridizaclo, & no csso
de amostras de RUA, conm troiemento seave com Tiase de cadels
finicze {por oxemple, 5«10 microgramss por mililitre de Risse)
om 2 X 38C B tenpersiurn smbiente, durante 1 hora).

V. Zeogentes de CpleoracBo de Cromossomas Espeeificos Compres
endendo Seoulneiass de Cpia Unica Ssleccionadas

V.A« Preparacic e Tso de um Reagenis de Coloragho Zspeeifico
rz o Gromossoma Humano 21

Tehels Isglamenic do Cromossoms 21 o Construcfo de uma biblio
teca, ﬁsaeai ieg do Cropmossoms Z1.

e

| ]

Os frasmontos de ADE das biblioteeas sepecifican de cromossow
mas hunanos poden ser pbiides do Hational Laboratory Cene Lim
brary Project atravds de American Type Sullure Collsetion

(ATCR), Rockville, MB, Os fregmentos de ADY do cromossoma 21




foram porados pele processo deserite por Fascoe of al., in
Mpastractisn of Fifisen Human Chromosopme-Spesific DHA Libro-
riss {room Flow~Farified Chrowosemes™, Cybosenet. Cell, Genet,
Yol. 43, pas. 7085 (1988}, cujs referBuela & agul lncorporasm
da por refer@nciz. Em reumo, eoisbeleceu-se uma culiura de
fibroblastos diploides humenos, a pariir de ieeide de prepfisic
nove. D8 cromossomas das eflulas foram izelados pele mdtodo
KE30, de ven den Emglh et al., Sytometery, Vol. 5, pag. 108«
~123 (1384) e penchadss com tinta fluorescente loeghst 3326&
¢ Uhrememyeln £3. O cromossoma 21 fel purifissde no classifie
cador de alta velocidade de lawrence Livermore Hatiomal Labo-
ratory, deserito por ?@terg et al., Cytometry, Vol. &, pag.
290-301 {1@@5} ¥

Depois da classiflcacBo, as soncentracles do cromospomes ers
de aproximadamente 4 x 17 / ml. Por 1*5&, antes da extracclo
Qo ADI, 08 cromossomss (0,2 = 1,0 X 165} foranm e@nwemﬁraﬁe“
por ceﬁtﬁifagaga& a 40 000 x g Gurante 30 minotos, a 49C. 2
pestilhe foi depois novazente suspense & 100 microlitres Qe
tampBio de isolamente de ADY (WeCl 15 mi, DDPA 100m, Trisicl
10 wy, pd 8,0) contende SDS a 0,5 ¥ ¢ 100 microgramas/ml de
proteinase K. Depels de incubaglo duranic s solte a 3790, as
proteinae foran sxtrafdas duss vezes com fenol:clorofdrmio:
s3leool issanflieo (25:24:1) e nms vez com clorvofdrmic:dlcool
isoanilico (24:1). Tevido 3s pequenas quantidades de ADY, cae
da ums das fases orgfnless fol reexirsids com uma peguens gue|
antidede de Tris 10 o pB 8,0, EDZA (TE) 1 mi.




As camadas aquosas foram combinadas e transferidas para uma
membrana de Schleicher e Schuell mini-coloidiana (# UH 020/
/25}-e dializadas & temperatura asmblente contra %E durante G=8
horas, A solugBo de ADF purifieads fol depols digerida com 50
unidades de HindIIT {Bethesda Rescarch lLaboratories, Inc,), em
¥aCl 50 m¥, HCl Tris 10 mlf pH 7,5, ¥gCl, 10 n¥f e ditiotritol
1 mif. Depois de 4 horas a 372, parou~se a reacglc por melo de
extraceles com fenol e cloroférmic {al como se descreveu acl-
ma. Dializou~se a fase aguosa com 4gua, durante a noite, a 42
num sace de minicolddio e depois ajustaram-se 2 microgramas

de bracos Charon 21A com HindTIT e trataras-se com fosfafase
slealina de vitelo (Bochringer Hannhein), Comeentrou-se esta
solucHo sob vdcuo para um volume de 50 - 1000 microlitros e
transferiram~se para um tube de mierseentrifugaco de 0,5 ml
em que ¢ ADN precipitou com um décimo de volume acetato de sf-
dio 3 ¥, pE 5,0-¢ 2 volumes de efanol., O precipltado fol ve-~
colhido por centrifugzac8Bo, lavado com etanol frica 70 % e
dissolvido em 10 microlitros de BE.

Depois de se deizar dissolver o ADN durante vérias horas, adi-
cionon=-ge 1 mieroliire de tampBo de 10 x ligese, (HCLl Tris 0,5
M pH 7445 VgCly 0,1 W, ditiotritol 0,1 M, ATP 10 mif, albumina
de solo de bovine 1 mg/ml), e 1 unidade de lizase T4 {Belhesds
Research Laboratorys Ine). Incubou~se 2 reacgdo de ligagloc a
102¢ durante 16-20 horas e empacotaram-se 3 mierclitros de
aliguotas em partieculas de fage, usando exiractos in viiro
preparados de cadelas de Coli § BHEB 2686 e BHB 2690, descri-
tos por Hohn in Hethods in Enzymology, Vel. 68, pag. 299-309
(1979) Holecular Cloning: A Iaboratory ¥anual (Cold Spring
fiarbor Laboratory ¥ew York, 1982).

Em resumo, prepararam~-se ambos os extractos por tratamento com
pltrassons e combinarasg-se ac mesmo tempo empacotando-os in
vivo. Tistes extratos continham ADN lambda do tipo natural com




uma eficiBneia de 1«5 x 10% de unidades de formagdo de placas
por micrograme .(pfu). As fages resulianies foram smplificadas
em B, Coli IE 392 a uma densidade de aproximadamente 104pfu/
/150 mm de preto, durante 8 horas para impedir as placas de
crescerven Jjunizmenie e para minimizar as diferengas em laxas
de crescimento de recombinante diferentes, Eluiramese as fa-
ges de agar em 10 ml de tampZo S¥ (HC1 Tris 50 mM pH 7,5, Mg~
~50, 10 mi, N¥aCl 100 mi, 0,01 % de gelatina) por placa alanane -
do suavemente a 4%C dopante 12 horas. As placas foram novamen=
e enxaguadas com mais 4 ml de SH, Depols de se peletlizarem
o8 residuos celularss a suspens8o de fage foi armazenada ecom
clorofdrmio a 42C.

V.A.2. Construc8c e Uso do Cromossoma 2l- Hancha Tapecifica
Pars o Cromossoma de Coloragdo 21 dos LinfScitos Humas
nos

Isolam~se clones com insercles de segulneia dnica por meio do
método de Benton and Davis, Science, Vol 196, pag. 180=182
(1977)« Em resumo, isclam-se cerca de 1000 fages recombinane
tes ao acaso da biblioteca do cromossoma 21 gspecifice. Prange
ferem~8e estes para nitracelalaae'é%enSaiamuse com ADE humano
gendmico total transladads.

Dos clones que nSo revelam uma forte hibridizacHo, cerca de
300 s8o furados gue contdm ADN aparente de sequéneia lnica.
Depois de os clones seleccionados terem sido amplificados a
insercglo do cromossoma 21 em cada clone & marcado com 32p e
hibridizade para manchas de Southern de ADN genfmico humano
digerido com a mesma enzima usada para constralr z biblioteca
do cromossoma 21, isto &, o Hind I1I. A seguéneia dnica que
contém os & reconhecida como agueles que produzem uma dnica




banda durante a anflise de Southern. De uma forma geral, se-
leccionam-se 100 desses elones para a mistura heterpgénea. Os
clones de sequénela fnica sfio amplificados, as insergfes sBo
removidas por melo de dlgestSo de Hind IIT e as insergBes sio
separadas dos bragos de fage por meic de electroforese de gel.
0s fragmentos de ADN da amostra {isto &, as insergBes de se=
quéneia finica) sfo removidos do gel e s8o blotinilados por
trangfer@necia de correspondéneia (por exemple, por meic de um
estojo que pode ser obtido da Bethesda Research Iaboratories).
Os fragmentos de ADN marcados sfo separados da reacgiio de trang
fer@neia de correspond@ncis ussando pequenas colunas girak&riag
felias em tubos de Dppendorph de 0,5 ml, carregadas com Sephas-
dex 0-50 {meis) aumentado em Tris 50 mif, BDTA 1 mi, SDS a 0,1
e, & um pH de 7,5, 08 cromossomas de lintdeitos humanos sHo
preparados seguindo Narper et al., Proe, Hatl, Aced. Sei.,
Vol. 78, pag. 44584450 (198l), As células de metafase ¢ in-
terfase foram lavadas 3 vezes om salina tamponada com fosfato,
fixas em deido aetico-metanol (1 & 3) & gotejadas sobre pe-
1fculas de microsedpio limpas. As peliculas s@o armazenadas
numa atmosfera de azots a -20°C.

As peliculas que conidm as células de interfase e/ou as sew
quéneias de metafse s8o removidas do azoio, asgquecldas a 5%
durante 4 horas em ar, tratadas com R¥ase (100 mierogramas/ml
duranie 1 hora a 372¢) e desidratadas numa série de etanol,
Depois sfo tratadas com proteinase ¥ (60 ng/ml a 372C), duran-
te 7,5 minutos) e desidratadas. Ajusta-se a concentracic da
proteinase X dependendo do tipo de célula e do lote de enzi-
mas para que niio fique na pelfcula seca guase nenhums imagem
microsedpica de fase dos eromossomas, A mistura de hibridize-
ofio consiste em (concentragdes fineis) 50 por cento de forme-
mida, 2 x S5C, 10 por cento de sulfato de dextrano, 500 miere-
gramas/ml de agente veicular ADN (ADN de esperma de arenque
tratado com ulirassons) e 2,0 micrograras/ml de ADN especificg




de ecromwossoma 21 mareado com biotina. Esta misturs € aplicada
as pelicules 2 uma densidade de 3 miaralitraa[emz s0b -uma ¢~
bertura de vidre e selada com argamassa de borracha. Nepols dg
ineubagBoc durante 2 neite a 379C, as pelfculas sfc lavadas a
452C {50 7% de formamida~ 2 x S8C, pH 7,3 vezes 3} minutos; se~
guido de 2 x S8C pH 7,5 vezes 2 minutos) e imersos em fampdo
BN (bicarboneto de Ua 0,1 ¥, 0,05 por cento de NP~40, pH 8).
Tepois deste ponte ndo se deixam secer mais as peliculas.

is pelfculas sZo remcvidas do tampdo de 3BY e blogueadas duran-
te 5 minutos & temperatura amhiente com tempZo BY contendo 5%
de leite magro seco {Carnation) e 0,02 ¢ de Wa azida (5 micro-
1itrnsiem2_em coberturas de plistico). Removenm-se as coberiu-
ras ¢ ¢ liquido em excessc ¢é sumariemente drenado, sendo aplie-
cada fluoresceinz-avidina DUS (3 microgramas/ml em tampfo BN
com 5 ¢ de leite e 0,02 ¢ de Ha Azida (5 miﬂrelitras/cma)*
Substituen~-se a5 mesmas coberturas ¢ as peliculas s8p incube-
das durante 20 minutos a 37%C. As peliculas s8Bo depois lavae
das 3 veges durante 2 minutos de cada vez em tampBo BN a 45%C.
A intensidade da fluoresc@ncia ligada com a blotina € amplifis
cads adicionando uma cawada de antleorpo de anti-avidina de
cabra biotinilada (5 micrograsmas/ml em tampfo BN com 5 ¢ de
soro de cabra e 8a Azida a 0,02 %). Seguida depois de lavagem
tal como se referiu acima, por outra camads de DCS de fluoresw
ceina-avidina, O DCS de fluorssceina~avidine, a antieavidina
de cabra e o soro 4e cabra podem todos ser obtidos no coméreld,
por exemplo, Vector Laboratories (Burlingame, C.A.). Depois
de se lavar em BY, adiciona-se antes da ohaervacio uma aolugﬁj
anti-desvanecida de fluorescfncia, de p-fenilenodiamina (1,5
micralitrcs{cmg de cobertura). ¥ impertante nanter esta came~
da fina para se obter uma imagem microscdpica Gplima,. Bste
anti-definhante reduziun de forma significativa o definhamento
{desaparecimento) da fluoresceina, permifindo a observagdo
microscdpica continua até 5 minutos. As contra-manchas de ADN




{iodeto de propfdioc ou DAPI), estfo inclufdas nas contraman=
chas a 0,25 - 0,5 microgrames/ml.

% usado iodeto de propidlo (PI) de tinta de ADH-especifico de
fluorescéneia vermelha para permitir a observaglo simultBnea
da amostra hibridizads ¢ do ADN total, A fluorescéina e o PI
sfo estimulades a 450490 num (combinag8c. de filtro de Zeiss
A8T 709). Aumentando o comprimento de onda de estimulegHo pars
546 nn (combinagBo do filtro de Zelss 487 715) permite a obser
vacHo do PI apenas. O DAPI, uma mancha especifica de ADN de
fluoresténeia aznl, estimulado ne ultravioleta (combinacio de
filtre de Zeiss 487 701) &€ usado come coniramancha guando se
observam separadamente o ADN marcado com diotina ¢ o ADY {o-
tal. Oz cromossomas 21 de metafase sfo detectados por meio de
pontos amarelos localizados ac acaso ¢ distribufdos sobre to-
do o corps 40 CromOSS0Ea.

Pascoe 2t al,., Genamies, 5:100~109 (1989)  proporciona procesw
so8 nals eficientes do que o método descrito anteriormente
(Ved.2), para a selecglo de grandes nimeros de clones de Be=
quéncia de edpla duica ou de elones de sequdneia de niimero
repetido de efpia muito baixa a partir de bibliotecas de fage
recombinanies ¢ demonsira o sen use para manchar o cromossoma
21. O referido artigo € agui incorporadoe por refer@neia. Im
resume, selecceionaram-se clones da biblioteca charon 21A
TI21802 (feita de ADN do cromossoma hl humano) usando dois
processos bésicos. No primeiro, a biblioteca de fage fol se-
leccionada em duas fases usando métodos designados como sendo
mais senéiveis & presenca de segqudncias repetitivas nos cloe
nes do que o m8todo da Secglo V.A.2, Og clones seleccionados

3
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foram depois subelonados em pigamidias« As 450 insercBes assim
seleccionados formam & biblioteca pBS-U2l. O segundo fol num
processe de miltiplas etapas em gue: 1) as insergdes da LL2l-
{502 foram subclonadas em plasmidios Blueseribe, 2) os plase
midios foram cultivados numa densidade elevada em colénias de
bactérias em filtros de nitrocelulose e 3) foi nibridizado
ADN genbmico humano radiocactivo para o ADH de plasmidio em
filtros de nitrocelulose sob uma pressfo baixa em 2 fases e
4) os plasnidios com insercfes que ndo conssguiram hibridizar
foram seleccionados como contendo potencialmenie sequéneias
de ofpia Gnica, Desta maneira foram obtidas mil guinhentas e
trinta colénias para formar a biblicteca pBS=-U21/1530.

A anflise de Southern indicon que o segundo procediments foi
mails eficaz no roconhecimento da sequ@ncia repetitiva que o

primeiro. A flubresencla na hibridizag@o in situ con ADN de
pBS-U21/1530 permitiu o menchamento especifico intenso dos

eronossomas ndmerc 21 en sequéncias de metafase feitas a par-
tir de linfocitos humanos, A hibridizacHo com pBS-U21 um menor
manchanento especifico do eromossoma 21. Os pormenores relati-
vos ao nétodo de Pusecoe et al., da selecglc de sequineias de
efpia dnieca ou de amosiras de sequéncias de repetiglo multo

baixa a partir de biblicteca recombinanies podem ser enconira-
dos em Fuscoe el al., id.

V+Ce HibridizacHo com uma Coleecio de Sequéncles de Cépia

Uniea do (romossoms 4

Pinkel et al., PUAS (USA), 85:9138-9142 (Dezembro de 1588) &aJ*
greve 08 processcs pera a preparacc das sequéncias de clpla
§nica do cromossoma 4 e depois um protocolo /modificaglo do
processo descrito em Pinkel et al,, FPHAS (USA), 83:2934-2938
(1986)7 para a hibridizagSo das referidas amosiras de cdpla




finica para ume sequdncia de metafase humana, A4 Pigura 4H mose
tra a hibridizacglo com um conjunto de 120 awostras de c¢dpia
finice de um cromossoma 4 para uma sequlnela de metafase humang

acBo_de Sequneias Repetitivas Partilhadas

Velshs

Uanchamento especifico do Cromossoms 21 usando ADH
de Blogueamento '

Usarar-se concentragles elevadas de ADH gendmico huwane ndo

marecado & ADY de lambda fage para inibir a ligacgdo de sequlne
gias repetitivas e de vector ADN para os cromossomas prelen-
didos, A& digestfio de proteinase pesada ¢ 2 subsequente fixa-
g8o do sinal aumentaram o acesso dss amostras ao ADH preten-

A5 seguBncias de metafase humanas foram preparadas em pelficu-
las de microsedpio com técnicas conhecidas e armazenadas imee
diatamente numa atmosfera de azoto a 20°C.

