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METODO PARA ANALISE DE PELO MENOS UM PRODUTO DE
AMPLIFICAGCAO FITA SIMPLES DE UM PROCESSO DE AMPLIFICAGCAO DE
ACIDO NUCLEICO NAO-SIMETRICO

CAMPO TECNICO

A presente invencdo se refere a reacdes de amplificacdo de
acido nucléico, incluindo amplificagdo utilizando a reagdo em cadeia
de polimerase, e ensalos utilizando tais reacdes em combinagdo com
seqienciamento e métodos de deteccdo de sonda de hibridizacéo.

ANTECEDENTES

Técnicas e ensaios de amplificagcdo de &acido nucléico
sdo bem conhecidos. Algumas reacdes de amplificacdo sédo
isotérmicas, tal como amplificacdo baseada em seqiiéncia de
dcido nucléico (NASBA). QCutras empregam ciclizacdo térmica,
tal como a reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Ensaios de
amplificacéo preferidos empregando deteccgdo por
fluorescéncia do produto amplificado sd&o homogéneos, isto
€, eles ndo requerem a separag¢do fisica de reagentes para
permitir deteccdo (por exemplo, separacdo de sondas ligadas
de sondas ndo ligadas) e podem ser realizados em um Unico
vaso fechado. Tais ensaios podem ser end-point em que O
produto é detectado apds amplificacdo ou eles podem ser em
tempo real, em que o produto é detectado a medida que a
amplificacdo prossegue.

Amplificacdo de acido nucléico e ensaios empregando
PCR sédo descritos, por exemplo, nas Patentes U.S.
4.683.202, 4.683.195 e 4.965.188 e, de modo geral, PCR
PROTOCCOLS, a guide to Methods and Applications, Innis e
colaboradores eds., Academic Press (San Diego, CA (EUA)
1990). Ensaios de PCR homogéneos, incluindo ensaios em

tempo real, nos quals o produto amplificado é detectado
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durante alguns ou todos os ciclos de PCR & medida que a
reacdo ge processa sdo descritos, por exemplo, nas Patentes
U.S. 5.994.056, 5.487.972, 5.925.517 e 6.150.097.

ReacBes de amplificagdo por PCR geralmente sdo
projetadas para serem simétricas, isto &, fazer amplicons
fita dupla exponencialmente utilizando um primer dianteiro
e um primer reverso em concentragdes equimolares e
temperaturas de fusdo (T,'s) iguais. Uma técnica que tem
encontrado uso limitado para fazer DNA fita simples
diretamente em uma reagdo de PCR & "PCR assimétrica”.
Gyllensten e Erlich, "Generation of Single-Stranded DNA by
the Polymerase Chain Reaction and Its Application to Direct
Sequencing of the HLA-DQA Locus", Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 85: 7652-7656 (1988); e Patente U.S. 5.066.584. A PCR
assimétrica difere a PCR simétrica pelo fato de que um dos
primers é adicionado em quantidade limitada, tipicamente 1-
20 por cento da concentragdc do outro primer. Como uma
congeqlientemente, a amplificacdio consiste de uma fase
exponencial na qual ambos os primers sdo estendidos,
gerando o produto fita dupla, ou amplicon, seguido por uma
amplificacdo linear na qual apenas um primer permanece,
gerando o amplicon fita simples.

Mais recentemente, nds desenvolvemos um método de
amplificacdo por PCR ndo-simétrica conhecido como PCR
"Iinear-Apds-0-Exponencial" ou, para abreviar, "LATE-PCR".
A LATE-PCR & uma amplificagdo por PCR ndo-simétrica
consistindo de uma fase exponencial na qual ambos os
primers sdo anelados e estendidos, seguido por uma fase
linear apds exaustdo do Primer Limitado, quando apenas o

Primer em Excesso & anelado e estendido. Veja Sanchez e
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colaboradores (2004} PNAS 101: 1933-1938, Plerce e
colaboradores (2005) PNAS 102: 8609-8614 e pedido de
patente internacional publicado WO 03/054233 (3 de Julho de
2003) e Pierce e colaboradores (2005) Proc. Natl. Acad. Sci
(USA) 102: 8609-8614, todos os quals sdo incorporados aqui
por referéncia em sua totalidade.

Um método conveniente e barato para monitoramento da
produgdo de amplicon fita dupla em uma amplificagdo por PCR
€ usar um corante que fluoresce quando de intercalag¢do em
ou, de outro modo, interagdo com DNA fita dupla, tal como
SYBR Green I ou SYBR Gold. Veja, por exemplc, Patente U.S.
5.994.056. A andlise da temperatura de fusdo de amplicons
realizada em tempo real durante amplificagdo por PCR ou
realizada apds amplificagdc & usada para identificagdo de
produto., Um problema com a utilizagdo de tal andlise de
temperatura de fusdo é que a fluorescéncia do corante & uma
funcdo do tamanho do amplicon. Outro problema & gque 08
corantes se redistribuem dos produtos da amplificagdo, ou
amplicons, tendo baixas temperaturas de fusdo para
amplicons tendo maiores temperaturas de fusdo durante
andlise, desse modo, distorcendo os resultados. Duas
abordagens para resolver esses problemas foram sugeridas.
Uma abordagem, G quenching, impde graves restrigdes sobre o
design do primer e causa grande fluorescéncia de fundo
(Crockett AOQ, Wittwer CT. "Fluorescein-Labeled
Oligonucleotides for Real-Time PCR: Using the Inherent
Quenching of Deoxyguanosine Nucleotides" Anal. Biochem.
290: 89-97 (2001)). A outra, substituigdo de corantes SYBR
por corante LC Green, proporciona um percentual muito

pequeno de sinal para seqiéncias ndo presentes em
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abunddncia e requer software e Thardware altamente
especializados (Wittwer e colaboradores, High-Resclution
Genotyping by Amplicon Melting Analysis Using LC Green",
Clin. Chem. 49: 853-860(2003).