As pelfculas foram removidas do congelador e deizavam-se ague-
ger para a temperatura ambiente nume aitmosfera de azoio antes
de se iniciar o processo de manchamento, As pelfculas aqueciw
das foram primeiro tratadas com 0,6 microgrames/ml de protei-
nase ¥ em tampHo P (Pris 20 mi, CaCl, 2 ull a pH 7:5) durante
7.5 minntos e lavadas uma vez em tampdo P. 4 quantidade de
proteinase X usada necessita de ser ajustada para diferentes
gcolengBes de peifeulas, Depols de serem desnaturadas, a8 pe-
1fculas foram armazenadas em 2 X B8C. Preparou-se uma mistura
de hibridizacSo comsistindoe em 50 ¢ de formamida, 10 # de sule
fato de dextranc, 1 % de Tween 20, 2 x 58C, 0;5 mg/ml de ADN




gendmice humano, 0,03 mg/ml de ADN lambda e 3 microgramas/ml
de amostra fde ADW marcada de biotina, 0 ADE de amostira congis-
$ia na fraccdo de densidade mais elevada de Tage da biblio%é~
ca do fragrento Uind IIT do cromossoms 21 (nfmero de acesso |
ATCC 57713), conformé determinade pelo gradiente de cloreto de
césio (O ADW de insergHo e de fage de avostra foram ambos mar-
cados por transferdncia de corte). 0 tawanho médio de iaser
¢fo (quentidade de ADN de cromossoma 21) tal como determinado
por meio de electroforese de gel era de cerca de 5 gquilobases,
WBo foi efectuada qualguer tentativa para remover sequéncias
repetitivas das insergfes ou para isolar as insergSes do veetorn
de fage lambda. A mistura de hibridizacdo foi desnaturada ague
cendo & T02C durante 5 minutos, seguide de incubagle a 372C
durante 1 hora. A incubacBSoc permite que o ADY gendmico humeno
¢ o ADY de lambds nfo mercado na mistura de hibridizag8o blee
queiem as sequdncias rspeﬁzﬁivas humanas ¢ as sequlnelog de
vector na amosira.

A pelfeula contends a sequdnecia de metafase humana foi removie
da da 2 X SSC o manchada & seco com papel de lente, & mistura
de hitridizacho foi irediatamente aplicsda & pelfcula, foi cow
locada numa cobertura de vidro na pelicula com cola de borras
cha e a pelfeula fol incubada durante a noite a 3720. In sew
guida, & preparacglic das peliculas processou~se fal esma 8¢
descreveu na Secgfo V.B. (agui o ADN de cromossoma 214£ai TG
chado com fluoresceina e o ADY cromessfmico total fol contrae
manchado com DAPI). 45 Figuras 1A-C ilustram os resuliados. A
Tigura 14 & uma imagem DAPI da sequéneia de metafase humana
obtide com um sistems de andlise de imagem computorizada. B
uma imagem bindria que mostra tudo acims do valer a brancou €
o restante a preto. Os dedos primérios foram registados sob a
forma de wna imagem de nivel cinzento com 256 niveis de intenw
sidade, (0s sulcos peguenos indicam o8 sitios do eromossoma
215}« A Pigura 1B é uma imagem de flworesceina da mesma sequén-




ma, be a capacidade de hibridisagHo das sequneles repetifi-

eia tal como na Figura 14, novamenie ns forma binfris, (Hova~
mente, 08 pequencs scleos indicam os sitios do cromossoma 218)
A Figura 1C ilustre as posighes do cromossoma 215 depois de
terem sido removidos objectos mencs deusamente manchados, por
meio de téenicas de provessomento de imagem conhecidas.

DeteegBo da Trisomia 21 e de Translocacles do Cromosso

VI. B. _ risomia 21 e de Translocad »
_usande Bibliotecas de Plasmfdio Blueseribe

Tal como se iiastr& na Secelo VI.A., pode ser usada uma biblio
teca de cromossomas especifico humana, inclninde as suas sew
quBneias repetitivas pertilhadas, pars manchar ssse cromoS&0-

vas partilbadas for reduzida por incubagBo com ADH gendmico
homsne nfo marcedo, Nz SeccSo VI.h., as sequdneias de deido
nuclefco du misiura heterogénea forem clonadas no vector de
fage charon 21A, ew gue a proporgHc de insergHo do ADE vector
¢ de cerca de CG,1 (4 kb de insercdo média & 40 kb de vector).
Westa secgfio, demontraremos gue transferinde as mespas insere
¢Bes para um vector de clonacBo mails peguenc, o plasmidic Blue
scribe de cerca de 3 kb, que aumenta a proporgo de insercHo
para o vector ADY para 0,5, aumentpu a especificidade ¢ a ine
tensidade do manchavenio.

Tel como se discutiu anteriormente, & incubag@o de amostra po~
de ser levada a cabo com a amostra apenas, com a amogire mise
turade com ADN gendmico nfio mercado, 1 com a amosira misturads
com ADN n¥o marcadc enriquecido em todo ou algumas sequincias
repetitivas partilhadas, Se fBr adicionedo ADH genfmico ndo
marcado, entfo & importanie adiciomar em guantidade suficien-
te para incapacitar de forma suficiente as sequincias repeti~
tivas partilhadas na amosira. Contudo, o ADE genSmico coniém
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tambénm cbpias nfo marcadas das ssquénelss, cuja hibridizagho
& demejada. Tal como se explicou acima, § & agui definide comd
a proporcdc de ebpies nfo marcadas para cOpias mercadas das
sequéneias ¢specificas de cromeosgomas na misiera de hibridi-
| Bagso. ' '

Pinkel et al., PHAS (USA), §5:9138~9142 (Dezembro de 1988€)
desereve o uso de ADY gendmico pHo marcado para inibir de forw
na competitiva a hibridizacglo dessas seguéncias numa bibliote-
ea especifica de cromossomas qne sejam partilhadas com outros
eromossonas. U referido trabalhe descreve materiais e métodos
para a hibridizaglo de fluoresciicia in situ com bikliotecas
espedificas de promossomas humanos /Hiblioteca do cromossoma
4 LIC4uS02 subclonada em plasmidios Blueseribe (pBS-4); biblig
teca de cromossoma 21 LL21NB02 sﬁhélana&a em plasmidics Bluese
cribe (pBS~21)7. Os resultados dessas hibridizagles estlio re
feridos na TPigura 44~0 € 47 ¢ . '

Vielu

TACB. Sete clones de fermeniagho UYL, EY1Z, W20, HYAL.AZ,

gton University, St. Louls, U0). 08 comprimentos do ADE huma=
ao nos elanas'%arfééa,Eﬁtre cerca de 100 kb e cerca de 600 kb,
& electroforese de gel foi levada a cabo para verificar o fa-
.panho destas insercebes, Cada um destes clones foi eullivada,
tendo sido isolado o ADW total. O ADN isolade fol bitinilade
por transferBncia por corte, a fim de que 10-30 £ da timidina.
fosse substitufda por biotine~11-4UTP. A concentragfo do ADN
parcado total depois das itransfer@ncias por corte € na médla
de 10-20 ag/ule |

UYA3.H2, HYA3LAS o HYAS.RG, foram obiidos de D. Burke (Vashine




ADY de blogueamento- Frata-se ADW de placenta humana (Sigma)
cor: proteinase I ¢ extraivese com fenol ¢ tratou-se por meio
de ulirassons para uma nédila de tamanhe de 200-600 bp. O ADE
total isolado do fermento que nfo continha um cromessoma arii-
|ficial foi tratado por ulirasgons para uma média de tzmenho
semelhante. Ambos estes ADNs foram wentidos numa concentragZo
de 1-1C ug/ul. ’

HibridizacHo de fluorescdneia in situ {gégg} 4 hibridizacBo
gegulo o8 processos de Pinkel et als, {1928), aegimas, com li=-
geiras modificagfes. Prepavaram-se scquineles de metafase a
partir de culturas de metotrexato sineronizadas de acordo com
o8 processos de Harper et al., DHAS (USA) 78:4458-4460, (1981)
Tixaren-ce cflulas om metanol/4cido zedtico, (3 : 1), goteja-
rar~5e sobre peliculas, seccaran-se ac ar e armazenaram-sSe a
~208C sob um gds de azoto até serem usadas. As peliculas fo-
rarm depois imersas dois minutos em 70 ¢ de formamida/2 x 83C
para demonsirar as sequlneclas de ADE pretendidas, desidrata-
ror-se numa série de T0=-85-100 ¢ de etancl e secaram-se ap AT
(880 & WaCl 0,15 ¥/Citrato de ¥a 0,015 1, pH 1). Adicionarame
~ge entfo B misturz de hibridizacBo dez - 100 ug de ADN de
fermentacio biotinilade, e aproximademente 1l ug de ceda um de
ADN de fermentacHc nio marcedo e ADY gendmico humano (volume
finsl 10 ul, composicSe final 50 % de formamida/2 x SSC/10 ¢
de sulfato de dextranc), agueceu-se a T02C durante 5 minutos
e devois ineunbou~se a 37°C, durante 1 hora pare delxar reassow
clar as cadeias complemeniares das sequfnecias mais altamente
repetidas.

-
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A mistura de hibridizaclo fol depois aplicada & pelfcula (apro
ximadanente 4~ﬁm2 de Srea) e selada pom argamessa de borracha
sob uma cobertura de vidro. Depois da incubaglBo durante a nols
te a 379C, removeu-se a eobertura e lavou-se 3 vezes a pelicu-
la, em 3 minutos de cada vez em 50 ¥ de formamida/2 x SS5C &




42-452C, e uma vez em tampdc de PY /Histurs de Naf,PC, 0,1 ¥ e

Na,liP0, 01 U para dar um pH de & 0,1 ¢ Zonidet P40 (Sigma)lh

Detecton~-se ent8o a amesira ligada com incubagBio, alternadas
de 20 minutos (temperatura ambiente em avidine-FITC ¢ anticor-
po de anti-avidine de cabra, ambos a 5 ug/ml em tamplo P
{tanpdo P¥ mais 5 ¢ de leite sceo meogro, centrifugads para re«
mover o8 s6lidos; 0,02 ¥ de Fa azida/. Sepsraran-se a incuba-
cdo de aviding ¢ anti-avidina por meic de 3 lavagens de 3 ni-
nutos cada wma em tampfo PH, Duas des trls camadas de avidina
foram aplicadas (a avidina, graw DUS, e anti-avidina de cabra
biotinilada sHo obiidas de vector Laboratories Inc., Burlinga-
ey {}A) *

A Pigura 5 mostra a hibridizagio de HYA3.AZ (580 kb de ADH hu-
mano) pars 12¢21.1. A localizagBo da hibridizagfo foi estabe-
lecida usando ume técenica de bandas fluorescente convencional
empregando o processc DAPI / actinomicina D: Schweizer, "Reven
se fluorescent chromosome banding with chromomyein and DAPIW,
Chromosoma, 58:307-324 (1976). O sinal de hibridizagBo forma
uma banda zo longo da largura de cada um dos cromossomas 12,
indicando a morfelogia da embalagem de ADN nessa regific do cro)
MOSSOMB . ' ‘

As posigles do clone YAC s8o alribuldas tal como se mostra na |

Tabela 2 abalit.
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Clone YAC

logalizacHo

HY1l - 120 ¥g23
HY19 450 8g23,3
2lg21,1
Hya9 500 i4qi2
HYAL.A2 250 6916
HYA3.A2 | 580 12¢21,1
HYA3.A9 . 600 14921
HYA9,E6 280 - 1p36,2
3q22
VI.D. HibridizacHo com células Hibridas humanag/de Homesier

Poram usadas neste exemplo essencialmente as mesmas condigles
de hibridizagBo e de manchamento que a8 referidas no processo
de Pinkel et al., (1988), acima, e exemplificadas nas Secgles
V.Ce € VI,B. acima. Jeste exemplo misturaram-se 400 ng de ADN
de biotina marcado de uma célula hibrida de hamester-humans

que continha uma ¢dpia do cromossome 19 humano, com 1,3 ug de
ADN genfmico humano nfio mercado em 10 ul de mistura de hibri-




dizacBo. A hibridizaclo fol de aproximedamente 60 horas a 37°
C. O menchamente fluorescente da amosira ligeda e o contra-uan
chamento dos cromossomas foi come nos outros exemplos acima.
4 Pigura 6 mostra os resuliados da hibridizagEo,

VIT = Aplicacio espveelficas

4 presente invengﬁe permite a detecglio microscbplca ¢ em alw
guns casos a detecclo citométrice de passagen de anormalida=
des genétices numa base de célula aps célula, A microscopia
pode ser levada a cabe inteiramente por observadores humanos,
ou inelui virios graus de instrumentos adicionais e assisién-

cia por computsdor alé B sutomatizagBo total. U uso de instrue

pentos e de automatizagBo para tais andlises oferece muitas
vantagens., Entre elas encontram-se o use de tintas fluorescen~
tee gue o8o invisiveis a observadores humanos (por exemplo, as
tintes infravermelhas) ¢ & oportunidade de interpretar o3 re-
sultados obiidos com miltiplos métodos de marcaglio gue pode-

riagm nfo ser simulianesmente visivels (por exemplo, combing—

¢Bes de manchas fluorescentes e de absorgHo, auto-radiografia,
etc.). Podem ser usadas medigles quantitativas para detectar

as diferencas na coloracSo gue nfo sHo detectévels por obser-
vadores humancs. 7al come se descreve abaixe, a andlise autow
patizada pode tambdm sumentar a velocidade com & qual as oélu~
las ¢ os cromossomas podes ser analisadas.

0s tipos e anormalidades citogendticas que podem ser detecia-
das com as amostras da presente invengHo incluems GuplicacHo
de toto ou parte de mm tipo de cromossoma pode ser detectado
como um aumenio no nfmerc ou tamanho de deminios de hibridiza-
c80 distintos em sequfneias de metafase ou nidcleos de imierfe-
se que se seguenr & hibridizagBc com uma amesira para esse ti~
po de cromossoma ou regifio, ou por um aumento Ga guentidade da
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amostra ligada. Se o amostra for deteciada por fluovescdneia,
a guantidade da amostra ligada pode ser detectada cu por ¢ito-
metria de passagem ou por mieroscopia de fluorescénela guanti-
tativa, & anulagBo de um oromossome inteire ou de usa regife
de um cromossoma pode ser detectade como ume diminuicHo do nl-
mers ou tamanho de domfnios de hibridizacHo distintos em se-
quéneias de metafase ou nliclees de interfase que seguem a hi-
bridizaclo com uma amostra pava esse iipo ou regific de cromog-
soma ow por upa diminuigfe da awosira ligada. Se & amostra for
dotectada por fluorescéneia, 2 quaniidade ligada pode ser de-
terminads ou por citometria de passagem ou por microscopla de
fluorescdncia quantitativa. As iranslocagBes ou diceniros s
las_inversOes podem ser detectades enm sggudneias de metafase e
nicleos de interfasse por meio de JustaposigBo anormal dos do-
pinios de hibridizacHo que estfo normalmente separados a2 se-
guir & hibridizacfo com amosiras que f;aagueiam-aa alcangan a
vepiBo ou regiles do cromossoma on GO8 CTOMOSSOmas que Se en-
contram no ponto ou nos pontos de rearranjo. As translocagles
envolvem pelo menos dois tipos de cromossomas diferentes e re-
sultan em cromossomas derivados que possuem apenas um ceﬂtréw
merc cads un, Os dicBatricos (dicentros) envolvem pelo menos
dois tipos de cromoosoma diferenies e resultam em, pelo menos,
um fragmento de cromossoma gue necessita de um centrdmerc e
um tendo dois cenbrfmeros. As inversfes envolvem a inversSo
de polaridade de unm trogo de um CroNCSSOEA.

VII.A. Anfilise de Banda

roi efectuado um esforco substancial durante os (ltimes trine
ta anos para dessovelver sisiemas antonatizados (em especial,
microsedpios controlades por computedor) para a classifiecagSo
autonitica de cromossomas e para a detecgHo de aberragles por
meio de andlise de sequénciass de metafase, Nos anos recentes,




foram desenvolvidos esforcos dirigldos para a classificagéo
automitica de cromossomas que foran quimlcamente manchados pa~
ra produzirem modelos de bandas distintas nos virios tipos de
erprnossonas, Hetes asfbrgaﬂ foram apenas pareialments bem su-
codidos devido &s diferencas subiis do modelo de manchamenio
entre tipos de cromossowas com apPeximedamente o mesmo ifamo-
nho e devido ac facte de gue a contracclo diferenéial dos ero-
MOSSOmas en &iferenﬁﬁﬁrseqaﬁnaias de metalfase provoca uma mie
danga no nfimero ¢ na largura das bandas visiveis em eromosso-
was do cada $ipo. 4 presente invenefo ultvapassa estes proble-
mas permitindo a construg®e de reagentes gyue produsem um mode~-
lo de manchamento cujas diferencgas de espago, largura e maps
cagl8o {por exemplo cores diferentes) sBec ophimizadss para faw
eilitar a classificacBo auntomdtica de cromossomas e z deieew
cHo das sberracBes, Ioto & possivel uma vez que se podem SCw
leccionar amostras de hibridizacBo coaforme se desejar ao lon-
gzo dos comprimentos dos cromossonmas., O tamanho de uma banda
produzida por uz tal resgenie pofle variar entre um ponto pe-
gueno apenas até uma cobertura subsianclalmente uniforme de

um ou mais cromossomas totais, Assim, a preseanie invengfo per-
mite a construcfo de una amostra de hibvidizagBo e o uso de
meios de marcagHo, de prefer@neia de flucresc@neia, de modo

a que possanm ser distinguidos dominiocs de hibridizagHo adjacen;
tes por exemplo, por coy, para gue possan ser detectadas por
meic de espectros bandas com ﬁﬁpagss entre 8l demasiado psgue-
1085 para serem espacadamente resolvidog, (isto &, se coalesce
rem bandas de fluorescSncia vermelhas ¢ verdes, a presenga das
duas bandas pode ser deiectada por meio de fluorescéncla ama-
rels resultante).

A presente invenyfo permite tawmbénm z construcfo de modelos de
bandas designades pars aplicacgfes pariiculares. Deste modo,

podem ser significativamente diferentes na mistura de espage
e aor, por exemplo, em cromossomasque sejam semelhantes pa ford
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ma & no tamanho em geral, ¢ gue tenhom modelos de bandas seme-
lhantes quando sdo usedas téonicas convencionais. O tamanhe,
forme e marcacdo {por exemple cor) das bandas de hibridizagio
oroduzidos pelas amosiras da presente invencHo podem ser opti-
mizadas por forma a eliminar erros una seleeglo & fim de gue se
torne possivel a deteeclo precisa automatizada da gherragifo.
ate modelo de banda optimizado aumentard t=ubm de forma sige
nificativa a classificaclc visual de cromossomas ¢ a detecgfo
de aberragfo. '

A facilidade de reconhecimento dos pontos de interrupgo de
translocaclo especificos pode ser aumentada usando um veagente
intimamente ligado A wegifo da interrupglBic. For exemplo, pode
sor usads uma amestra de elevada complezidade da presente ine
vengfBo compreendendc sequlnciss que hibridizam de ambos os la-
dos de interrupclo num cromossoma. O trogo de amosira que se
ligs & um dos lados da interrupcdo pode ser deteclado de maneis
ra diferente daquele que se liga aoc outro, por exemplo, conm
cores diferentes,. Hum nodelo sgsim, wn cromossoma mormal terd
diferentes regifes de hibridizagBo coloridas wmas ao lado das
outras, podendo as referidas bandas aparecer todas muito prd-
xinas uma das ontras. Uma interrupcHc poderd separar as amoSe-
tras em difersntes cromossomas ou resuliar em fragmentos ero-
mossdricos & poderd ger visualizada muito separadamente numa
rédia que seja feita.

VIL,Be

9&simetriakaial§ iga

Uma aproximagfo para a dosimetria bioldglca consiste em medir
frequdncias de cromomsomas estruturalmente aberrantes, come
uma indicacle da aanifieagﬁa'geﬁétiea'sefrida.gar'indiviﬁuoa
expostos o agentes potencialmente téxicos, Humeroses estudos
indicaran o aumento nas frequdncias de aberragbes estruturais
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cor o auwmento dz exposicHo a redlagdo lonizante ¢ ouitros agenw
tes denominzdos clasiopénes, On cromossomas dicSniricos sio
normaimente ascinalados uma vez que & sua natureza distinta
permite que o5 mesmos Sejam assinalados rapidemente sem andli-
se de bendes. A& anﬁlise réapida & importante devido & taiza fre
gquéneis dessas aberragles em individuos expostos avs nlveis
degeobertos em pontos de trabalhe (~2 x iﬁ~3/¢éla1as)n Infeliz.
wente, os diecButricos ndo sHo retidos de forms estdvel pelo
gue a frequénelia dicEntrica medida diminuil com o tempe depois
da exposicdo. Deste modo, a-exposigle de nivel baixe durante
longos perlodos de tempo nde resulia numa frequéacia.éiééntriw
ca elevada devido ac aclaramenio continuado destas aberragds.
As translocacles s8¢ aberracfes melhores para seren asginalas
das para os referidos estudos dosiméiricos devido ac facto de
ficaren retides wals ou menos indefinidamente, Deste modo, a
verificacBo do denogendiieo pode ser efeetuade em tempos multo
depois da exposigBo. As translocagBes nfo s8o habitualmente
assinaladas para s dosimetria bioldgica devido ao facto de a
difieuldade em recsnhecer as mesmas forna 2 marcaclo de eélu-
las suficientes para a dosimetris logisticemente impossivel.

A presente invengdo elimina esta dificuldade. DBapeciflicamente,
a hibridizeacHo com uma amostra que manche de forma substancial
uniformemente vdries cromossomas (por exexmple, 03 cromossomas
1, 2, 3 e 4} peenite a imediata identificagBo microsedpica em
saquineias de metafase de aberragbes estruiurais que envolven
estes cromompsomas, 085 cromossomas normals aparecem completo~
nente manchados ou n8o manchados pelz amostra. Gs cromossonds
derivativos que resultam de translocagles enire cromossomas
sinalizados & nfo sinalizados sfo veconhecidos, como sendo
apenas parcialmente manchados, figura 4D. TUsges Cromossongs
parcialmente hitridizsdos poden ser imediaismente reconhecidos
quer visuslnente so microscdpie de forme automatizads usando
microscopla auxiliads por computador, 4 deserimiunagdo entre as

»

translocagles e os dic@ntricos € facilitado adicionando & amos.
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tra sequlneiss descoberias em todos os cenirdmercs dog cromose
somas. A detecclo dos componentes centroméricos da amostra

com meios de marecacBo, por exemple a cor, diferentes dos wgg
dos para detectar ¢ resto dos elementos de smostra permlie a
ideatificaclo fdcil dos centrdmeros dos crompssomas que, por
sua ves, facilits o deseriminaglo enire os dicéadricos e as

ironslocngBes. Nsta tecnologia reduz de forma dremitica o efel
to de marcacfo requeride com as téonices anteriores para que
se torne fdcil e possa ser possivel exeminar dezenas de milhar
de sequfncias de meiafase tal cowd reguerido para a dosimeiris
biollgive de baixc nfvels '

¥IT.C. Disgnéstico Pré-natal

As sherracles mais comuns descobertas prenatalmente sfo trie
gsomias que envelven os cromogsomas 21 (sndroma de Down), 18
{sindroma de Bduward) ¢ 13 (sindroma de Patan) e X0 (sindroumae
de Turner), XY (sindroma de Kleinfelter) ¢ a boenga I¥Y. Ocoz
rer tembém abervacBes estruturais, Contudo, 580 raras ¢ o seu
significado clinico € muitaes vezes incerto. Desie modo, & Lttt
portincia de deteccdo destas aberragBes & questionfvel. s téo-
nicas correntes pava obter células de fetos pars a cariotipa- |
¢80 convencional, tal como a aminocenicse e a bidpsis de yeld
coridnica origine centenas de milheves de eélulas para anflie
se. Lstas =850 ususlmente culiivadas em culturas durante 2 a 5
sepanas para produziren eélulas mitdlicas suficientes para a
andlise citogendiien. Uma vez preparadas as sSequéncias de mes
tafase, s8o analisadas por melo de anfilise de bandas convenw
ecional. Tsse processo s6 pode ser levado o czbo par analistos
altamente téonicos sendo wm processo moroso pelo gue © ninere
de andlises que podesser levadas a cabo de forma segura @ gl
cnas de confisnga, mesmo pelos maiores laboraibrios cliogentw
ticos, € agenaﬁ de alguns milharves por anc. Como resultado, a




anflise citognenética pré-natal & usualmente limitade a mulhe~
res cujos filhos t8m um elevada risco de doenga genéiica (por
exemplo a mulher com idade superior a 35 ano8) .

A presente invenglo aiﬁré?asga egtas dificuldades permpitindo
& identificscfo simples ¢ répide de aborragfes de cromossomas
nupdficas comuns om células de interfase sem culbura ou com
uma eultura de edélulas winipz. Especificamente, podem ser dee
tectados nfmeros ancrmais e cromossomas 21, 18, 13, X ¢ ¥ nos
nfcleos de interfase, contando os nfmercs de domfniocs de hibrl
dizagBc gque se seguew & hibridizacBo com amostiras especificas
para estes cromossomas (omr peve imporiantes regifes dos mesmos
tais eomo 2122 pare o sindrome de Down)., Un domfnio de hibrie
dizagio € uma regific compacia, distinita sobre a gual & inten—
sidade de hibridizsclo & eleveda. Ume Prequincia aunentada de
eélulos mostrande trfs dominios (especificamente superior a
1C ¢7) para os cromossemas 21, 18 e 13 indice a ocorrfncia dos
sindromas de Down, Ddward e Patan, respectivamente, Um aumento
no nfimero de ¢élulas que mostram um dominic especifico de X
faico e n¥o mostram gualquer dominio especifico de T & seguir
& hibridizegio com amostras especificas de £ ¢ ¥ indics a ocor
réneia do sindroma de Durner. Um aumento da freguéneis que
mootra doic domfnios especificos de X ¢ uwr dominic especifico
de Y, indica o sindroma de Xleinfelter ¢ o aumento na fregulne
piz de cdlulas que mostram um domfnio espeeifico de X ¢ dois
domfnios especifigos de Y indicam um feto XYY. A coantagem pode
ser suplementada (ou nalguns casos substituida) pels medigo
da intensidade de hibridizacHo usando, por exemplo, a micros—
copia de fluorescdncia quantitativa ou a citometria de posse-
gens, uma vez gue & intensidade de hibridizaglo € aproximaiss
mente proporcioual ao unfmere de CrEmosSsonas pretendidos para
o quais s aucstra € especifica. As aberrsgles numéricas que
envolven vérios cromossomas podem ser ¢lassificados simualia~
neamente detectands = hibeidiszacHo dos cromossomas diferventes
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con meios de maveagBo diferentss, por exemplo, por melo de o
res diferentes. Bstes processos de delecgfo de absrragbes ul-
trapassan a necessidade da culiura extensiva de células reque-—
ridag pelos processos una ves que iedas as ecélulas na populaw
¢do podem ser classificadas, Blas eliminam a necessidade de
analistas altamente %8cnicos devido 3 natureza simples e dig-
tinta das assinetures de hibridizacZo das aberrvagles numérie-
cas, Além disso, sHo bem apropriadas pare a andlise aulomati-
zada dag asherragles.

0 facto de gue as aberracBes numéricas podem ser detectadas
nos nficleos de interfase permite também a andliase citogend-
tice das eélulass gue normalmente nfo podem ser estumuladss de
mitose. Eapecificamente, parmitem a gndlise de células de few
tos descobertas no sangue periférico maternc. Tal caracteris-
tica & vantajoso uma vez que elimina a necessidade de amostra-
gem invasiva de oélulas de felos, fal como a amnioceniess ou
a biopsia de vilns coridnico.

Tal como se indicou na técnice anterior, a regific desses mbto-
dos de embrife invesives serem necessdrios € de que a cariotie
pagBo convencional ¢ a andlise em bandas reguere cromossomas

de metafase., Neste momento, nfe existem proecesgos aceites para
& cultura de células de fetos separadas do sangue malerno para
proporcionar mma populagBo de células com cromossomas de meta
fage, Considerzndo que os reagentes de coloragho de manchamen-
%o da presente invenclio podem ser empregues com kiicleos de in-
terfase da presenite invengBo proporeiona un método invasive
nio-embriondrio para a cariotipagSo de cromossomas de fetos.

A primeira fase desse método consiste em separar oflulas de
fetos que tenham passado airavéds da placenta ou gue tenhan Bi-
do derramados pela placenta para ¢ sangue maternc. A incid&ne
cia das cdlulas de feto na corrente do sangue materno & muite
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baixa, ou na ordem de 1074 o 1076 edlulas/nl ¢ hastante varif-
vel dependendo do tempe de gestagBo; conindo, podem distingulr
~ge odlulas de fetom apropriadamenie marcadas das células mare
cades & concentradas, por exemplo, eom uma sofda de oélulas a
clevada velocidade.

4 presenga dc células de um feto macho pode ser identificado
por meio de uma mares, por ciemplo wma chapa flaareséenﬁa,
num reagentc de coloraclo especifico de cromossomas para o Cro
nosgopa Y. 48 células que eram aporeniemenie ou percursorag de
linféeitos ou eritwdeites, que foram seporadas do sangue ma-
terno revelaram ser Yecromatina~posiiives, /Zillacus et ala,
Scan, 4« Daematol, 153333 (1975); Parie e Herzenberg, Vethods
in Cell Biology, Vol, 10, pog. 277=295 (Academic Tress, He¥.,
19682); e Liebers et al., Dumangenetil, 28:273 (1975)7.

Um método preferidc pare sepavar as célules de fetos do sangue
neterne consiste no uso de anticorpos monscloidzis que tenham
preferencialmente afinidade para algum componente nfe presente
nas eflulas de sangpe materno, As gélules de felos poden ser
detectadas por marcadorves de ULA {antigene de leucdtico humaw
no) paternc ou por um antigene ne superficie des eélulas de
fetos. (8 processos imunoguimicos preferides para distingulr
entre os leucdeitos de felos ¢ og leucleites melerncs cor base
no diferenciacfo do %ipo de HLA, usae as diferengad dos locals
TTA=A2, ELA=A3 & ULA-B3 e ainda preferido no local HideA2, 216
disso, o primeiro e segunde itrofoblastos de fetos do primeire
¢ segunde trimestre podem ser marcados com antlcorpos conira a
citoguerating celuler, interna constiiuinte, gue n&c se encon-
tra presente nos leuncSeitos maternos. Antieorpos monceloidsis
exerplares estfio descriltos nas refer@aclas scguintes.

lierzenberg ¢t al., DHAS, T76:1453 (1979) descreve o isclamento
de células de fetes, aparentemente de origem linfoide, de san~
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gue maierno, por meio de passagem de células activadas de flue.
rescéncia (FACS) em gue a separag8c se baseou na detecgdo de
amostras de anticorpos marcadas gue se ligam células de HLA-A2
negativo no sangue materno. As células de fetos machos separa~
das dessa maneira foram ainda identificadas por manchamento
com quinscrina de l-cromatina.

£

Covone et al., Lancet, 13 de Outubro, 1984:841 descreven a re-
cuperacfio de %trofoblastos de fetos a partir do sangue materno
por citometria de passagem usande um anticorpo monoclonal deno
minado H315. O referidc monoclonal identifica descritivamente
uma glicoproteina expressa na superficie do sincitiotrofoblas~
to humano bem como outras populacBes de eélulas trofoblastos,
e que se encontra ausente das células periféricas do sangue.

Xawata et al., J. Exp. Ped. 160:653 (1984) descreve um método
para isolar as populag®es de células de placenta a partir de
suspensbes de placenta humana. O método coordena a andlise e
a passagem de FACS em duas cores e de dispersSo de luz. Isola-
ramese cinco populagBes de células diferentes com base nas di-
ferencas de tamanho e quantitativas na expressdo coordenada de
antigenes de células de superficie detectados por anticorpos
monocloidais contra uma determinante monomdrfica HIA-A, Be C
(1¥B40.5) e contra trofoblastos humanos (anti-Irofo-l e anti-
~Trop-2},

Loke e Bubterworth, J. Cell. Sei, 76:189 (1985), descreve dois
anticorpos momocloidais, 18B/AS e 18A/CA, que s8o reactivos
com 08 citotrofoblastos do primeiro itrimestre e outros tecidos
de fetos epiteliais incluinde os sineitictrofoblasios.

Un anticorpo monoclonal preferido para separar as cflulas de
fetos do sangue materno para manchamentc de acordo com a prew
sente invengBSo € o anticorpo de anti-citoqueratina Cam 52, que
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que pode ser comercialmente obtido de Beclon-Dickireson (Fran-
klin Lokes, H.J. USA).