Sondas fluorescentes-rotuladas sdo usadas em ensaiocs
de amplifica¢io de &cido nucléico homogéneos, incluindo
ensaios de PCR, para medir o aclimulo de amplicon desejado,
quer em anidlise em tempo real ou end-point. Varios tipos
disponiveis de sondas sdo significativamente alelo-
discriminatérios quando comparado com sondas fita simples
lineares. Sondas de tempo real incluem sondas lineares
duplamente rotuladas que sdo clivadas pela atividade de 5'-
3' exonuclease da DNA polimerase durante a etapa de
extensdo de um ciclo de PCR (veja patentes U.S. 5.210.015,
5,487,972 e 5,538.848); sondas sinalizadoras moleculares
(veja patentes U.S. 5.925.517, 6.103.476 e 6.365.729);
gondag de ligag¢do com ranhura minima (veja Afonina e
colaboradores "Minor Groove Binder-Conjugated DNA Probes
for Quantitative DNA Detection by Hybridization-Triggered
Fluorescence", Biotechniques 32: 946-949 (2002)); pares de
sondas lineares FRET quando hibridizadas adjacentes sobre
uma. £ita alvo; sondas lineares dupla fita silenciadas para
as quais um alvo compete para hibridizar & fita da sonda
rotulada (veja Li, Q. e colaboradores (2002), Nucl, Acid.
Res. 30: eb); e as assim denominadas sondas "leves", ag
quais s3o oligbmeros de &cido nucléico peptidico (PNA)
ligados a um corante de cianina assimétrico que fluoresce
quandc a sonda se liga a seu alvo para formar uma regido
fita dupla. para LATE-PCR, nds utilizamos sondas de alelo-

discriminacdo de baixa temperatura, tais como sondas
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sinalizadoras moleculares de baixa temperatura (veja WO
03/045233) . Sondas de oligonucleotideo rotuladas podem ser
presas a primers por ligantes de modo que, durante
amplificacdo, as sondas ndo sdo copiadas, mas estdo livres
para se hibridizar a uma seqiiéncia alvo resultante de
extensdo do primer. Exemplos sdo primers Scorpions®, aos
quais estdo sondas sinalizadoras moleculares presos e
Anglers®, os quais s80 primers aos quals estdo presas
sondas lineares  fluoroforo-rotuladas. Lee, M.A. e
colaboradores (2002), Analytica Clinica Acta 457: 61:70;
Whitcombe, D. e colaboradores (1999), Nature Biotechnology
17: 804-807. A porgdo de sonda de tais estruturas
compostas, as quais trazem o rdtulo fluorescente, se
hibridiza separadamente da por¢do de primer. Assim, elas
sdo sondas rotuladas e ndo primers rotulados, conforme
esses termos sdo usados aqui. Sondas alvo-especificas
carecem da capacidade de monitorar a produgdo total de
produtos fita simples, contudo.

Determinadas sondas g&0 tolerantes & combinagdo
errbnea. Sondas tolerantes & combinagdo errbnea se
hibridizam com e geram sinal detectdvel para mais de uma
seqliéncia alvo em uma temperatura de deteccdo em um ensaio
e varios hibridos assim formados terdo diferentes pontos de
fusdo. Sondas fita simples lineares ou com espiral
aleatéria sfo, geralmente, tolerantes 3 combinagdo errdnea.
Exemplos de tais sondas sdo sondas lineares com uma PoOrgdo
fluorescente interna cujo nivel de fluorescéncia aumenta
quando de hibridizagdec a uma ou outra fita alvo; sondas
lineares fluorescentemente rotuladas usadas em combinagdo

com corantes SYBR Gold e SYBR Green I, de modo dque a
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fluorescéncia do rétulo ocorre através de FRET do corante
quando a sonda se hibridiza a um ou outro alve (veja
publicagio de patente U.S. 2002/0119450, 28 de Agosto de
2002), os assim denominados "sloppy beacons" e variagdes de
pares de sondas lineares FRET (veja patente U.S.
6.472.156) .

Utilizacdo de mdltiplas sondas que se ligam, cada uma,
apenés a um possivel amplicons alvo gerado em uma reagdo de
amplificacio cria um problema para andlise de misturas de
reacdo complicadas ou para detecgdo de um ou alguns alvos
entre numerosos possiveis  alves. A detecgdo de
fluorescéncia disponivel permite decomposigdo de um nimero
limitado de fluoroforos, geralmente ndo mais do que oito.
Formacdo de multiplex limitada & possivel, por exemplo,
através de design de uma sonda sinalizadora moléculas de
alelo-digcriminacdo diferente para cada alvo e rotulacdo de
cada sonda diferencialmente (veja, for exemplo, Tyagli e
colaboradores (2000) Nature Biotechnology 18: 1191-1196).
Misturas de sondas de alelo-discriminagdo, cada uma
compreendendo aliquotas de miltiplas cores, aumenta o
nimero de assinaturas da sonda e funciona bem apenas se¢ um
de muitos (pelo menos até 56) alvos egtd realmente
presente, mas encontra resultados ambiguos se mais de um
alvo estd presente.