Quiros anticorpos monoclonals preferidos para a sepavagic de
células de fetos do sangue maternc s8¢ os desecrites no pedido
de patente americano USSY 389224 apresentado em 3 de Agosto,
1989, com o tftule "Véitodo para isolar Células de Citotrofo-
blasto de Fetos", /Veja~se também: em Fischer et al., J. Cell.
Biol., 109, (2):891-902 (1989)7. Os anticorpos monoclonais al
descritos reagem especificamente com sntigene nes célelas de
citotrofoblasto humano do primeire trimesire, células de fetos
essas que t8m a mailor possibilidade de atingir a circulagEo
materna. O referide pedide de patente e o artigo s8c agui ese
pecificamente incorporados por refer@ncla. Em resumo, o8 antie
gorpos monoclonais. deseritos foram levantados injectando os
animais do teste com células de citotrofoblasto obtidaz de tro.
cos de uma paciente que haviam sido isoladas por aspiragio ute
ring, 0s anticorpos levantados foram submeiidos a virias selee
¢Bes citoldygicas para serem seleccionados para os antleorpos
gue reagism com a camada de células de corrente de citotrofow
blasto dos vitelos coridnicos do primeiroc trimestre.

08 anticorpos monoclonais preferidos contra as referidas célu-
las de eitotrofoblasto do primeirc trimesire descritos por
Fischr et al., incluem anticorpos monoclonais produzides dos
hibridomas seguintes, depositados ne American Tyupe Culture
Collection (AFCC; Roctville, MDD, USA) de acordeo com o tratade
de Pudapeste:

Hibridoma Acesso ARCC #
J1D8 810096
PLRE HB1009T

Ambes as culiuras de hibridoma foram recebidas pelo ATCC em 4
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de Abtril de 1989 e descritas como %al vidveis em 14 de Abril,

Pisher et al., estabelece que as células de fetos isoladas do
saﬂgue“mazenna por meio do uso dos referideos anticorpos mono-
clonals sfio, capagzes de réplica in vitro. Deste modo, as célu-
las aé feto isoladas pelo método de Pisher et al., quer dizer,
o8 oltotrofoblastos de fetos do primeiro itrimesire, podem pro-
porcionar material cromossdmico de feto que esteja em metafe-
ge ¢ enm interfase.

As células de feto, de preferfncia vs leucdeitos ¢ os eltotro~
foblastos, mals preferencialmente os clicoirofoblastos, uma vez
marcados eom um anﬁiesr@a apropriado sBo depeis separadas das

células maternas ou directamente cu, de preferéncia, separando
e concenirando as referidas células de fetos por meio de dis-

tribuic@io e separacglo das células. Por exemplo, pode ser usado
FACS pava separar células de feto fluorescentemente marcadas,

ou pede ser usada citometris de passasgenm.

As clulae de feto uma vez separadas do sangue maternc podem
ent8c ser manchadas de acordo com os mftodos da presente in-
vengBo com reagentes de coloragBo de cromossomas espeeificos
apropriades da presente invengfo. de preferénecia os de parti-
cular importlncia para o diagndstico pré&-natal. Os reagentes
de coloragio preferidos o os designados para detectar aneu-
ploidia, por exemplo, trisomia de guaisquer dos VATios Cromose
somas, incluindo os tipos de cromossomas 21, 18, 13, X e Y e
as subregifies desses cromossomas, tais como a suberegifio 2122
no cromossoma 21

De preferéncia, uma amostra de feto para & anilise de mancha-

mento de acordo com a presente invencHo compreende pelo menos

10 células ou niieleos, e mais preferivelmenie cerca de 100 cée
lulas ou nficleos,




Namercsos estudos nos anos recentes t8m revelado s exist@neia
de aberracBes cromossémicas esiruturais e numéricas que s&e
diagndstico para fenotipos de doengas particalares e que pro-
porcionam uma indicagfic para a naturezs genética de prlpria
doenca. 05 exemplos preoeminenies incluem a esireita associam
gBo entre a leucduis mieslogénica erénica e a translocacHo que
envolve os cromossomas 9 e 22, a assoclagio de uma anulagfio de
um trogo de 13gl4 com retioblastoma ¢ a assoicagfo de uma trans
locacBo que envolve os ¢romossomas 8 e 14 com o linfoma de
Burkitis. O actual progresss na elucidagfo de novas anormali-
dades especificas de tumores & limitada pela dificuldade de
produzir sequlneias de medafase em bandas, representativas de
elevada qualidade para a andlise citogenética, Estes problemas
advém do facto de gue muitos tumores humanes sfo diffceis ou
impossiveis de crescer em culturas. Deste medo, a obiengHo de
eélulas mitdticas € usualmente diffcil. Yesmo se as células
puderem crescer em culturas existe o risco significativo de
que ags células gue orescem possam ndo ser representativas da
populacic tumorigénica. Eesa dificuldade impede tauwbénm a apli-
cagBio do conhecimenio genético existente pava o diagnéstico

e progndetico clinico.

A presente invencHo ulirapassas estas limitagBes permitindo a |
detecglic de aberragles estruturds e numéricas especificas nos
nficleos de interfase. Estas aberragBes s8o detectadas tal como
se descreveu acima. A hibridizacic com amosiras de cromossomas
inteiros faciliitard a iﬁenﬁificagﬁa de aberracBes previamente
desconhecidas, permitindo desse modo ¢ referide desenvolvimenw
t0 de novas assoclagBes entre fenotipos de aberragles e doen-
cas. Uma vez gue & natureza genética das doengss malignas esw
pecfficas se torna cada vez mals bem conhecida, os ensalos de
interfase podem ser tornados cada vez mals espeelficos selec-




cionando amostras de hibridizag8o dirigidas & les8o genéiica,
As translocacBes em sitios especificos nos cromessomas selec-
cionados podem ser deteciadas usando amostras de hibridizacdo,
que flanqueiam de forma esireita os pontes de interrupgSo. O
uso destas amostras periite o diagnbsiice destes fenotipos de
doengas especificas. As frenslocagfes podem ser delecladas enm
interfase uma vez que elas juntam os dominios de hibridizaclo
gue estfio normalmente separades, ou uma veZ que separanm um do-
wminio de hibridizacBo em dois dominios bem separados. Adicio-
nalmente, podem ser usados para segulr a redug®o e a re-emenw
g8necia das cSlulas malignas durante o decurso de terapia. A
anflise de interfase & particularmente importante numa aplica-
g8o dessas dado 0 pequenc nimerc de células gue poden estar
presentes e uma vez que elas podem ser diffcis ou impossiveis
de serem estimnladas em mitese.

As duplicagBes ¢ anulagBes, os processos envolvidos sa ampli-
ficagio de genes e a perda de heterozigosidade podem também
ser detectadas em sequincias de meitafase e nficleos de interfa-
se usando as ténicas da presente invengdo. Os referides proces
sos estdo implicados num ndmeroc eresﬁegte de tumores diferenw
tes.
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VIII. DeteccHo de FusSo BCR-ABL na Leucemia ¥ielogénica Orde
nica (CEL)

Amogtras. IDsta seccio descreve em pormenor um ensale de CNL

com base em FISH com amosiras dos cromossomas 9 e 22 que flan-
queian as seQﬁéncias de BCR e ABL fundidas essenclalmente em

todos os casos de CNL (Figura 8). As amosiras de BCR e ABL usa~
das nos exemplos da presente invenglo foram amavelmente forne
eidas por Carol A. Vestbrook do Departamento de Nedieina, Secw
¢fio de Hematologia/Oncologia de Universidade de Chicago E&ﬁiedl




Center em Chieago Illinois (USA).

A amostra de ABL no cromossoma 9, e~hu-ABL, & um clone de cose
midio 35«kb (pCV105) seleccionads come sende telomérico para
a regife 200~kb do ABL entre os exSes IB e II em que ocorrem
as interrupc¥es (24}, A amostra de BOR no eromossoma 22, PEN12
é um clone de fage 18«kb (em EVBIL3) que contém parte de - e se
estende centromérico para - a regific do grupo do ponto de ine
terrupcio 5,8ekb do gene BCR em gquase todog o8 pontos em que
ocorren ponitos de intervupg8o de CiiL., Fol levada a eabo FISH
usando uma amogtra de ABL marvcads com biotina, deteotads com

o vermelho de fluovcrome do Texas ¢ ume amesira de BCR marcada
com digoxigemina detectada com o PITC de fluorcreomo verde. 4
hibridizacHo de ambas as amostras podia ser observada simultae
neamente usando um microselpio de flporescéncia equipsde com
um conjunto de filtro de passagem de bands dupla (Omega Optie
cal). ‘

A Figure 8 &€ uma representac@io esquemdtica dc gene BCR ne cro-
moBsoma 22, o gene ABL do eromossomz 9 e o gene da fusZo de
BCR«ABL no cromossoma de Filadelfia, gue mostra a localizagBo
das regiles de interrupcBo de CHL ¢ a sua relagHo com as ampse
tras, OB exons do gene BOR estBo representsdos sob a forma de
caixas gflidas, © nifimero romano I refere-se ac primeiro exdo
do gene BOR: os nlmeros l-5 referem-se aocs exBes dentro da ree
gl8o do grupo dos pontes de interrupcBo, indicada aqul pela
risca. & logalizagHo sproximada da amostra PENI2 de fage 18 kb
{2 amostra BCR) estd indicada pela barra horizonial aberta.
Ume vez que a malor parte das regiles de interrupgio de CNL
ocorrem entre o8 exfes 2 ¢ 4, permanccerfc no eromossoma de
Tiladelfia 15 kb ou mais do sinal para o FEH 12. Ha transloca-
glo recfproca clissica encontrar-se~fio no cremossoma derivado
alguns kb de sinal para o PEM 12 (sinal fluorescenie n8o detecd
tével). A numeragfo do maps ¢ ¢ exfo (n¥o & escala) & adaptada
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e Helsterkamp et al., (ref. 34, acima). Os exes do gene ABL
estBo representados como barras verticais abertas (nZo i escae
la). Os nfimeros romanos Ia e Ib referem-se aos primeiros exdes
alternativos e o II ao segundo exBo. 0 exfHo II € aproximada~
mente 25 kb a montante da terminacHo do cosuidic 28 kb cwhie
~abl (a amosira ABL)s Todos os ponitos de interrupglio de CUL
scorren a montante do exfo IT, usualmente entre os exBes Ib e
Iz, dentro de uma regifio gue & aproximadamente 200 kb de comw
primento, Assim, o c~hu-abl estard sempre a uma distlneia de

25 a 200 kb da jungHo de fusdo. O mapa (nﬁa'é esecals) & adaptow

do de Heisterkamp et al. (ref. 35, acima). O gene da fusBo BOR
~A8L estd representado na (L, o PRNI2 situar-ge-& sempre na
jungie e o gehu~abl estard separado do PEN12 por 25 a 225 kba.

Preparacdo de amostra: Cille-4: gentrifugou-se sangue periférico
durante 5 minutos. Diluiram-se dez gotas de interfase com P35,
aglitou-se, fixou-se em metancl/4cdido acético (3:1) e gotejou-
-3¢ sobre peliculas Cile2, 3, 7: fizaram-se einco a 10 gotas
de nedula, dilufda com PBS para impedir a clotaglo, em metanol
/écido acético e gotejaram-se sobre pelfculas CHI~1, 4, 5, 63
cultivou-se sangue periférico e/ou medula de osso em RPUI

1640 sumentado com soro de feto de vitelo, uma mistura antibid
tica (gentamieina 500 mg/ml) e 1 ¢ de I~glutamina, durante 24
horas, As culturas foram sincronizadas de acordo com J. Js Yow
nis e ¥, B. Chandler Zrog. in Clin. Path., 7:267 (1977) e as
preparagBes de eromossomas segulam Gibis e Jackson, Karyogram,
11:91 (1985).

Hibridizac@io e Protocolo de Detec go: A hihriﬁlzaqaa seguin
processos deseritos por D. Pinkel et al. (27)y Trask et al.,
(25), e J. B. Lawrence et al., (30), com modificagBes. A amose
tra de BCR fol traduzida em partes (Bethesda Research Labora~
tories ﬁiekwfranslatiﬁn System) com digoxigenina~ll-duTP (Boe-
heringer Bannheim Biochemicals) com uma incorporacde nédls de
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25 e A emostira de ABL foi de igual modo iraduzida em partes
com biotina-lledU?P {Enzo Dlagnosties).

1s HibridizacBo. Desnaturamese células de interfase e/ou se-
quéncias de metafase em peliculas de vidro & T28%C em 70 ¢ de
formenida/2 x 85¢ a un pE de 7, durante 2 pinubtos. Desidratame
~ge em Béries de etancl (70 %, 85 ¢ e 100 ¢ de cada vez, due
rante 2 minutos), Secam-se a0 ar e colocamese a 372C {2 x S8C)
e o Mall 0,3 i/cltrato de sédio 30 mif). Aguecenm-ge 10 ml da
mistura de hibridizacBo contendo 2 ng/ml de cada amosira, 50 ¢
de formamida / 2 x 85C, 10 ¢ de sulfato de dextrano e 1 mg/ml
de ADN gendmico humano (iratado com ultra~sons para 200600
bp) a 70%C, durante 5 minulos para desnaturar o ADW. Incubame
-ge durante 30 minatos a 372C, Colocam<se em peliculas ague~
cldas cobrem-ge com uma cobertura de 20 mm x 20 mm, selam-se
conm cola de borracha.e incubamese duranie a noite nume clmars
com humidade & 379C, Removemwse as coberturas e lavamwse {rfs
vezes durante 20 minutos de cada vez em 50 ¥ de formamida/2 x
SSC pH 7 a 4290, duas vezes durvanite 20 minutos cada vez em 2 X
S8C a 422¢ e findlmente enxaguam-se & temperatura ambiente em
4 % 85C.

etecc! stras licadas: todas as fames de ineubaglo
sdo levadas a cabo com aproximadamente 100 ml de ume solugHo
& temperatura ambiente sob coberturas. A amostra de ABL biotiw
nilada fol detcetada primeiro em seguida a amosira de BCR mar~
cada com digoxigenina, -

a. Amostira de ABL biotinilada: Pré-blegueis~se com 4 x SSC/1%
de albuming de sore de bovino (BSA) durante 5 minutos. Aplica~
-ge avidins=vermelha do Texas (Vector Laboratories Ine., 2 mg/
/ml em 4 x 88¢ / 1 ¢ BSA) duvante 45 minutos. lava~se em 4 X

SSC uma vez, 4 X 88¢/1 4 TritoneX 100 (Sigma) e depois novamens
te em 4 x S8C, 5 minutos de cada vesz, Pré-blogueia-se durvante




% pinutos em PN (PN contendo 5 ¢ de leite seco magre e 0,02
¢ de azida de sbdic e cantrizagapsa yara.remnver os adlidos.
TN & NaH,PO0, 0,1H/NA,HPO, OflR , 0,05¢ de NP40, pH 8). Aplica-

-5¢ antisavidina de ecabra biaﬁxnilaéa‘{Vaetar Laboratories Inel

5 mg/ml en PNE) duranie 45 minutos. Lavawse duas vezes em I
durante 5 minutos. Aplica-se uma segunda camada de avidinge
~vermelha do Texas {2 mg/ml em PRM) duranie 45 minuios. Laves
~ge duas vezes em PN durante 5 minvbos de gada vez.

b. Amostra de BCR maresda gom Digoxigenina: Pré-bloguela-se
com PNY durante & minutos. iplica~se anti-corpo de anti-digoxi
genina de carneiro (obiido de D. Pepper, Boechringer Kannbheim
Biochemicals, Indiasnapolls, IN; 15,4 mg/ml em PHM) duvante 45
minptos. lavoumse duas vezes em PN durante 5 minutos de cada
vez. Pré-blogueis«se com PHY durante 5 minutos. Aplica-se anil.
corpo de coelho~anti-carneiro conjugado com FITC (Organon Terk
nike~Cappel, 1:50 em PMM) durante 45 minutos. Lava~se duas ve-

zes, durante 5 minutos de cada vez eum PH. Se I8r necesséric
amplifica~se o sinal por meio de prd-blogueamento durante 5
rinutos com B e aplica-se anticorpo Igt de carneirc-anti-
~goelho conjugado para FITC (Ovgenon Teknika~Cappel, 1:50 em
M) durante 45 minutos. Dnxagua~se em PH.

3. VisualizacHo: montamese as peliculas numa solucdo antiw-
~desvanecimento fluorescenie [ﬁ; De dphson € J. 6. Nogeria,

J. Immunol. Hethods, 4#3:349 (1981)) (ref. 31, acima)/ contendo
1 mg/ml de 4%, 6~amiéina~2menilinﬁal.{E&?ﬁ) gomo contramancha
e examina-se usando um eonjunto FITC/filtro Texas de passagen
de banda dupls vermelho, (Omegs Optiecal) num Zeiss Axioskosp.

o método usado para o PCR BCR-ABL agui testado fol o descrito
em Hegewische-Becter et al., para a C(lil=344 e 7 (ref.32, acima)
¢ Fohler et al,, para a CYI~5 e 6 (ref. 33, acima). -




vﬂasultaaos, Os locais de hibridizagSo ABL e BCR eram vigfvels

em ambos oe cromatidos dos cromossomes ne malor parte das sew
quénciag de metafsse. A amostra de ABL ligouwse as sequSnclas

de metafase de individuos normais {Piguras 94) préximo do tew

iémers em 9g, enguanto gue a amosira BCR se ligou em 22¢ll { Fi:

gura 9B). A hibridizacHo com a amestra de ABL ou BCR para o8
nieleos de interfase normals resultarsn tipicamente dm dols

pequenos pontos fluorescentes correspondentes 3 sequineia pre-
tendida em ambos os hondlozos de cromossomas. 0s pontos egtaw
vam aparentemente disiribaldes ao acaso nas duas imageuns dimen
gionals nucleares ¢ estavam usualwente bem separadas. Algumas
edlulas mostravam dois sinais em dubleto de hibridizacHo, proe
vavelmente um resultado da hibridizacHoc para ambos os cromati-

dios irmSos de ambos os homdlogos nas cdlulas que tinhar dupli-

cado esta regific de ADN (isto &, aquelas que esiavam na fame
5 pu na fase 0§02 do giecle da célula}. © PISH de cor dupla da
amostra ABL (vermelho) e BOR {verde) para os nlcleos G1 nor-
mais origineu dois sinais de hibridizagSo vermelhoz (ABL) e

dois sinais de hibridizagio {vexﬁea (2CR), distribufdos ao aca-

so & volia do nlcleo.

0 pearranjo gendtico da GUL torma as sequdnclas de ADN homd Lo
gas &s amostras econjuntamente nam oronossonsa ancrmal, usuals-
mente o ahi, e juntamente no ndcleo de interfase, tal como se
{lustra na Figura 8. A distlncia gendmica entre os sitios de
ligaglo da amostra no gene de fusHo varia enire 0 casos de
CiLis variando entre 25 e 225 kb, mas permsnece & mesma em to=~
das as oflulas de us Snico clone leuedmico. A hibridizacio de
cor dupla com amostras de ABL e BCR para as célules CHL de in-
terfase resuliaram num sinal de hibridizagBo vermelho e num
sinal de hibridizacfo verde, localizados ao acaso 8o nficleo e
nom sinel duplo vermelho-verde em que a separaglio entre as
duas cores era inferior a 1 micra (ou um sinal de hibridizagig
amarelo para & hibridizaglo numa proximidade muita peguena,
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veja Figura 10). O sinais vermelho e verde localizades a0 acas
so s8o atribufdos & hibridizag@o sos genes ABL e BCR nos cro-
mossomas normais e o sinal duplo vermelho verde & hibridizacHo
para o gene de fusfo BCH-ARL. Os estudos de marcaglo de inter—
fase sugerem que as seguéneias de ADY separedes em menes do
que 250 kb deveriam ser sepsradas nos nficlecs da interfase em
nenos 4o que 1 micron (25). Como resuliade, as cflulas que mos-
tram sinais de hibridizac8o vermelhe e verde separadas acina
de 1 micron foram seleccionadas come normais uma vez que esie
valor € consistente com os sitios de hibridizaglo que 86 en-
contram en cromossomas diferenies. Contudo, devido a conside«
ractes estatisticas, algumas células normais terBo pontos ver
pelhos e verde suficientemente prézimes para seren seleccionas
dos como anormais. Hestas Guss andlises dimensionais nucleares
g de 750 nficleos normais tinhen sinais de hibridizagBo verme-
lho inferiores a 1 micron de cada um. Deste nodo, aproximada~
mente 1 ¢ das células normals foram classificadas come anor—
mais.

£

4 Tabelza 3 mostra os resultados da hibridizacBo para 7 amostra
de 6 casos de CUL juntzmente com cariotipos convencionais e ow
troe resultedos de diagnbstico, (dados da mancha de PCR e de
Southern),. Todos os seis casos ineluinde 3 que se descobriu
come sendo Fhl negative por meio da anflise de bandas { QL5 g
-6 & ~7), mostrarem sinsis de hibridizac8o vermelho-verde se=
parados mencs 40 gus 1 micron em mais de 50 ¢ dos nficleos exap
minsdos. ¥a maior parte deles, o acontecimento de fus8o era
visivel em quase todas as cflulas. Um ceso (CMI=7) mostrou si-
nais de fusBc em qéaﬁe todas 28 células mas mesmo assin a and-
lise PCR falhou em detectar a presenge de um gene de fusfo ¢ &
andlise de bandas nSo rovelou um cromossoma e Filadelfia.
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Dados elinicos: a) CML em fases crfnica de nfio recebends tra-
tamento; b) CiL, fase crdnica recehendo hibro-
xiureia; ¢} O¥L, erise forte nfo recebendo

tratamento; 4) L erise forie recebendo hidro

zieureia; e &) CVIs3 e CVI~4 represeniam res
nectivamente amostras de medula de osso e de
sangue de um paclente.

A hibridizac8o para sequéneias de metabase fol levada a eabo
er trés casos (Clil-l, -5 e -6}, Todos estes casos revelaram
sinais de hibridizacHo vermelho ¢ verde nuwa grande proximide-
de num dnico cromossona acrocdnirico,. ¥m dois casos, sslecclow
nados como (q:22){g343qll) por bandas, o par vermelhowverde
estava numa grande proximidade em relacio zo telémero do braw
¢o compride de um pequenc cromessoma acrocénirice tal como se
egperava para o Pyt (Pigura 90). Suspeitsva-se que um caso,
{Ci1im6), por citogenia cléssica, tivesse uma insergdo de mate-
rial eromossfmico no 22qll. A hibridizacgHo de cor dupla para
sequénecia de metafase & partir deste caso, revelaram gue 0 par
vermelho-verde ostava ceniralmente localizado num pegueno cro=
mossoma {Figura 9D}, Esse vesultado é consistente com a forma-
glio do gene de fusfo BCR-ABL por uma insergdo, Hum cago (CliIe-

~1), dois pares de sinais dubletos vermelho-verde foram vistos

em 3 dos 150 nleleos de interfase (2 %)« Isso pode indicar um
Pt duplo (ou um gene de fusHo duplo) nessas células. Um tal
acontecimento ndc foi detectado pela citogenia estabelecida
gue se limitava 3 zndlise de 25 sequénciass de meiafase, A agul
sigfo de um Ph; adicional & o aconieecinento citogendtico wmais
frequente gue acompanha a transformagBc forte ¢ a sua detlecgHo
citogenética pode ser um sinal peveursor da aceleraglio da do=
enga.
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4 hidvridizag8o simultSnes com amostras de ABL e I(R para se-
quénelas de metafase da linha de cdlulaes X=562 revelou wilii-
plos sftios da hibridizaglo vermelho-verde ao longo de ambos

o8 bragos de um dnico cromossoma scroc®ntrice. 4 hibvridizaglo
para nicleos de interfase mostrou que os sinals vermelho e ver
de estavam confinados & mesma regific do nifcleo, Tsse facko &
consistente com a ﬁua-éi%nagﬁa de estarem localizados num dnie
g0 cromossoma, Foram vistos doze a guinze pares de hibridize-
¢8o en cada nlcleo indicando a amplificago correspondente do
gene de fusdo BCR-ABL (veja~se Figuras 9% e 97). Bstas descoe
hertas sfo consideradas com os dados da mancha de Sonthern an-
teriores que mosirarsm a amplifiecacfo do gene de fusBo nesta
linha de células (26).

Im resuno, a andlise de eélulas de interfase para gele Ciily e
quatro amostras de células normais usando o FISH de cor dupla
cor amostras de ABL ¢ BCR supere & ulilidede desta zproximge
¢lo para o diagndstico de rotina da OUL e do controlo clinice
da doenca, De entre as suas imporantes venfagens esifio a capa-
cidade de oblencZo de informagfo genéiica de células indivie
duais de interfase ou metafase em menos de 24 horas. Deste mow
do pode ser aplicado a todas as células de uma populaclio, nHo
apenas aquelas que acortecia estaren em metafese quer por ace-
so quer ainda através de cultura, Além disso, & andlise geno-
tipica pode ser associsde com o fenotipo da cflula, tal como
se julga pelo morfologia ou ouiras formes de mereas, permitine
do deste modo, o estudo de especificidade de espéeie das céluw
las que transportam o genotipe de CHL, bem como a verificagHo
da frequlneia das células que itransporiten a anormalidade.

4 justaposicHBo ao acaso de sinais vermelhos e verdes em duas
inagens dimensionais de oélulas normals, gue oOcoOrre em cerca
de 0,01 células normais, estabelece a baixa frequéneis do li-
mite de detecgHo. Fsse limite de detecgBo pode per diminuide
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por uma medicBo gquantitaiiva mais complets da separaglc ¢ in-
tensidade dos sinais de hibridizacB3o em cada nlcleo usande &
andlise de immgenm computorizada. A referida anflise serd par-
ticularmente importante no estudo &¢ populagBe de pacientes enm
gue as células transporian a fusfo de BCR-ABL & baiza frequén-
cia (por exemplo, durante o remissHo, depois de um transplente
da medulo de osso, durante nume recaids ou em sistemas modelo)h

Tote ensalo poderd também ser vantajoso para a detecgfo de cf«
lulas de CML durante a terapia, quando o nfmerc de células dis
ponivel para anilise ¢ baixe, uma vez gque sHo apenas necessi-
riag algumas células. Finalmente, a contagem simples dos pone
tos de hibridizacfo permite a detecelo e o andlise quantitati-
va de amplificacZo do gene de fusBo BOR-ABL tal como se ilusw
ira pera a linha de células X562 (Fignra OE). A medigHo quanti
tativa de intensidsde de fluorescliicia pode auxiliar com a re-
ferids anélise, '

i

Fm geral, o nétodo para agygggaragﬁeve aplicaciio de anosiras
de hibridizacfo de ADN de cadela simples a ADN de cadeia dupla
pretendideo envolve o tratamento do ADN pretendide ¢ do ADE de
amostra com a mespa endonuclease de restrigBo seguldo da di-
gestiio de cadeias simples adjacentes aos cortes de restrigHo.
ks smostras s8¢ constituidas resscintetizando as cadeias pime
ples com nueledtidos marcados. As cadeias marcadas sfio subs-
tancialmente complementares iz cadéiass simples ndo digeridas
Gos ADNe pretendidos. 0 fragmentos de ADN de cedeiz duple con
tendo as cadeias simples marcadas sfo partides em trogos mals
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pmqaenes e desnaturatos, As amosiras de hibridizacHBo sBo obide
das separando os fragmentos de cadeis simples marcados dos
fragmentos nfo marcadoS.

¢ ADH a ser usadc nas smostras € tratade com uma endonuclease
de resiricHo para formar fragmenios de restrigdo com extremide
des enm forma e ienaz Ystiky". Quer dizmer, € imporiante que a
endonuclease de restricio fmca um corte agudo através o ADN de
codeis dupla. A endonuclease de restriclo apropriada inelui,
mas ndo se limita a Hind III, Bam H1, Eco R1 ou sewmelhante,
todos o8 quais se enconiram & disposiglo no condreio, por exe
plo, Promega Biotec {Uadison, %1), ow Boehringer Nannheim {Ine
dianapolis, IN). Ao seleccionar uma endonuclease de restrigioe
é preferivel gue os fragmentos de restriglo resulianies se en~
contren dentro de um tamanho que parmita gue os mesmos se insi
ram directamente nos vectores de clonegiio disponivels, 08 vecw
tores de clonagHo apropriades incluem os plasmidics, tais como
pBR322, e as fages, itais come a fage de lembda em que vérios
derivados destes se encontram & disposicfo no coméreis, por
exemplo, Promega Biotee (Fadison, WI), e Boehringer Hananheim
(Indianapolis, IE). Isolam-se ebpias amplificadas dos fragmen-
tos de restricfo usando téeniecas conhecidas, por exemple, Lgs
niatis et al., Folecular Cloning: A Teboratory Vanuel (Cold
Spring Bardor Laboratory, 1982). Alternatitvamenie, para algu-
mas aplicacBes, podem ser obiidos fragmentos de restriglo das
bibliotecas existentes. Por sxemplo; 2 Lmerican Type Culture
Gollection, Rockville, ¥D, tem colecgles de bibliotecas de
cromossomad humanos espseificos de fregmentos de restiriglo que
se encontran b disposicSoe do plblico.

585o seguidos processos corhecidos no iratamento dos fragmenton
de resiricio com exonuclease e na re-sintetizagfo por via en-
zindtica das cadeiss digeridas na presenga de Percursores mAY-
cados. Segue-se, em particular, a itéenica descrita por James

§

¥




-

e Seffax, Anal, Biochem. Vol. 141, pag. 33-37 (1984). Deste mo
do, esta referSncia ¢ aqui incorporade como referfncia. Im re-
sumo, zos fragmentos de vestricZo edicionam-se cerca de 3 unle
dades de exonuglesse ITII por micrograme de ADN nume solug@o
consistindo em FaCl 100 mif, Tris-HOL 50 = (pH 8,0), UgCl,
10m, o ditiotritol lul, a 379C. Terminse~se a digestdo ague~
cendo a amostra a 6020 durante 5-10 minutos. James e Saffax X
referen-que esias condicBes wesultam na digestifo de cerca de
80=-200 nucledtidos por minuto. A taza de digestfio de faclo va-
ria dependendo da fonte e do conjunto de exonuclease ITI, bem
como da fonte do subsivato de ADH, por exemplo, Guo el als,
Imel. Adids. Res., Vol. 10, pag. 2065. Pode ser necessiria al-
guma experimentaglic para se oblerem cadelas marcadas con o nam%
primento desejado. 4 exonuclease III encontra-se & disposigdo
no condreio, por exemplo, Boehringer (Indianapolis, IH), ou
Promega Blotec (iadison, WI). Também a polimerase T4 (BRL, Betr
nesda, D) pode ser usada para as fases de exonuclease & Te-
sintese. o

L 3

0s fragmentos de restrig¢Bo tratados com exonuclease servem co-
mo modelos primdrios para uma polimerase de ADN que re-ginte-
tiza as cadeias digeridas na presenga de percursores marcados.
U percursor marcado preferldo & o uracil nictinilade, cono
substituto para timidina. A re-sintese & levada a cabo usando
polimerase I de ADY ou polimerase de ADN ¥4, seguindo o pro-
cesso de Langer et ale., Irocs Hat'l, Acads Scle, Vol. 78, pag.
5633-65637 (1981) que, por sua vez, & uma adaptago da téenica
de tradugio bisieca, descrita por Rigby ot ale, Ja» ols Bioles
Vol. 113, page 237 (1977), por exemplo, 1 unidade E. Coli do
polimerase I por micrograma de ADN ¢ incubado a 37%C npuma soli-
¢lo consistinde em FaCl 100 =, Tris-HCl 50 mil (pH 8,0), HgCl,
10 a¥, ditiotritel lmE e XC1 50 zlf, Incluem-Se igualmenie na
solug8o quantidades apropriadas dos pereursores de trifosfato
(dos quais sZo marcados um deles ou nais), por exemplo, 50-100




micromolares de cada para 2050 microgramas por mililitre de
fragmentos de restrigfc. Nestas condigBes, a2 re-sintese comple+
tawge num espago de cerca de 40-60 minuntos.

Os fragmentos de restricfo mercsdos sfo partidos em fragmentos
mais pequenos pars assegurer que as regides marcadas em ambas
as extremidades dos fragmentos de resirigBo marcados fiquem

separados. {De outro modo, o fragmenic mereato nums exitrvemidsw
de seria uma parte de um trogo maior do ADN de cadeia Gnica
gue continha regifes couplementares pars o fragmento marcado
na outra extremidade), A4 veferida fragmentacfc em fragmentos
xais pequenos ¢ levada & cabo por meio de qualgquer uma das téec
nicas cochecidas, por exemple, por tratomento com sons (soni=-
caglio) , tratamento enzimitico, ou semelhanie, Meniatis, et alu}
tolecular Cloning: A loboratory Wanual (Cold Spring larvdor Law
boratory, 19682).

Depois de os fragmentos de restriclo marcados terem sido apro-
piiadamente paritidos em itrogos mals pequenos, sfo desnatura-
dos ¢ os fragmentos nareados de eadeia fnica sfo separadoc dos
fragmentos ndo marcados. A separagdo pode ser levada a cabo
de virias meneiras. Sempre que se usa a marea preferide~ z bio
4ina - o meio de separagio preferide ¢ por meic de uma coluna
de afinidade de avidina conhecida, por exemplo, Bayer e Uilchek,
n"?he Use of ihe Avidin~-Biotin Complex as & Tool in llolscular
Biology™, ilethods ag,giaehemieal Loalysis, Vol. 26, pag. 1-45
(1980); e Hanning et al., Biochemistry, Vol. 16, pag. 1364

~1370 (1977). & avidina pode ser covalenbemente acoplada a

virios substratos diferentes, tais como vidro, Seforose, aga-
rose, e semelhante, com técnicas conheeidas, tal cono descri-
tas nas referSneiss acima. Deste modo, Jlamning et al., ¢ Dayer
& Vilchek, pag. 9-16 s80 agui incorporadoes como refer@ncia. 48
golunas de afinidade de avidina podem bambém ser obiidas no

coméreio, por exemplo, Zymed Latorateies, Suc. (Bouth San Fran

. 3
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eisca,’ﬁﬁ). As awostras biotiniladas sZo removidas da coluna
de avidina seguindo o processoc de Chollet e Kawashina, Tuclaieg
Acids Resources, Vol. 5, pag. 1529-1541 (1985).