Existem muitas situagdes que envolvem alvos complexos
ou um entre muitos possiveis alvos. Varios esquemas foram
desenvolvidos ou propostos para tais situagdes, mas todos
tém graves deficiéncias ou  limitagdes. Tyagi e
colaboradores, pedido de patente internacicnal publicado WO

01/31062, descreveram uma técnica algumas vezes referida
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como "Sloppy beacons", os quais sdo sondas sinalizadoras
moleculares que tém seqgliéncias de loop longas, tornando-as
tolerantes & combinacdo errdénea e capazes de se ligar, até
algum grau, a miltiplos alvos na temperatura de anelamento
de uma reagdo de amplificagdo por PCR. Tais sondas sofrem
de pobre cinética de reagdc contra alvos erroneamente
combinados e, provavelmente, permanecem hibridizadas a
alvos perfeitamente equivalentes na temperatura de extensdo
de uma amplificagdo por PCR e sfo clivadas por uma Tag DNA
polimerase. Ainda, apenas uma indicagdo indireta de
temperaturas de fusdo de hibridos de sonda-alvo sob as
condi¢Bes de ensalo €& obtida e essa admite que um
equilibrio tenha sido obtido. Formagdo de multiplex em
tempo real em amplificagdes por PCR simétricas com sondas
FRET foi descrita. De forma a ndo interferir com a
amplificacdo, as temperaturas de fusdo de todos os hibridos
de sonda-alvo sdo limitadas a estarem na faixa limitada de
temperatura entre a temperatura de anelamento de primer e a
temperatura de extensdo de primer. Também, esse esquema nao
¢ quantitativo. Ensaios com sondas mQltiplas pds-
amplificagdc empregando sondas FRET de diferentes cores
foram divulgados por Wittwer e colaboradores, "Real-Time
Multiplex PCR Assays Methods" 25: 430-442 (2001). A mistura
de reacdo apdés uma amplificagdo por PCR simétrica &€
rapidamente resfriada, entdo, lentamente aquecida para
determinar curvas de fusdo para os varios fluoroforos
presentes. Essa abordagem ndo é quantitativa. Além disso,
em virtude da grande dispersdo entre amplifica¢des por PCR
simétricas repetidas, ensaios de end-point em geral tendem

a ser apenas qualitativos.
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Produtos de reagdo de seqglenciamento proporcionam uma
alternativa & hibridizagdo. Seglienciamento tradicional de
didedxi pode utilizar produtos de reagdes de amplificagdo,
tal como PCR simétrica ou LATE-PCR, como materiais de
iniciacdo para seqglenciamentce de ciclo. O produto
amplificado & purificado utilizando precipitagdo com etanol
ou uma coluna de afinidade para remover os dNTPsS e primers
restantes, submetido a uma reag¢do de seqlenciamento de
ciclo utilizande um primer de seglenciamento e didedxi
nucleotideos fluorescentemente rotulados e submetidos a
eletroforese em gel capilar. "Piro-sequenciamento" € um
método de seqiéncia-por-sintese isotérmico, em tempo real,
conhecido na técnica. se métodos de amplificagdo
exponencial, por exemplo, PCR, sdo usados no preparo de
material de iniciacdo para Piro-segllenciamento, o produto
amplificado deve ser limpo através de Iisolamento de
produtos fita simples, bem como remogdo de dNTPs,
pirofosfato e primers ndo incorporados, porque esses geram
primariamente produtos fita simples, mas isso ndo elimina
em gi a necessidade de limpar o produto.

Um aspecto da presente invengdo & métodos para
detecgido homogénea de produtos da reagdo de amplificagdo,
ciclizagdo de temperatura ou isotérmica, utilizando a
detecgo de fluorescéncia dos primers de oligonucleotideo
lineares fluoroforo-rotulados excitados  indiretamente
através de excitagdo de um corante fluorescente de DNA, tal
como SYBR Green I ou, de preferéncia, SYBR Gold. Tais
corantes se tornam fluorescentes quando eles se associam
com DNA fita dupla, nos quais & reportade que eles se

intercalam. Os métodos precedentes podem ser realizados em
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tempo real ou apds a reagdo de amplificagdo, quer através
de leitura de fluorescéncia em uma temperatura de detecgdo
(detecgdo de end-point) ou determinando-se as alteragdes na
fluorescéncia como uma fungdo da temperatura através de
andlise de fusdo pés-amplificaglo. Conforme a mistura de
reagdo €& aquecida através das temperaturas de fusdo de
varios produtos de reagdc, a fluorescéncia diminui
progressivamente & medida que varios amplicons contendo um
primer contendo um fluoroforo em particular atingem suas
temperaturas de fusdo e se tornam fita simples. Métodos
preferidos incluem cdlculo de uma proporgdo de sinal de
primer para sinal de corante.

Outro aspecto da presente inveng¢do & kits de reagente
que incluem corantes fluorescentes de DNA e pelo menos um
de tais primers rotulados, de preferéncia como parte de um
par de primer e opcionalmente reagentes de amplificagdo.

Ainda outros aspectos da presente invengdo sdo métodos
homogéneos para detecgdo de produtos da reagdo de LATE-PCR
empregando uma etapa de detecgdo em baixa temperatura.
Determinadas modalidades compreendem inclusdo, na mistura
de reacdo, de pelo menos uma sonda de alelo-discriminagéo
de acordo com a presente invengdo, isto &, uma sonda fita
dupla silenciada geralmente do tipo descrito por Li, Q. e
colaboradores (2002) Nucl. Acids Res. 30: e5, exceto que
ela é uma sonda alvo-especifica de baixa temperatura (baixa
T. ou T, super-baixa) e & excitada indiretamente através de
excita¢do de um corante fluorescente de DNA intercalado no
hibrido de sonda-alvo tal como, de preferéncia SYBR Gold.
Qutras modalidades incluem, na mistura de reagdo, pele

menos uma sonda tolerante a combinacdo errfnea
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indiretamente excitdvel de acordo com a presente invengdo,
isto é, uma sonda fita simples silenciada geralmente do
tipo descrito por Lee e Furst, pedido de patente publicado
doe Estados Unidos Pub. No. US 2002/0119450, exceto que ela
é uma sonda de baixa temperatura silenciada. Esses varios
métodos incluem excitagdo do corante durante as etapas de
deteccdo em baixa temperatura de uma amplificagdo por LATE-
PCR e detecgio de fluorescéncia das sondas sob essas
condi¢Bes para proporcionar uma medida da seqiéncia fita
simples do alvo. Modalidades em particular ainda podem
incluir medic8o da quantidade total de produto(s) fita
dupla na mistura de reagdo através de detecgdo de
fluorescéncia do corante, de preferéncia durante ou ao
final da etapa de extensdo dos ciclos de PCR, enquanto a
temperatura da mistura de reagdo estd acima daf(s)
temperatura(s) de fusdo das sondas. Determinados métodos
preferidos incluem cédlculo da proporgdo de sinal da sonda
para sinal de corante. No caso de amostras repetidas, tal
propor¢do corrige as diferengas entre amostras repetidas em
amplificacdo conhecidas por ocorrer em amplificagbes por
PCR.