Twistenm alternativaes ao processe acima deserito. Por exemplo
depois de o ADN a ser usado nas amostras ser iratado com uma
endonuclease de restricBo, os fragmentos de restrigBo resultan
tes sfc separados em duss porgles, A primeira porglo € submetd
da a tratomento tal como se descreveu acima. Quer dizer, & itra
tado com exonuclease para formar modelos primérios para 8 Te-
~gintetisagio de ume cadeia de ADN mavcada. Us fragmentos de

restricBo re-sintetisados resultantes s8o depois separados em
trogos mals pequenos, ital como se descreven acima. 4 mareca ned
te caso, nfo necessita de ser biotina. Por exemplo, pode ser
usada una merca radicactiva. A segunda porgfic ¢ tembém tratada
com uma exonuclease, de prefer8ncia exonuclease III, Coniude,
deixe~z3c proceder & reacclo até estar completa a fim de gue

cada frasmento de restriclo se converita em dols trogés de ca-
deia dnica ndo complementares aproximsdsmente wmetade do conmpri
mento de cadeia mestra. Estas cadeias finicas resuliantes sfio
depois covalentemente ligadas a papel DBU usandoe tdenicas conhge
cidas, por exemplo, Uaniatis et al., Holecular Cloning: A fabo-
ratory Danual (Cold Spring Harbor laboratory, 1982), 08Zs «e
335«339; e Alwine et al., lietheds in Tnzymalogy. Vol. 68, pags
220m242 (Academic Press, New York, 1979). Deste modo, as pagle
nas citadas destas reforfneias sHo agui incorporadas por rofew
réncia. 05 fragmentos da primeira porglo sfo desnaturados e
combinados com papal DEY contends os fraguentos covaleentemente
ligados da sepunda porcHo. As condicles sBo ajustalas para per-
mitir a hibridizaglc das cadelas marcadas para cadelas comple~
mentares covalentemenie marcadas para o papel DB, As cadelas
ndo marcadas da primeira porcdo sfo levadas a partir do papel
{nfo hevendo gusisquer cadeias complementares para hibridiza-
rem con elas). Depois de se lavaren as cadelas marcadas sio re-
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movidas por aguscimento, por exemploy fieands prontas a seren
usadaes. '

Antes da aplicagBo da amostra ao ADN pretendido, o ADY pretenw
dido & tratade com a mesma endonuclease de restrigio tal como
na construgBo da amostra. Depois do iratamento de endonuclease
de restrigBo o ADY proiendido € tratado com uma exonuclease,
de preferBncia exoanuclease ITI ou polimerase 94, De preferén-
cla, as condicBes do tratamento de exonuclease s8o0 ajusiadas
de modo a gue os comprimentos das regifee de cadeia fnieca oria
das, sejam subsitancialmente iguais aos comprimentos do ADW da
arostra.

¥

L hibridizaclo da amostras para o ADY pretendideo é leovado a ca-
bo usando processog conhecidos, por exemple, Gall e Pardue,

>ethods in Tnzimelosy, Vol. 21, pag. 270~480 (1981); Henderson,
International Reviewof Cytolozy, Vol. 76, pag. 1-46 (1982); e
ingerer et al., in Genglic Ingineering:Pringiples and lethods,
Setlow e Hollaender, %ds. Vol. T, page. 43-65 (Plenum Fress,

few York, 1985). Deste molo, estas referéucias sdo ineorpora-
das por referBncis como gulas para o usce da invenclo na hibri-

dizaclo in situ. P resumo a amostra preparada de acordo com

a invencio, é combinada com virios autres agentes para reduzir
a ligacHo nfv-especifica, para ranter a integridade da esiru-

tura bioldgica a ser testada e semelhante., &4 misturs resulian-
te & agui referide como misture de hibridizacHo. Abaixo, o mé-
todo & splicado na coleracBo especifica de cromossoxas Go cro-
nogsons 21 huwanoc.

¥

Ug Trapmentos de restrigfo Hind IIT deo cromossoma 21 humano es
$80 & disposicgio no National Labnraﬁeﬁy Gene Library froject,
através de American Type Culture Collectiion, Rockville, #D,
Van Dilla et al., "Juman Chromosome~Ipecific DHA Zibrary:Cons-
truction and Availsbility; Biotechnology, Vol. 4, peg. 537~552




{1886). Alternativamente, esses Irogmentos podem ser produzi-

dos seopuindo a8 deserigles in Van Dills et al., acime citadeo,

ou Fuscoe et al., "Congstruciion of Fifteen [uman Chromosore-
Je

-Specific DA Libraries fromw Plow-Purified Chromosomes", Uyto-
genet Cell Gemet., 43:7%-86 (1986).

0s clones de uma bibliotecs com inserios de sequineia Gnien
s8o isolades pelo método de Benton e Davis. Seience, Vol, 1896
pag. 180-182 (1977). Im vesumo, isolam-se cerca de 1000 fages
recombinantes as seaso da biblioteca sspecifica do cromossoma
21l. Transferen~se esizs para nitrocelulose e ensalaw~se com
ADH gendmico humano total, tradusido. '

Jos clones que ndo revelam uma forte hibridiszagdo, retiramese
aproxizadomente 300 que contm ADH aparenie de sequéncia fnica
Depois de se amplificarem os clones seleccionados, & inserco
do cromossoma hl em cada clone € marezdo com BZP e hibridizedo
pars wonchas de Southern de ADN gendmico humano digeride com
a nesma enzima uzads parva constrair a bibliotecs do cromossonms
21, isto &, a Hind iII. Os cicnes contendo uma sequincia inica
s#ic reconhecidos comoe sendo agqueles que produzem uma banda Gni:
ca duranie a andlise de Soulbhera. frosseiramente, seleccioname
~se 100 desses clones para a mistura heterogénea de ADE de amo
tra. Us clounes de ﬂequéneia finica sdo amplificados, as inser-
¢ies sHo removidas por melo de digestlo de Hind III, ¢ as in-
gerglos 8o separadas dog bragos de fage por meic de electro-
forese de gel, 08 frogmentos do ADH de amostra {isto &, as in-
sercles de sequdncia fnica) sHo removidas do gel e iratadas
con exonuclease III tal como se descreveu acima, seguido pela
re-sintese na presencga do percursor USP biotinilado. Os frage
rentos de cadeisn daple reaultantes sZo tratados com ulira-sons
a fim de que em média cada fragmento revele ecerca de 1,5-2,0
interrupclbes. Og pedagos resultantes s8o desnaturados e oz fraf
zentos biotinilados sBo isolados por meio de cromatografia de
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de afinidaede de evidinae tal como se descrevend acima.

0t cromossomas de linfdeitos humancs sfo preparados seguindo
“arper et al., Proe, Hat'l Acad, Sei., Vol. 78, pag. 4458-4460
(158l). As cdlulss de metafase e interfase sfo lavadas 3 veges
em salina tamponada com fosfato, fixas e¢m metancl:deide acdii-
co {3 : 1) e gotejadas sobre peliculas de microsebpice limpas.
pe peliculas sBo armazenadas numa stmosfera de azoilo a =20°C,

is pelfculas contendo e¢élulas de interfase e/ou sequéneias de
metafase sio removidas do azoto, tratadas com Ridse (100 micro
gravas/ml durante 1 hora a 379C), tratadas durante cerca de
1=-16 horas com Hind IIT a 372C (10 uanidade ¥ 10 mil Tris-iill,
TaCl 50 mif, Mgll, 10 mil e ditioenitritol 14 m¥ a pi 7,6), tra-
tadas com exonuclease IIT {al como se descreven acima @ desi-
dratadas en sdries de elanol, Depois sfo tratadas com protel-
nas £ {60 ng/ml a 372C durante %,5 minutos) e desidratadas. A
concentracio de proieinase K ¢ ajusiada dependende do tipo de
edlula & do lote de enzima de modo & gue afo fique qualquex

imager microscépica de fase dos cromossomes na pelicula scca.
A mistura de hibridizaclo consiste em (concentragio finais) 2
% S8¢ {JaCl 0,15 ¥ & nitrato de s6dip 0,015 i), 10 por cento

de sulfato de dextrano, 500 microgramas/ml de agente veicular
ADY (ADH e espuma de arenque tratado com ultrassons) e 2,0 miw
crograpas/ml de ADY de amosira marcodo com bioiina. Ssta mige
tura ¢ aplicade &s peliculas numa densidade de 3 nicrolitros/
fcm2 sob uma coberiura de vidro e selado com cola de borracha.
Depois de iacubagﬁd durante a noite = 372C¢, as peliculas sHo

lavadag a 452C (50 ¢ de formamida~2x5SC pii7, 3 vezes 3 minutos
seguido por 2 x S8C pH 7,5 vezes 2 minutos), e imersas em ftam~
plo B (bicarbonato de ¥a 0,1 U, KP-40 0,C5 por centoe, P8} .
Depois Geste ponto nfo se voliam a delxar secar as peliculas,

As pelicnlas sZo rewovidas do tamp@io BN ¢ blogueadas daranie 5
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winutos b temperainra ambiente con tempfo DN contendo 5 ¢ de
leite nacro em pd (carnmation) e 0,92 ¢ de Nahzida (5 microli~
trasfcmz, sob coberturas de pldstico). Removem~se as coberiu-
rag ¢ drema-se o ligeido em excesso e aplice-~se DOU de fluores+
ceina-gvidina (3 microgramas/ml em tampfo B com 5 ¢ de leite
e 0,02 ¢ de Wa Azida), (5 miarolitros/cmz); Substituen-se as
wesras coherturas e incubam-se as peliculas durante 20 minutos
a 37%C, m seguida, lavamsse as peliculas 3 vezes durante 2
winutos de cada vez em tampSo BN a 45%C. A intensidade da flu-
oresedneia ligado com biotina & ampliada adleionsndo uue cema-
do de anticorpe de antiavidina de cabra biotinilado (5 mlicro-
crapes/ul en tempSo I com 5 ¢ de sore de cabre e 0,02 ¢ de Na
hzida), seguldo depois de lavagem agima referids, por oulra
camade Ge -DES de fluoresceins~avidina. ¢ DCS de fluoreseeins-
-avidina, a sntiavidine de cabra ¢ o soro de cabra encontrams
~-sg todos & ﬁiaggsi@é@;nw cowéreio, por ezemplo, Vector Labors
tories {Turlingame, ﬁﬁ}‘ Depois de se lavar em 3H, adiclona-se
antes de abservacfo, uma solugHo antifade de fluorescénecia, p-
~fenilonodiamina (1,5 micrélitrasfcmg,d& gohertura). ¥ impore
tanie monter esta cameda fina para se obiter ums imagem micros-
cépica Sptima. Bste reduz de forma significativa o desapareci~
pento da fluovesceins ¢ permite a observegBo microscdpica cone
tinue até 5 ninutos., As conitramenchas de ADH (DAPI ou iodeto
de propidio) estfio ineluidas no anti-desapavecimento a 0,25«
~(1,5 microgramas/mle

¥

0 icdeto de propidic de tinta de ADY especifice de fluorescin-
cia vermelha (PI) € usado para permitir o ohservacglio simult8-~
nea de smostrs hibridizsda e do ADY total. A fluorescéncia e o
I sfo excitados a 450-490 mm, (combinacfio de Liliro de Zelss
487708), O ammento do comprimento de onda de exeitacfo para
546 nm (combineclio do Tiltro de Zeiss 487715) permite a obser~
vagSio do PI apenas. O DAPI, una mancha especifica de ADN fluo-
rescente azul, excitado no ultravioleta (combinagZo do filtro




de Zeiss 487701) e uwsado como contramancha quando o ADN marca-
do com biotina e o ADI total s&c observados separadamente, Os
eromossonas 21 de metafase sBo localizados por meio de pontos
ararslos localizados ao acase, distribuidos sobre o corpo 4o
CronceSSona.

45 descrigles das forzas de reslizaglo anteriores da presente
invencio foram apresentadas com ¢ fim de ilustrvar ¢ descrever.
ndo pretendem ser exaustives ou limitar a invencHo & forma
vrecisa descrita, §&&é§do haver obviamenis nmuitas modificagles
e variagles, & luz dos ensinamenitos. Az formas de realizacdo
foram escolhidas ¢ deserites a fim de melhor expliecar o5 prine
efpios de invencl3o ¢ a sua aplicac¥s prética permitindo deste
modo que o8 peritos ns meiéria a utilizer de melhor forma em
varias formas de realizeclo e com virias rodificacles conforme
seja apropriado para ¢ uso confemplads em particular. Pretendes
~se que o Amxbito da invencfo seja definido pelas reivindica=
cOes en anext.

Todas as referBncias agril citadas sZo incorporadas nesta deBw
cricio por refer8ncia.
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1l#, = Processc para & preparacHoc &e anosiras de ADN de cedelz
dnica e sua aplicagBo para & coloracBo especifica de cromoRso~
mas, caracterizade pelo facte de compreender as operacgles que
conaisten en ' ‘

se proporcivnaren fragmentos de resitriglo com extremiw
dade en ziguezague gque consistem, cads uma, numa cadeia
saliente ¢ numa cadela retralda;

se tratarem os fragmenios de restricio com uma exonuleaew
se para digerir uma purte da.cadela retrafda ¢ formar
nodelos primidriocs;

se tratarem o8 modelos/primirios com uma ADN-polinerase
de maneirs gque as cadeias Gnicas digeridas pels exonu-
clease sejam ressinietizadas na presenga de um precupsor
de nucledsido trifosfato marcado para formay fragmentos
reseintetizados;

se cortarem o8 fragmentos ressintetizados em porgles
mals curias de modo que a5 regifes marcadas em exiremi~
dade opustas de cala frogmento ressintetizado estejan
em porgbes de ADN separados;

ge desnaturarvenm o fragmentos ressintetizados cortados;

s¢ separaven as cadeias marcadas dos fragmenios de ADR
dos fregmentos ressintetizados cortados desnaturados,
para formarem a amostra de ADN de cadela {nicaj

gse tratar o ADY a estudar de pedeia dupla com a2 mesna
endonuclesse de resiricfo usada pars produsir o5 frage
mentos de resiriglo;

se tratar o ADY de cadeia dupla com uma eXoneclessc,

depois do tratamento com a endonuclease de resirigfio;
&




depois do tratamento com a exonaclease se aplicar a amostra
de ADH de cadeia finien mo ADY de duams cadeias a utilizar come
alvo.

28, - Processo para & preparacBo de reagentes de coloraglo es-
peeifics de cromossomass gue proporeionam mpodelos de manchas
indicativas de um ou virics rearrvanjos genfticos assocciados
com a lewcemia mielogénica orénlea (CHL}, cavacterizade pelo
facto de se iselar o ADN especifico dos cromossomas na vizie
nhanga dos genes BCR e ABIL;

se amplificarem trocos do ADYX especifico dos oromossomas, que
fol isolado;

se anular a capacidade de hibridizagBo de e/ou se removerem
ag sequfneias repetitivas partilhades contidas nos trogos ame
plificados do ADN isolado, a fim de formar uma coleecglo de
frogmentos de dcido nucleleo, que se hibridizam predominanie~
mente com o ADE cromossimico pretendlide na vizishanga de um ou
virios rearranjos genfticos suspeitos; e

se marcarem o fragmenitos de dcido nuclefco da coleegHo para
formar uma misiura heterogdénes de fragmentes de fcido nuclef
€O '

3%, - Processo de asordo com a reivindicacBo 2, caracterizado
pelo facto de se realizar & citeda operaglico de amplificago
dos referidos irogos de ADY isolado por clonagdo.

42, - Processo de acordo com a relvindieacgfoc 2, caracterizado
pelo facto de & mencionada operaglo de amplificacHio dos froe
gos do ADN isolade ser efectusda mediante uma reacgSo da ca=
deia de polimerase (PCR).




5%, = Progesse de acorde com a reivindicagio 2, caracterizado
pelo facto de a eltadz operaglc de remocic das sequinelas re=-
petitivas partilhadas compreender s escolha dos trogos amplie
ficados do citado ADY isolado, o8 guals estSy substancialmens
{e isentos de sequincias de dcido naclefco gue sBo complemens
tares do materisl eromossdmico nfo assinalado.

6%, « Processs éevaearﬁa con & reivindicaclo 5, carasterizado
pelp facto e a referida escolha dos mencicnados trogos amplie
ficadog compreender o uso dg hibridizagHo de Southern.

7%, = Processo de acordo cow a reivisdicagHo 6, caracierisade
pelo facto de a mencionada escolhaz dos referidos trogos ampli-
ficedos compreender clones de selecgBo para & presenca de 5w
gudncias repetiiivas por hibridizaglc com ADY genbumico.

8%, =~ Processo de acordo com a reivindicagBe 7, caracterizadoe
pelo facto de os citedos clones serem clones do plasmidio.

g%, =~ Processo de scorde com & reivindicacgBo 8, caracterizado
pelo facto de a citads escolha dos referidos trogos amplifie
cados compreender a selecgdo dos referidos clones relativa~
mente 3 hibridizaclo com o materisl ecromossfmico assinalade
¢ B¢ remover o8 clones gue nio se hibridizam dessa meneira.

10%, - Processo de acordo com a veivindicagHo 2, caraeterizado
pelo facto de a citada operacfiv de anulagBo da capacidade de
hibridizacHo compreender & hibridizacBs dos referidos trogos

marcados do mencionade ADN isolado, com as sequénelas de Sel~
do nuslefco nSo marcadas,




1is, - Processo de acordo com & welvindieaglo 10, caracierie

zads pelo facto de o rveferida operagde de anulagBo ds cifada

capacidade de¢ hibridizagdo compreender a adiglo de Scido nuce
iefeo de blogueio nio marcade b amosira do fcide nuclefco mare
eado antes efou durante a hibridizacSo con o material CromoS«
sémico assinalado como preiendido. '

128, - Proeesso de acorde com & reivindicagdo 11, caracieri-
zado pelo facte de o ADY de dlogueic nfo marcado ser gendmico.

132, - Processo de acorde com a reivindicagBo 12, caracheri~
zado pelo facte de o Scido nuelefco de blogueio ser uma frace
¢80 de uma c¢lplg elevada.

148, - Processo de acordo com & relvindiescls 11, earacteri-
zado pelo faeto de ADH de blegueio nfo marcade ser proveanlen-
te de uma selecglc de clones contendo as sequlnelas de ¢fpla
mais elevada de um gencma efon clones adicionais, conforme
for necesséric pars se obier am conirasie vantajoso.

15%, = Processe de acordo com a reivindicagBe 2, caracterizado
pelo facto de a referida operagfo de mnulag8o de citade ecapa-
eidade de hibridizacfo das seguéneias repetltivas partilhadas
compreender a auto-resssodiagBo da amosira de devada complexi-
dade, i

162, -« Processo de scordo com a reivindicagSo 2, caracterizady
pelo facto de a citada operaglo de remogBo das sequéneias re-
petitivas partilhades compreender a aplicagBo de cromatogra~
£is em hidroxiapatite. '




178, - Processe de acordo com a reivindicagle 2, caracterizadg
pelo facto de & referdda operacBo de remogSo das sequénclas
repetitivas partilhadas compreender a remogdo dos trogos ampli-
ficados de ADN isclado, com sequdnelias de Zcido nuclsico de
godeia finica imobilizade, gue sBo complementarss das referidas
sequlincias repetitivas partilhadas.

182, - Processo para a preparagio de reagentes de manchamento
especifico de cromossomas que compreendem uma mistura helero-
zénes de fragmentos de dcido nuclefco marcados, caracterizado
pelo facto de os frogmentos de dcido nuclelco marcados serem
complementares de sitios do material eromossdmico agsinalado,
na proximidade de um ou vdrios rearranjos genétices suspeitos
associados com leucemia mielogénica erénica (UML) e serem subg
tancialmente lsentos de se%aéﬁeiaa de Zcido nuclefco que t8n
a sapacidade de hibridizaclo com os sfitios do matePldl-eromosd
sémico nio assinalado.

198, ~ Processo de acordo com a reivindicaglBo 18, caracterizes
do pelo facto de o5 eitados fragmentos de dcido nucleico map-
cados terem uma Gnicz cadela.

208, - Progessoc de acordo com a reivindicaglBo 18, caraclteriza~
do pelo facto de o mencionades fragmentos de Scido nucleico
serem mercados coz reasgentes detectiivels radicactivamente en-
zimaticamente imunorreactivamente, por mele de fluoveromos
e/ou de afinidade. |

218, -~ Processo de scordo com a reivindicagfe 20, caracterizas
do pelo facto de os citados fragmentos serem bisotinilades, mo-
dificados com ﬁaaeeteximﬁuzwaee%ilamiﬁaflaarens, modificados
com imotiocianato de fluorescefna, modificados com um ligando
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de mercirio/TNP, sulfonasdos, digoxigenensdos ou conterem dfe
neros T=T, ‘

228, - Processe para a preparacic dum reasgente de manchanmento
especifico de eromossomas de acordo com a reivindicacio 18,
caracterizado pelo facto de ser especifico para a fus8o BCRe
~ABL caracteristica de C¥lL.

238, - Proceésso para a preparacdo dum reagente de manchamento
especi{fico de cromossomes, compreendends uma mistura heterogé
nea de fragmentos de deido nuclefco de cadela finica marcados,
caracterizado pelo facto de os referidos fragmentos de &cide
nucléfeo marcados sereuw complemeniares em relacko a sftios do
naterial cromosadmico assinalado ¢ ser substancialmente isento
de sequfneias de Acido nuclefoo tendo capacidade de hibrdizos
¢l3o com os sftios do material cromossdmice n8c assinalado.

24&, - Processo para a preparaclo dum reagenie de manchamento
especifico dos cromossomas, de acorde com a reivindlcagio 24,
caracterizado pele facto de os referidos fragmentos de fcide
auslefeo de cadeia fnica merem marcados com reagentes radicace
tivos, enzimfticos, imunc-reactivos e/ou detectiveis por afi-
nifdade. |

254, - Procesgo para a preparacio dum reagente de manchamento
especifico dos cromossomas, de acordo com a reivindicagdo 24,
garacterizado pelo facto de os citados fragmentos serem modifi
cados com Heapetoxiefefescetilamino«fluorenso, com ligande de
merefirio/INP, sulfonado~digoxigenenados ou conterem dfimeros
A

268, - Processc para a preparagBo dum reagente de manchemento
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especifico dum cromcssoma, caracterizade pelo facto de COMPY e
ender as operacles que consistem em se isolar ADN especifico
do cromossoma; se amplificarem trogos de ADY espeeifico do
gromossona, isolado, utilizando a reaccio de cadela da polimew
rase (PCR); se anular & capacidsde de hibridizacBo de e¢/ou se
rerover as sequdncias repetitivas partilhadas contidas nos tro
gos amplificados do ADN isolado a fim de se formar uma colec~
¢Bo de fragmentos de Scido nuclefeo, gue se hibridizam predoe
ninantemente com o ADN cromossdmico sinalizado; e

se marcaren o8 fragmentos de fcido nucleico da colecglo para
formar uma mistura heterogénea de fragmentos de deido nuelefco

278, = Processo para a preparaglo de amosiras de &cido nuclei-
¢ que mancham de maneira segura ¢ digna de confianca o citae
dos materiais cromossfmicos sinalizados, caracterizade pelo
facto de os referides materiais cromossémicos sinalizados ose
tarem na visinhange de um ou mails rearranjos genéticos suspeiw
to8 que 8o associados ou com a leucemia miolegénica crénica
(GHL) ou com a leucemia linpocifieca erdnica (4LL).

282, - Processo de acordo com a reivindicacle 27, caracteriza-
do pelo facto de um ou mals rearranjos genéticos suspsitos
gervirem para o disgndstico de COlL.

298, - Processo para a preparacic de amostras de dcido nuclei-
eo, de acorde com a reivindicagfo 27, ceracterizado pelo facto
de compreenderem sequéneiss de dcido nucleico que sBo substane
cialmente homSlogas das seguéncias de #cido nuclefeo em regi-
%es cromossdmicas que flanqueism e/ou se prolongam parcial ou
totalmente através de pontos de ruptura sssoclados com doen-
gas citogenicamente semelhantes mas geneticemente diferentes,




'35ﬁ. - Processo de acordo com a reivindicagBio 34, caracteriza-

30%, - Processo para a preperacio de amostres de deide nuclef-
co de alta complexidade que mencham de maneira digna de cone

fizngz og citades materiais cromossémieos sinalizados, carac~
terizado pele facic de os menclonados moteriais cromossémicos
sinslizados estaren na vizinhancs de wn ou mais rearranjos gew
néticos suspeitos, que sHo associados, or com 2 leucemia miew
logénica crénica (CUL) ou com a leucemia linfoeftica erénica

(ALL)

312, = Processo de asordo com a reivindicaglo 30, caracterizaw
do pelo facto de um ou mais rearranjos genéticos suspeitos es~
taren associados com a CHl.

322, - Processo de acorde com a reivindicacBo 31, caracteriza-
do pelo facto de os referides rearranjos genSticos serem es«
colhidos do grupo gue consiste em ﬁranﬁlecagﬁ@s, inversfes,
anulacBes, insergles e amplificagles..

332, - Processo de acordo com & reivindicaglio 32, caracteriza-
do pelo facto de as referidas amostras de dcido nuelefco de
alta complexidade produgirem uma mancha cujo aspacto & percep-
tivelnente modificade quande ocorre a fusdo caracteristica
BOR=ABL da CID efou Ga ALL.

34%, = Processo de acords com a reivindicagHo 33, caracteriza~
do pelo facto de terem uma complexidade compreendida no inter-
valo enire cerea de 50 quilobase (kB) & cerca de 1 mepabase
{I)s '

dc pelo facto de a complexidade estar compreentida no interva-




lo entre cerca de 50 kb ¢ cerca de 750 kb.

368, = Progesso de acordo com 3 reivindicag@o 35, carascteriza-
do pelo facto de & complexidade estar compreendida no inter-
valo entre cerca de 200 kb e cerca de 400 kb. '

378, - Processo para a preparaclo de amostras de fcido nuelefw
¢o, de elevada complexidsde, de acordo tom a reivindicagZe 31,
caracterizado pelo facto de serem substancialmente lsentas de
sequéncias repetitivas partilhadas produzidas por um Processo
que emprega uma reascgdo de cadeia de pomimerase (PCR).

38#, = Processo de acordo com & reivindicagfo 37, caracteriza-
do pelo facto de, durante ¢ referido processe de (PCR}, Sew
quéncias conmplementares das citadas sequéncias repetitivas
partilhadas que t8m as exiremidades prolongadas n¥o complemenw
tares, ou s8o terminadas em nuclediidos gue n8o permitem o
prolongarento por uma pomimerase, serem hibridizadas, com as
referidas secudnecias repetitivas partilhades a fim de inibie
rem a amplificacic das mencionadas sequéncias.

39%, « Processo para & preparacHo de amostras de dcido nuclef-
co de elevada complexidade para andlise citogénica por hibrie
dizaclo "in situ®, caraciterizade pelo facto de se propagarem
as sequncias de dcido nucleico numa linha de células hibri-
das, '

402, - DProcesso para a preparaglo de amostras de Zcido nuclef-

co de elevada complexidade, de acordo com a reivindicacglo 39,

caracterizado pelo facto de s mencionada linha de células hi-

bridas ser uma linhe de células hibridas de seres humanos/anie-
{
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mails roedores,

412, « Processo parva & preparacio de amosires de dcido nuclef-
eo de elevads complexidade, caracterizado pelo faeto de alguns
elementos das amosiras serem marcados de modo a constifuirem
centrémeros e/ou teldmeros de um cu mais cromossomas de um ge~
noma.

4%, - Processe pars a preparagio de amostres de fcido nuelei-
co de elevada complexidede de scordo com & reivindicagHo 41,
caracterizado pelo facte de os elementos sssinalados nos cenw
trémeros serem sequéncias de satélites-alfa.

432, - Processo pars & preparaeclo de amostras de elevada cope

plexidade para anflise citogenéiica, por hibridizagBo "si si~

tu®, caracterizade pele facto de o material cromossémico assi-
nalade das cliadas amosiras ser proveniente de células de fow

tos gus foram separados do sangue materno.

443, - Processo pars & prepavacio de amosiras de elevada come
plexidade, de acordo com & reivindieacBo 43, caracterizade
pelo facto de as mencionadas células de felos serem sepavalas
do sangue materno por utilizagBo de anticorpos monoclonals es-
pecificos para as citadas células de fetos. N

453, - Processo para b preparaclo de amostras de dlevada come
plexidade de secordo com a reivindicagBo 4, carascterizado pelo
Pacto de as referidas cflulas de fetos serem lemcleitos e i
totrofoflastos.

463, = Trocesso yara'a preparagdo de amostras de dcido nucleds
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co de clevada complexidade, caracterizado pele facto de serenm
subetancialmente issntas de sequBneiss repetitivas partilhge
das produzidas por um procssso gue incorpora una reacgie de
cadeia de polimersse {PCH).

472, =~ Processo para a preparacfo de amosiras de dc¢ide nuclel-
eo de elevada complexidade, de acordo com a reivindicacBo 46,
caracterizado paia facto de as sequdneias gue sdo complemen~
tares das citadas seguBneias repetitivas paritilhadas e que
$8n extremidades prolongedas ndo complementares, ou que tere
minam em nucledtidos gue nfo permitem o prolongamento por uma
polimerase, sevem hibridizadas Qurante o menclionado processo
ﬁe,ch’ cont a8 referidas seguénciss repetitivas partilhadas

a Pim de inibirem a amplificecHo das mencionadas seguncias,

48%, - Processo para a coloracBo de material cromessdmico sin
1izado baseado em amostras de dcide nuclefco que empregam ama1~
sequineia de deido nucleico, caracterizado pelo facto de o ci-
tado material cromossémico sinalizado estar na proximidade de
un ou mails rearranjoes genéiicos suspelios gue servem para ©
diagzndstico da leucemia nuclogénica crdnica (CHL).

498, - Processo de acordo com a reivindicaglo 48, caracteriza~ .
do pele facto de o rearranjo gendtico ser escolhido do grupe
que compreende translocagdes, anulagBes, inversBes, anplifle
cagles e insergles.

502, - Processo de acordo com a reivindicagBo 49, caracteriza-
do pelo facto de as mencionsdas amostras de Scido nuclefco se
rer hom$logas com as sequéneias de deide nuelefco na vizinhane
ga das regifes de interrupclo da translocagio. das regiBes cro-




mossdmicas 9q934 e 22q1l associadas com CML,.

512, =~ Processo de acorde com a reivindicaglo 50y caracterizae
do pele facte de as referidas amostras de deido nuclefco pro-
duzirem um aspecic do manchamento que & g&reegtive&maa%e mﬁﬂia
ficado quando ocorre a fusio BOR-ABL caracteristica da Clil.

522, - Processc de acordo com a reivindicagdo 50, caracteriza
do pelo facto de os sinais provenientes das referidas anmos-
tras de écide nuclefco quando hibridisadas com as citadas se-
quéneias do &cido naelz—:wiaa, originarem asj;;ectas de menchas
caracteristicos, indicados nas figuras 11B ¢ 11%.
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538, - Processo de acordo com a reivindicacBo 51, caracterizas
do peleo facto de a proximidade das ‘e/ou de outras ﬁaraﬁterigw
ticas de sinais do citado aspecto da mancha indicarem se estd
presente ou ndo a referida fusBo BCR~ABL.

548, - Processo de acordo com a relvindjieac@o 53, caracterizge
do pelo facto de a parte da amostra da regifio BCR ser marcaw
da/visualizada de ume maneira e a parie da amostra da regifio
ABL ser marecada/visualizads de modo gue guando estd presente
a fus8c BOR-ABL, a proximidade dos dois mencionadeos meios de
maraaqac/viﬁaalizagia se tornar relativamenie esfreita numa




sequdneia cromossdmica de interfase e/ou metafase.

563, « Processo de acordo com a reivindicaglo 52, caracteriza-
do pelo facto de as citadas amostras de deido nucleice terem
ome complexidade campr&en&ida,ﬁé intervalo entre cerca de 50
gullobases (kb) e cerca de 1 megabase (ifh).

568, - Processo de acordo com a reivindicaclBo 55, caracteriza-
do pelo facto de & complexidade estar compreendida no inter-
valo entre cerca de 50 kb e cerca de 750 kba.

578, - Processo de acorde com a reivindicaglo 56, caracterizes
do pelo facto de a complexidade estar compreendida no inter-
valo entre cerca de 200 kb e cerca de 400 Kb.

583, - Processo pars a ésloragﬁe de material cromossdmico Bis
nalizado baseadsc em amositras de fcide nuclefco gue empregam
segudnecias de doide nucleice, cersecterizado pelo facto de o
citado material cromossdmico sinalizado estar na proximidade
de um oun mals rearranjos genéticos suspeitos assoclados ou com
leucemia mieslogénica exdnica (CFL) ¢/ou com leucemia linfooi-
tica agunda (ALL).