Outros aspectos da presente invengdo sdo tais sondas
tolerantes & combinacic errdnea silenciadas e de baixa
temperatura de alelo-discriminagdo, kits de LATE-PCR que
incluem pelo menos uma de tals sondas alvo-especificas de
baixa temperatura junto com reagentes de amplificagdo e, de
preferéncia, o corante de DNA fluorescente; e conjuntos de
cligonucleotideos compreendendo primers de LATE-PCR e pelo
menos uma de tais sondas.

Outros aspectos da presente invengdo sdo métodos de
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deteccdo homogéneos para uso quando amplicons mdltiplos
estdo presentes ou podem estar presentes, tal método
compreendendo, em uma mistura de reagdo para amplificacdo
por LATE-PCR, uma ou mais sondas de detecgdc tolerantes -]
combinacdo errdnea de baixa temperatura que, em virtude de
sua baixa T,, ndo interferem com a amplificacfio e ndo sdo
hidrolisadas (cortadas) por uma DNA polimerase tendo
atividade de 5'-3' exonuclease e que emitem um sinal
fluorescente quando hibridizadas e excitadas, quer
diretamente por uma fonte de excitagdo adequada ou
indiretamente por um corante de DNA fluorescente que &
excitado por uma fonte de excitagdo adequada. Tals métodos
incluem ensaios com uma @nica sonda e ensaicg com sondas
miltiplas para aplicagdes tal como genotipificacdo. Mais de
uma sonda pode ser rotulada com o mesmo fluoroforo, caso no
qual a discriminagdo conta com alteracdo na fluorescéncia
com a temperatura, apenas gquando uma Gnica sonda & usada.
Sondas podem ser rotuladas com diferentes fluoroforos, caso
no qual a diferenga de cor também € usada para
discriminagdio. A discriminagdo entre alvos para fins de
identificagdo e quantificagdo pode incluir as proporgbes de
fluoregcéneia entre fluoroforos mnas mesmas ou  em
temperaturas diferentes, bem como proporgdes de fluoroforo-
para-corante, A detecgdo €&, de preferéncia, realizada
durante amplificagdo (tempo real) e, mais preferivelmente,
durante uma etapa de detec¢do em baixa temperatura incluida
em um protocolo de amplificacdio por LATE-PCR e a etapa de
deteccdo pode inclui detecgdo em miltiplas temperaturas.
Ainda outro aspecto da presente invencdo € uma sonda

linear fita simples Gtil em tais métodos de detecgdo, tal
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como uma sonda sendo do tipo descrito na publicagdo de
pedido de patente U.S. 2002/0119450 (29 de Agosto de 2002),
isto &, uma sonda excitada pela emissdo de fluorescéncia de
um corante de DNA fluorescente, exceto que ela & uma sonda
de baixa temperatura (baixa T, ou T, super-baixa), €
tolerante & combina¢do errdnea e incluli uma porgdo de
silenciamento que silencia a fluorescéncia a qual, de outro
modo, resultaria da estrutura secunddria em baixa
temperatura.

Outro aspecto da presente invencdo € um método de
amplificacdo através de seqlenciamento que permite gque o
produto de uma amplificagdo por LATE-PCR seja preparado
para Piro-seqlienciamento na cémara, vaso, cavidade, lémina
ou recipiente de reagdo de amplificagdo, uma operagdo em um
"Gnico tubo", a qual pode ser utilizada com amplifica¢des
por LATE-PCR realizadas em pequencs volumes, de preferéncia
17 ul ou mencs.

Outro aspecto da presente invengdo &€ um método para
preparo de produtos de LATE-PCR para seqienciamento de
dideéxi utilizando apenas diluicdo aquosa pdés-amplificagdo
de -misturas de reacdo para amplificagdo, o qual pode ser
realizado como uma operagdo em um "Gnico tubo”.

SUMARIO

No presente pedido, referéncias sdo feitas as
temperaturas de fusdo, T, dos primers de &cido nucléico,
sondas e amplicons. A T, significa a temperatura na qual
metade do material em questdo sai da forma fita dupla e o
restante & fita simples. Geralmente, exceto quando de LATE-
PCR, a T, de um primer & um valor calculado usando o método

de "% de GC" (Wetmar, J.G. (1991) "DNA Probes: Applications
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of the Principles of Nucleic Acid Hybridization", Crit.
Rev. Biochem. Mol Biol. 26: 227-259) ou o método de "2 (A+T)
mais 4(G+C)", ambos og quais sdo bem conhecidos, em uma
condigdo padrdo de concentragdo de primer e sal., LATE-PCR,
contudo, leva em conta as temperaturas de fusdo reais do
primer em uma reac¢do em particular, levando em conta as
concentragdes de primer no inicio de amplificagdo. Veja
Sanchez e colaboradores (2004) PNAS (USA) 101: 1933-1938 e
Pierce e colaboradores (2005) Proc. Natl. Acad. Sci (USA)
102: 8609- 8614,

No presente pedido, ndés nos referimos a tal
temperatura de fusBo concentragdo-ajustada no inicio de
amplificagdo como Tup, & qual pode ser determinada
empiricamente, conforme necessdrio, quando nucleotideos ndo
naturais sdo usados ou calculada de acordo com o método do
"vizinho mais préximo" (Santa Lucia, J. (1998), PNAS (USA)
95: 1460-1465; e Allawi, H.T. e Santa Lucia, J. (1997),
Biochem, 36: 10581-10594) usando um ajuste da concentragdo
de sal a qual, nos exemplos abaixo, foi uma concentragdo de
cadtions monovalentes de 0,07M. LATE-PCR também pode levar
em conta a temperatura de fusdo do amplicon, a qual &
calculada utilizando a férmula: T, = 81,5 + 0,41 (%G + %C)
- 500/L + 16,6 log [M]/(1L + 0,7 [M]), onde L €& o
comprimento em nucleotideos e [M] € a concentragdc molar de
cations monovalentes. Temperaturas de fusdo de sondas
lineares ou espiral aleatdria sdo calculadas conforme para
primers. As temperaturas de fusdo de sondas estruturadas,
por exemplo, sondas sinalizadoras moleculares, podem ser
determinadas empiricamente.

Conforme wusado no presente pedido, "LATE-PCR"
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significa uma amplificagdo de DNA ndo-simétrica empregando
o processoc de reagio em cadeia de polimerase (PCR)
utilizando um primer de oligonuclectideo (o "Primer em
Excesso") em um excesso de pelo menos cinco vezes com
relaciio ao outro primer (o "Primer Limitado") o qual &, em
si, utilizado em baixa concentragdo, de até 200 nM, de modo
a ser esgotado em ciclos de PCR aproximadamente suficientes
para produzir amplicon fita dupla fluorescentemente
detectdvel, em que a temperatura de fusdo concentragao-
ajustada do Primer Limitado no inicio de amplificagdo,
Taro], & de ndo mais do que 5 °C abaixo da temperatura de
fusdo concentragdo-ajustada do Primer em Excessc no inicio
de amplificacdo, Tn*, de preferéncia pelo menos tdo alta
e, mais preferivelmente, 3-10 °C mais alta; e em que a
ciclizacio térmica é continuada durante mltiplos ciclos
apbs exaustdo do Primer Limitado para produzir produtos
fita simples, isto &, o produto da extensdo de Primer em
Excesso, alqumas vezes referido como a "Fita de Primer em
Excesso".

Os primers e sondas da presente invencdo ou {teis em
métodos e kits da presente invengdo sdo oligonucleotidecs
no sentido amplo, pelo qual entenda-se que eles podem ser
DNA, RNA, misturas de DNA e RNA e podem incluir
nucleotideos ndo naturais (por exemplo, 2'0O-m etil
ribonucleotideos) e 1ligagBes inter-nucleotidicas ndo
naturais (por exemplo, ligag8es de fosforotioato). Primers
e sondas funcionam, em parte, através de hibridizag¢do a uma
seqliéncia de interesse em uma mistura de reagdio. Um primer
é um oligonucleotidec fita simples que pode se hibridizar a

sua seqiiéncia complementar na temperatura de anelamento de
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primer de uma reagdo de amplificagdo e se estender em sua
extremidade 3' por uma DNA polimerase. Um primer da
presente invencdo & um primer que sinaliza hibridizagdo se
sua seqiiéncia de priming por meio de um fluoroforo que €&
indiretamente excitdvel. Uma sonda da presente invengdo ou
til em métodos de kits da presente invengdo € ou inclui um
oligonucleotideo fita simples que pode se hibridizar a sua
seqiiéncia alvo pretendida {ou seqliéncias) na temperatura de
deteccdo (ou temperaturas) em ou apbés uma reagdo de
amplificacdio e excitavel. Conforme usado aqui, uma "sonda"
ndo & estendida na reagdo de amplifica¢do por uma DNA
polimerase. Sondas que sdo muito especificas para uma
seqiéncia alvo perfeitamente complementar e rejeitam
fortemente segliéncias intimamente relacionadas tendo uma ou
umas poucag bases erroneamente combinadas sdc de "alelo-
discriminacdo". Sondas gue se hibridizam scob pelo menos uma
condicdo de detecclc aplicdvel ndo apenas & seqiéncias
perfeitamente complementares, mas também & seqiéncias
parcialmente complementares tendo uma ou mais Dases
erroneamente combinadas que sdo sondas '"tolerantes a
combinagdo errdnea’.

"Corante de DNA fluorescente", conforme usado agui,
significa uma composigdo, por exemplo, SYBR Green I ou SYBR
Gold, que se torna fluorescentemente excitdvel quando se
associa com um DNA fita dupla. Fol reportado que o0s
corantes de DNA fluorescentes se intercalam no DNA fita
dupla, mas nés ndo queremos estar presos a qualquer teoria
de operagdo.

Os primers da presente inven¢do s@o usados em conjunto

com um corante de DNA fluorescente e sdo oligonucleotideos
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fita simples lineares rotulados com um fluoroforo que &
indiretamente excitavel, isto &, quando o primer se
hibridiza a uma fita modelo na mistura de reagdo para
formar uma regidc de DNA fita dupla e luz (usualmente, mas
ndo necessariamente, luz vigivel) de um comprimento de onda
que excita ou & absorvido pelo corante fluorescente de DNA,
mas ndo pelo fluoroforo qué brilha sobre a amostra, o
fluoroforo emite. Foi reportado que a transferéncia a
energia se transfere de um corante de DNA fluorescente para
um fluoroforo préximo através de transfer&ncia de energia
por ressondncia de fluorescéncia (FRET), mas nds nao
queremos estar preso a qualquer teoria de operagéo. Nés nos
referimos a um fluoroforo que emite, nessa circunsténcia
como um fluoroforo que € "indiretamente excitado". As
sondas da presente invengdo sdo, da mesma forma, usadas em
conjunto com um corante fluorescente que se liga ao DNA
fita dupla (um "corante de DNA fluorescente") e rotuladas
com tal fluoroforo indiretamente excitdvel de modo que,
quando a sonda de hibridiza a uma fita alvo na mistura de
reacdo e o corante é excitado, o fluoroforo emite.