598, - Processo de acordc com & reivindicagBo 58, caracteriza-
do pelo Ffacto de as mencionadas amostras de deide nuclefeo pro
duziren modelos de manchas que permifem distinguir entre um
rearrenjo gendtico acgociado com a leucenmia mielogénica ordni-
ez (CML) e o arranjo associado com leucemia linfocitica aguda
(ADL) . | |

602, - Processc de coloragBo do materizl cromossémico baseado

*




en smostras de &cido nuclefco gue empregam sequéneias {de &cido
nuclefco, carscterizedo pele facte de o referdido material cro-
rossbmico sinalizade ser formedo por cdlulas de fetos gue fow
ram separadas do sangue maiernos

618, - Processc pars distinsuir rearronjos genéticos associaw
dos com leoucemia mielogénica crfnica (CHL) e leucemia linfow
eftica apnda (ALL), carseterizade pele facto de compreender
a8 operacBes gue consisiem em

a) se hibridizar as amosirvas de acordo com a reivindicagfo
27, com material cromossémico sinalizado na vizinhanga de
um rearranjo genético suspeito;

D) se observar e/ow se medir a proximidade e/ou outras carace
terfeticas dos sinais provenientes das mencionafas anose
tras; e

¢) se determinar, a partir das citadas observagBes e/ou me-
dicGes obtidas na operagHo b), se ocorren o4 nfie um Year-
ranjo gendtico.

622, - Processo para detectar rearranjos gendticos associados
ecom ONL de acordo com & reivindicaclio 35, caracterizado pele
facto de as amosires da operacfio a) serem amostras de dcide

nuelefco de alia complexidade gue mancham os materdals eromos-
sfzicos sinalizados ns vizinhange de um oo nals rearranjos gew
ndticos suspeitos que sfHo disgndstico para CHl.

£33, ~ Processe de acordo com a reivindicaglio 61, caracteriza-
do pelo facto de a lencemia ser CML ¢ o rearranjo gendtico a
ser detectado produzir uma fusdo BOR-ABL.




643, - Processo de acordo com a reivindiecagfo 63, caraciteriza-
do pele facto de o material cromossdmico estar ou em metafase
ou en interfase.

658, - Processo de acorde com a.réivindiaagﬁc 64, caracteriza-
do pelo facko de o material estar em meialase.

668, = Processo de acordo com a reivindicacfo 64, caracterizas
do pele factc de o malerial cromosedmico estar em interfase,

67%y ~ Processc de acordo com a reivindicagBo 62, caracterizes
do péla facto de os aspectos dass manchas assin produzidos sew
rem usados para distinguir células normeis e oélulas malignas,
com a finalidade de se efectuar mm progndéstico e/ou se deter=
minar a eficdeis da terapia.

682, = Processo de acordo com & veivindicagBo 67, caracteriza~
do pelo facto de os regimes para a mencionada terapia serem
escolhidos do grupo formade por guimicierapia, radiagio, ci-
rurgie e transplante.

548, = PFrocesso de acordo com & reivindicacglo 62, ecaracterizae
do pelo facto de os medelos de manchas assim produsidas serem
fteis para o controlo do estado de um paciente cujo maierial
cromossdmlico & ensaiado na base de cdlulas apds cdlula.

708, - Processo para distingair entre GU'L ¢ ALL, caracteriza-
do pelo fzcte de se basear nos modelos das manchas produzidas
de acordo com 0 processp da reiviandicagHo 61.

712, - Processe de acordo com a reivindicaglo 63, caracteriza-




do pelo facto de o paclente estar em remissfc e os modelos de
manchas produzidas serem up prendneio 8e uma repeiic8o da OWL,

728, - Processo pare determinar & base molecular de uma doen-
ga gendtica, caracterizade pels facto de compreender s hibrie
dizagdo de amostras de dcido nuclelco de elevada complexidade
gue mancham materisiz cromossbnicos assinlados, sendo 08 Mo
cionados materiais cromossémices assinalados provenientes de
seres humanes, escolhidos do ADY dos cromossomas 1 até 22, x
e ¥y & estoren ne vizinhange de wn on mals potencials rearran-
jos gendticos,

738, - Processo para o menchemento de material cromossdmico
assinalado ne vizishanca de nm reasrranjo gendtico suspeito
ascociado com a leuceria mielogénice erfuica (CFVL) com anofe
tras de &cido nucleico de elevada complexidade de acordo com
a reivindicacio 31, earacterizado pelo facto de as sequBnciasg
de &cido nuclefco das amostras antes da hibridizacdo com o mae
terial cromossdmico assinalado, serem partidas em fraguentos
con desde cerca de 200 bases até cerca de 2 000 bases,

745, - Processo de zcordo com a reivindicacBe 73, caracierizas
do pelo facio de o tamanho dos Iragmenios ser igual a cerca
de 1 kb,

754, -~ Processo de acordo com a reivindicacBo 74, caracteriza-
do pelo facto de o tamanho dos fragmentos esiar compreendide
entre cerca de 800 bases e cerce de 1 000 bases e a hibridezaw
¢lo ser realizada & upa temperatura compreendida no intervale
entre cerca de 309C e cerca de 4520, ¢ as subseguentes opera=
¢Bes de lavagem serem efectuadas o uma temperatura compreendi-
da no intervalo ecatre cerca de 40%C e cerca de 50SC.




762, - Processo de acorde com 2 relvindicacio 79, caracteriga-
do pele facto de 2 hibridizacio ser realizads a2 uma temperatu-
ra compreendida no intervalo entre cerca de 352C e cerca de
AQeg,

7724 =~ Processo de zcordo com a reivindicagBo 76, caracieriza-
do pelo faeto de a hibridizaclo ser efectunda a uma temporato-
ra igual a cerca de 3720, e as subsequentes operagbes de lava-
gen serem realizadas a uma temperatura igual a cerca de 4590,

788, ~ Processo de acorde com a relvindicacfo 73, caracterize-
do pelo facto de os fragmentos sereu marcados/visualizados poe
ra detecglo apds a hibridisacio por melo de citomeiria de pase
Sagem,

798, -~ Processo de acordo com a weivindicagio 73, caracteriza-
do pelo facto de os fragmentos sevem maveados/visualizados pa-
ra detecc8o por microscopia.

808, = Processo de acords com a reivindicacSo 79, caracierizae
do pelo facto de a microscopla ser microscopia com imesgem obil
da por processamento por compulador.

&lt. - Processo para o manchemento de material cromossdmico
assinalado com amosiras de dcido nuclelco de elevads complew
xidade de acordo com a reivindieacgSo 31, para predugir modelos
de manchamento indicatives de rearranjos genéticos associados
com (ML, ceracterizadc pelo facto de se hibridizarem sequéne
cias de Acido nuclefco repetitivas de grau de cfpia elevada
nfio marcadas ou ADY gendmico como material cromosedmico assie
nglado antes da ou durante & hibridizacHo com a amosira de dci
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do nuclefco de elevads complexidade,.

80%, = Processo pera o manchamento de materlal cromossdmico
assinalado, com amosiras de Zcido nuclefco de elevads comple-
videds deo acorde com & reivindicacBoe 31, para produzlr mode-
los de manchas indicativoes de rearranjos gendiicos associados
com (L, caracterizade pelo facto de compreender as operagdes
que consistex em se obter uma miztura heterogénea de frogmen-
tos de Scide nuclefco marcados em que proporcles substancials
dos fragmentos do #eido auclefco marcados na mistura heterow
sfnea possuem sequéneias de base substancialmente conplenci-
tares do material cronossdmico sssinzlado o gual flca na pro-
ximidade de um rearrenio gendiico suspeiio assoclado com Ciil;

se fazer reagirva(misﬁara neterogénea com o ADN cromosadmico
marcado por hibridizaclo "in situ"; e

se observar e/ou se medir a proximidade e/ou oulras caracte~
risticas de sinais dos citados modelos de manchas, para dew
terminar se ocorreu ou ndo mm rearranjo gendiicos

83%, - Processo para ¢ manchamento de material ecromossémico
sssinalado, no vizinhanga de um rearrsnjo geadtlco suspeito
associado com CLL, com amostras de 4cido nuclefico de elevada
complexidade de acordo com a reivindicagio 31, caracterizado
pelo facto de as amosiras nfo serem directamenie marcades e a
detecclo das amostrass ligedas ao material cromossdmice assi-
nalado se realizar por meios diferentes de mereagHo directa.

84%, - DProcesso para o manchamento de malerial eronossdmico
assinalado de acordo com a reivindicacHo 83, caracterizado
pelo facto de os meios de detecglio das amosiras ligadas ao
moterial cromossfmico assinalado compreenderem o uso de antie
cornos duplos anti~iRN/ADE e/ou de anticorpos diméricos anti-




/)

timidina.

858, « FProcesso para distinguir entre rearranjos genéticos sus

peitos gque ocorrem na proximidade relativamente apertada dum
gencma, caracterizsdo pelo facto de compreender a hibridiza-
gBo "in situ® com anostras de dcido nuclefco de elevada come

plexidade, as quais compreendem sequéncias que sZo spbsiznciale

zente homblogas das sequfncias de deido nuelefco na vizinhone
ga dos mencionados rearranjos genéiicos suspeiios.

8oL, =~ Processo de scoprdo com & reivindicacBo 85, caracterizas
do pele facto de os cliados rearranjos suspelios serem asso-
clados com CKEL efou ALL.

87%. -~ Processo para detectar um sindrome gendtico contigro,
carascterizado pelo facto de compreender 2 hibridizascBo "in si-
tu* de amosiras de Zcido nueclefco de olevads complexidade, as
guais compreenden seguBnelas substanclalmente homblogas das
sequdncias de dcido nuclefvo caracteristicas de uw ou mais
componentes da citada sindroms gendtica contigua.

88¢, - Prooesso de agordo com a reivindicagBo 87, caracierizte
do pelo facte de a referids sindroms genétice contigua ser a
sindroma de Down.

89%, ~ Frocesso para a pesquisa de um ou mais rearranjos gende
ticos numa regific cromossémica de um genoma indlicado pela and-
lise convencional de bandas como contendo uma anormalidade,
caracterizade pelo facto de compreender a hibridizacBo Yin gie
tu® com v citado genoma de um reagente de manbhamento especi-
fico de cromossomas, preparado pelas operacles que consistem

¥




en

a) se isclar ADN especifico dos cromossomas, gr@veniénte da
eitada regifio cromomsdmica;

B) se amplifiear irocos do referide ADE cspeeifico dos cro-
mossomag, isolado; e '

¢) se snular a capacidade de hibridizacBo das eegudneias
e/ou ge remover as segu¥neias repetitivas partilhadas
contidas nos irogos smplificados do ADE isoladoy pars
formar umae coleccBo da fragmentos de deido nuclefco, gque
se hibridizem predominantements, com 2 regifio cromossée
mica assinalada; ¢ se marcar a colecedc de Lragmentos de
deido nuclefco pars formar ums mistura heterogénea de
fragmentos de Acido nucleico marcados.

908, - Processo para ¢ manchamento de materisl cromossdmico
vaseado em amosiras de fcido nuelefco gue empregam sequSncias
de deido nuelefes, caracterigsds pelo facte de o paterial cro-
mosednico ser constitaldo por wm ou mals cromossomas em meta-
fase efou em interfase, ou uma on viriss regiBes dos referidos
cromossomas € por células de felos separados do sangue mater-
bits I

912, - Processe para o manchamento de naterial eromossdmice
assinalado, com amcsiras de Zecido nuelefvo de elevada complew
xidade, caracterizado pelo facte de as sequfncias de decido nu-
clefoco das smosiras, antes da hibridizacBo com o material ero-
mossémico assinalado, serem coriadas em fragmenios cor desde
cerca de 200 bases =té cerca de 2 000 bases.

928, ~ Processo de acordo com a reivindiecagfo 91, caracterizom




do pelo faeto de o tamanho dos fragmentos ser igusl & cerca de
1 kb. ' '

93%, - Processs de acordo com a peivindicagBo 92, caracieriza-
do pelo facto de o tamasho dos fregmentos esiar compreendido
entre cerca de 800 bases e cerce de 1 ODO bases e a hibridi-
zaglo ser realizads a uma temperaturs compreendida no inter-
valo entre cerea de 3020 ¢ cerca de 452C, ¢ as subsequentes
operacles de lavagenm serem efecipadas a uvma femperatura eome
preendida no intervalo entre cewca de 402C ¢ cerca de 50°C,

945, - Processo de acordo com a reivindicagio 93, caracterizas
do pelo facto de a hibridizacBo ser realizada a uma tempers
tura compreendida no intervalo entre cerca de 3520 e cerca de
402C,

95&, = Processe de acordo com a reivindicagBo 94, caragterize~
do pelo facto de & hibridizacfo ser sfectuads a uma temperas-
tura igual a eerca de 372C, e as subseguentes operactes de
lavagzem serem realizadas a uma temperaturs igual a cerca de
458C,

953, - Processo de acordo com a reivindicacZo 91, caracteriza-
do polo facto de os fragmentos parcados apbs e hibridizagEo
serem detectados por cijometria de passagen.

978, = Processe de acordo com a reivindicagBoe 91, caracteriza-
do pelo facto de a referida detecgfo ser realizada por microSw
copia.

gag, - Processo de socordo com a reivindicagBo 97, caracterizas
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do pelo facio de & citads microscopia utilizar a formag@o da
imazem controlada por computador. '

295, ~ Processo de acordo com & reivindicacHo 95, caracteriza-
do pelo facto de se sumpregar a dispersfo da lus.

1008, - Processo pars ¢ manchamento de material eromossdmieo
aspinalado de eélulas de fetos com amostras de feido nuclefeo
do elevads complexidade, caracterizado pelo facto de as refe-
ridas células dos felos sevem separados do sangue materno.

1015, =~ Processo de acordo com a reivindicacBo 100, caracie-
rizado pelo facto de as mencionadas células de felos serem
separadas do sangue waterno mediante a ubilizacfo de anticore
pos especificos para 28 citadas células de Tetos.

1028, - Processo de acordeo com a reivindieagfo 101, caracie~
rizado pelo facto de as referidas células de fetos seren leu-
cSoitos e citotrofoblastos.

1032« - Processo para o manchamento de material cromossémice
assinalade com amosiras de feido nucleifco de elevads complexis
dafe, caracterizade pele facto de as amestiras nBo serem di-
rectamento marcadas e s deicceBo das amosiras ligodas ao mate-
rial eromossimico assinalado ser realizada por meios diferen-
tes de marcacgio directa.

1045, - Processo para o menchamento de materdal cromessdmico
assinalado, de acordo com a reivindicagBo 103, caracterizado
pele facto de o5 melos de detecglo das amostires ligadas ao maw




terial cromossimico assinalado compreendem ¢ uso de anticor-
pos duplos anti-ARN/ADH e/ou anticorpos dimfricos antitimidie

Nils

1052, - Processo para detsetar anormalidades citogenéticas em
cromousonas, caracterizado pelo faclo de comoreender as opers-
gles que consisten en

a)

b)

¢)

1662, - Processe de acorde com a reivindicagBe 105, caracte-
rizado pelo facto de os cromossomas estaren em metalase.

1078, - Frocessu de acordc com a reivindieagBo 105, caracte-
rizade pelo facto de cg cromossomas eStarem en interfase.

1088, - Processo de acordo com a reivindiecagBo 107, caracte
rizado pelo facto de o modelo de bandas compreender duas re-
giBes manchadas e a anormalidede citogenética de gue se suSe
peite ser um rearrenjo genético associado com leucemia nuclo-
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se hibridizer amosiras de decido nuclefco marcadeo/visusli-
zével, de elevada complexidade, assinaladas, com duas ou
mais regifies cromossfuicas de um genoma suspeitas de con-
terem uma norvealidafe citogendtica, para produzir um mode
lo de duas ou meis bandas de manchas; ‘

se comparar o modele das bandas produzidas na operagéo
{a) com um modelo obtide por hibridizaclo das referidas
amostras com material eromossdmico normal da mesma espée
gie gue o suspeito de conter a anormalidade; e

se detectaren guaisguer diferencas entre o mofelo de banw
dagem produzids na operagBo (a) com o modelo normal.

¥



génica erénica (CHL).

1098, - Prosesse de seords com a reivindicacBo 105, caracterid
zado pelo facto de a detecglo ser efeciunda com meios autonse
tizados. '

1102, « Processo de ascordo com a relvindicaglo 109, caracteris
zado pelo facto de a deteceBo ser realizada vor nileroseopia
anxiliada por compuladon.

1118, - Zstojo para & vealizacBo dos ensalos de acordo conm

qualquer das reivindicagles anieriores, coniendo amestras de
dcido nucleico de elevada complexidade de acorde com a reivine
dieag8o 31. '

1122, - Tstoje para a mealizacBo doz eonsaios de deteccdo de
anormalidades cromossdmicas pré-natal compresndende amostrar
de Zeido nuelefen de aleva&a complexidade de acordo com a reie
vindicagHoe 43.

Lisbos, 18 de Julhe de 1990

0 Agente Oficial dg Propriedade Indusirial

A .

Rmérico da Silva Garvalho
Agente Oficial de Propriedade Indugtrial

R, Castilh, 201-3, E.-1000 LISBOA
Telels. 65 13 39-65 4613
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