Conforme usado aqui, "kit" significa uma colegdo de
reagentes para realizagdo de uma amplificagdo ou um ensaio.
Um kit pode ser "completo", isto &, incluir todes os
reagentes necessdrios para todas as etapas de uma
amplificagdo ou amplificagdo-detecgdo. Alternativamente, um
kit pode ser 'parcial", omitindo determinados reagentes
necessirios para essas operagdes. Kits completos e parciais
da presente invengdo podem, adicionalmente, incluir
reagentes para preparo de amostra, tal como igolamento de

4cido nucléico e transcricdo reversa. Seqglienciamento pode
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envolver dois kits, por exemplo, um kit completc para
amplificacdo por TLATE-PCR e um kit completo para
seqiienciamento de ciclo ou os dois podem ser combinados em
um Gnico kit.

Conforme usado aqui, um "conjunto de oligonucleotideo”
significa uma colegdo de primer ou primers e sondas para
realizar uma amplificac8o ou ensaio. Para sequenciamento,
um conjunto de oligonucleotideo pode incluir, por exemplo,
Primer em Excesso e Primer Limitado para amplifica¢@o por
LATE-PCR e um ou mals primers de seglienciamento adicionais
para seqilenciamento de ciclo. Para um ensaio de sonda de
hibridizacdo, um conjunto de oligonucleotideo pode incluir,
por exemplo, Primer em Excesso e Primer Limitado para uma
amplificacdo por LATE-PCR e pelo menos uma sonda de
hibridizagdc fluoroforc-rotulada.

Conforme usado aqui, um método em um "Gnico tubo"
significa uma série de pelo menos duas operagbes, por
exemplo, preparo de amostra, amplificagdo ou
seqlienciamento, que podem ser realizadas sem transferéncia
da amostra para outro recipiente, seja ele um tubo de
ensaio, uma cavidade de reagdo, wuma camara em um
dispositivo microfluidico, uma lémina de vidro ou qualquer
outro aparelho capaz de manter uma mistura de reagdo, para
ocutro recipiente.

Sondas que té&m baixas temperaturas de fusdo (isto &,
sondas que formam hibridos de sonda-alvo tendo baixas
temperaturas de fusdo) podem ser adicionadas as misturas de
reacdo para amplificacio antes de inicio de amplificagdo e
utilizadas apenas quando desejado. Mantendo as temperaturas

acima da temperatura de fusdo de uma sonda durante toda ou
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partes de uma reacdo de amplificagdo, a sonda é impedida de
hibridizar a seu alvo e, possivelmente, reduz a eficdcia de
rea¢io. Determinadas modalidades de ensaios de LATE-PCR
utilizam sondas de baixa temperatura. Conforme usado aqui,
"sonda de baixa T," significa uma sonda de hibridizagdo que
tem uma temperatura de fusdo concentragdo-ajustada no
inicio de amplificacdo, Ta, para pelo menos 5 °C abaixo
da Tung) do Primer Limitado em um ensaio de LATE-PCR; e uma
"sonda de T, super-baixa" significa uma sonda de
hibridizagdo que tem uma T gue estd pelo menos 5 °C
abaixo da temperatura média de anelamento de primer da fase
exponencial de uma reagdo de LATE-PCR. Nos freqlientemente
adicionamos sondas 4&s 7reagdes de LATE-PCR em uma
concentragdo de 1 micromolar (uM). Portanto, quando do
design de sgondas, nds algumas vezes utilizamos uma Tnqq)
nominal calculada conforme anteriormente descrito, mas
utilizando uma concentragdo nominal de 1 pM. A maioria das
sondas de baixa T, e T, super-baixa tem uma Tnpr calculada
em uma concentragdo de 1 pM na faixa de 30-55 °C.

Detecgdo utilizando sondas de baixa temperatura requer
deteccdo em baixa temperatura, em que a temperatura da
mistura de sonda-alvo é diminuida suficientemente para que
gsondas fluorescentemente rotuladas se hibridizem e
sinalizem. Isso pode ser feito ao término da amplificagdo
(end-point) ou em uma andlise de fusdo pds-amplificagdo.
alternativamente, uma etapa de detecgdo em Dbaixa
temperatura pode ser incluida em alguns cu todos os ciclos
da fase linear de uma amplificagdo por LATE-PCR para um
ensaio em tempo real. De preferéncia, tal etapa ocorre apds

extensio de primer e antes de fusfo de fita em alta



10

15

20

25

30

19/113

temperatura (ou "desnaturagdo), embora possa ser incluida
na etapa de anelamento de primer. Uma etapa de detecgdo em
baixa temperatura em um ensaio de LATE-PCR significa uma
redugdo na temperatura para pelo menos 5 °C abaixo da
temperatura de anelamento de primer.

Determinados métodos de acordo com a presente invengdo
utilizam primers fluoroforo-rotulados ou sondas de
hibridizacdo em combinagdo com corantes fluorescentes que
se ligam ao DNA fita dupla e incluem estimulagdo de um
corante em um comprimento de onda que excita o corante, mas
nio o(s) fluoroforo(s) e detecgdo da fluorescéncia emitida
por um flucroforo estimulado indiretamente através desse
procedimento. Algumas modalidades dos métodos de acordo com
a presente invengdo incluem detecgdo da emissdo de
fluorescénecia do corante também. Determinados métodos
preferidos ainda incluem cdlculo da proporgdo de emissdo de
fluoroforo para emissdo de corante.

Uma modalidade da presente invengdo inclui a adigdo, a
uma mistura de amplificagdo de 4&cido nucléico, de um
corante de DNA fluorescente, tal comc SYBR Green I ou, de
preferéncia, SYBR Gold, e pelo menos um primer de
amplificagdo de acordo com a presente invengdo, isto €, um
oligonucleotidec fita simples linear que €& extensivel por
uma DNA polimerase e que & rotulado com um fluorcforo que &
indiretamente excitdvel para produgdo de sinal conforme
descrito acima; realizagdo de uma reacgdo de amplificagdo,
de preferéncia uma reag¢do de PCR (incluindo LATE-PCR), due
inclui anelamento e extensdoc desse primer rotulado; e
durante a amplifica¢dio (detecgdo em tempo real) ou apds

términc da amplificacdo (uma detecgdo de end-point ao
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término da reagdc de amplificagdo ou durante uma
subseqliente anidlise térmica (curva de fusdo)), excitagdo do
corante e deteccdo da emissdo de fluorescéncia do
fluoroforo, quer sozinho ou em combinagdo com detecgdo de
emissdo de fluorescéncia do corante. Através de design
apropriado do protocolo de amplificagdo, andlise de fusdo
dos produtos fita dupla pode ser incluida em pontos
desejados em uma rea¢do de amplifica¢do. Nessa modalidade,
apenas primers que sdo incorporados em DNA fita dupla
fluorescem. Primers ndo incorporados ndo fluorescerdo, de
modo que ndo hd necessidade de separar 08 primers ndo
ligados fisicamente. O método é homogéneo. Também, a
emissdo de fluoroforo se origina apenas de regides fita
dupla de produtos que incluem um primer rotulado, ndo de
todos os produtos fita dupla. O Exemplo 1 abaixo demonstra
esses aperfeigoamentos. Ele mostra que, em um Unico ciclo
de extensdo projetado para produzir produtos de extensdo
misturados de varios comprimentos, a curva de fusdo baseada
em deteccdo de emissdes do fluoroforo do primer mostrou
todos os produtos, enquanto que a curva de fusdo baseada em
deteccdo de emissdes do corante ndo. O Exemplo 1 demonstra
também o uso do método dessa modalidade em reagdes
isotérmicas.

Conforme serd apreciade por agueles habilitados na
técnica, geralmente & importante corrigir a sobreposigdo de
fluorescéncia quando um corante de DNA fluorescente, por

-

exemplo, SYBR Green I, & usado em conjunto com um primer ou
sonda fluorescentemente rotulada que é excitada, através de
FRET, a partir do corante intercalado. Esse € o caso porque

os corantes de DNA fluorescentes emitem, tipicamente, luz
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sobre uma ampla faixa espectral a qual pode incluir o
comprimento de onda da luz usada para medir a fluorescéncia
emitida pelo primer ou sonda. A corregdo desejada pode ser
obtida através de: 1) estabelecimento do espectro de
emissdo do corante apenas; 2) medigdo da intensidade de
emissdo do corante em cada amostra em um comprimento de
onda que é mais curto do que o comprimento de onda de
emissdo do primer ou sonda; 3) célculo da intensidade de
emissdo do corante no comprimento de onda de emissdo do
primer ou sonda levando-se em conta as etapas 1 e 2; 4)
subtracdo dessa intensidade de corante calculada da
intensidade total medida no comprimento de onda de emigsdo
do primer ou sonda. Muitas mdquinas comerciais, tais como ©
ABI 7700 e o Cepheid Smart Cycler, fornecem software para
realizar essa correcdo. Alternativamente, as medigdes de
espectro do corante, emissio de corante apenas e emissdo
total de corante/sonda podem ser feitas e uma foérmula
satisfatéria para corregdo pode ser manualmente aplicada.
Por exemplo, Lee e Fuerst, Pub. de Pedido de Patente
Publicada dos Estados Unidos No. US 2002/0119450, descrevem
tal formula para medi¢do e corregdo manual de fluorescéncia
do SYBR Green I que se sobrepde sobre o Light Cycler.

Todos os Exemplos descritos no presente pedido foram
realizados sobre o ABI 7700 e o software da maquina foi
usado para corrigir a sobreposigdo de fluorescéncia em
todos os casos nos quais o corante de DNA fluorescente foi
usado em conjunto com um primer ou sonda fluorescente
indiretamente excitado, a despeito do fato de a
fluorescéncia do corante apenas ter sido registrada.

Para amplifica¢des por PCR utilizando um {inico par de
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primer, em que pelo menos um primer & fluoroforo-rotulado
para excitagdo indireta conforme descrito acima, uma
andlise de curva de fusdo de acordo com essa modalidade
pode distinguir entre ofs) produto(s) pretendido(s} e
produtos ndo especificos. Para amplificagdes por PCR
multiplex utilizando miltiplos pares de primer, em que pelo
menos um elemento de cada par é fluoroforo-rotulado e um
fluoroforo diferente & utilizado para cada par, diferentes
produtos pretendidos podem ser distinguidos pela cor e
pelas temperaturas de fusdc associadas aos diferentes
fluoroforos. Para amplificac®es por PCR de modo geral, af(s)
emissdo(Ges) de fluoroforo e emissdes de corante podem ser
monitoradas durante a reagao para rastrear o]
desenvolvimento de produto(s) especifico(s) e rastrear o
desenvolvimento de todos os produtos fita dupla,
respectivamente.

Andlises de reag¢des de amplificagdo podem utilizar a
proporcdo de emissdes de fluoroforo, um sinal especifico
para primers ou sondas hibridizados, para o sinal de
emissdo de corante, © qual ndo é tdHo especifico. Tal
proporgdo, por exemplo, corrige variagdes entre reagdes
repetidas. Também, as andlises podem utilizar o pico de

~

fusdo de primer-modelo, o qual diminui quanto & magnitude a
medida que o primer rotulado € incorporado no produto ou
produtos da extensdo.

A presente invengdo inclui kits e kits parciais de
amplificagdo que incluem um corante de DNA fluorescente,
pelo menos um par de primer que inclui um primer rotulado
com um fluoroforo que é excitado indiretamente quando o

-

corante é excitado e reagentes para amplificar a regido
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definida pelos primers, de preferéncia através de LATE-PCR.
Outra modalidade de um método de acordo com a presente
invencdo inclui adi¢do, a uma mistura de amplificacgdo de
dcido nucléico, de um corante de DNA fluorescente, tal como
SYBR Green I ou, de preferéncia, SYBR Gold, e pelo menos
uma sonda de hibridizacio de baixa T, ou T, super-baixa de
alelo-discriminacdo, indiretamente excitével, silenciada, a
qual pode ser uma sonda da presente invengdo. As sondas de
alelo-discriminacdo da presente invengdo sdo sondas de tipo
fita dupla descrito por Li, Q. e colaboradores (2002), "A
New Class of Homogeneoug Nucleic Acid Probes Based in
Specific Displacement Hybridization", Nucl. Acid Res. 30:
(2)e5 (uma fita de sonda de oligonucleotideo linear
fluoroforo-rotulada complementar ao alvo e uma £fita
complementar corante silenciador-rotulada que € mais curta
do que a fita da sonda, geralmente de 2-10 nucleotideos),
exceto que elas s8o rotuladas com um fluoroforo que €
excitado indiretamente pela excitagdo do corante e que elas
tém uma baixa temperatura de fusdo, adequado para uso em
amplificac8es por LATE-PCR como sondas de baixa Ty, ou Ty
super-baixa. A capacidade de alelo-discriminagdo das sondas
fita dupla pode ser ajustada conforme descrito por Li e
colaboradores, assim como o nivel de fluorescéncia de
fundo. Além disso, a fluorescéncia de fundo pode ser
reduzida incluindo residuos de guanidina adjacentes a
porcio fluorescente, o assim denominado "G-silenciamento".
Os métodos dessa modalidade incluem amplificagdo
utilizando tal mistura e detecgdo em uma temperatura na
qual a sonda se hibridiza de um modo alelo-discriminagdo.

Modalidades preferidas incluem uso de uma etapa de detecgdo
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em baixa temperatura durante a fase de amplificagdo linear
de uma rea¢fio de LATE-PCR em que as sondas precedentes se
hibridizam ao amplicon fita simples que estd sendo
sintetizado, excitando o corante de DNA fluorescente em um
comprimento de onda que ndo excita o fluoroforo ou
fluoroforos diretamente e leitura de fluorescéncia do
fluoroforo da sonda ou fluorcforos da sonda, ofs) qual({is)
& ou gd3o0 excitado(s) indiretamente desse modo. Outras
modalidades incluem amplificagdo seguido por uma detecgdo
em baixa temperatura como uma determinagdo de end-point.
Algumas modalidades ainda incluem detecgdo de emigsdo do
corante e determinadas modalidades preferidas incluem
cdlculo de uma proporcdo de emissdo da(s) sonda(s) para
emigsdo de corante. Detecclio da emissio de corante &, mais
preferivelmente, realizada logo no inicio da etapa de
deteccdo, enguanto a temperatura da mistura de reacgdo estad
acima das temperaturas de fusdo de todas ag sondas que
est8o0 presentes., Dados de moléculas fita dupla que se
acumulam ou acumuladas (o sinal de corante) e de moléculas
fita simples que se acumulam ou acumuladas (o sinal de cada
sonda) podem ser usados para construir proporgdes da
maneira descrita. Os métodos dessa modalidade também
incluem o uso de sondas sinalizadores moleculares de baixa
temperatura, conforme descrito no pedido publicado WO
03/054233, se o rdtulo de fluoroforo é& estimulade pela
emissdo do corante, mas ndo pelo comprimento de onda usado
para excitar o corante.

A presente invencdo também inclui kits e kits parciais
para ensaios de LATE-PCR gque incluem reagents para

realizacdo de uma amplificagdo ndc simétrica, de
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preferéncia uma amplificag¢do por LATE-PCR, com uma etapa de
detecgdo em baixa temperatura (end-point ou tempo real) e
que incluem um corante de DNA fluorescente, pelo menos um
par de primer, de preferéncia um par de primer para LATE-
PCR incluindo um Primer em Excessc e um Primer Limitado e
pelo menos uma sonda de hibridizagdo de baixa T, ou Ty
super-baixa fluoroforo-rotulada para um produto fita
simples da reac8o de amplificagdo (produto da extensdo de
primer presente em excesso)}, em que a sonda ndo & tolerante
4 combinacio errfnea, mas &, antes, de alelo-discriminagao
na ﬁemperatura de detecgdo pretendida e em que o fluoroforo
da sonda € 1indiretamente excitado pela excitagdo do
corante. Em kits e kits parciais preferidos, pelo menos uma
sonda é uma sonda de alelo-discriminagdo da presente
invencdo. A presente invengdo também inclui conjuntos de
oligonucleotideo que incluem pelo menos um par de primer
para amplificacdo ndo-simétrica, de preferéncia
amplificacfo por LATE-PCR e pelo menos uma sonda dupla fita

de alelo-discriminacdo silenciada de baixa Ty ou Tn super-

‘baixa rotulada com um fluoroforo de modo a ser

indiretamente excitdvel conforme descrito acima, de
preferéncia por um corante SYBR, bem como tais sondas fita
dupla em si.

Ainda outra modalidade de um método de acordo com a
presente invengdo inclui adigdio de uma mistura de reagdo de
amplificacio ndo simétrica, de prefer&ncia uma mistura de
reacdo para LATE-PCR, reagentes de detecgdo compreendendo
un corante de DNA fluorescente tal como SYBR Gold e pelo
menos uma sonda de hibridizagdo linear fita simples

-

tolerante & combinacio errbnea que € perfeitamente
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complementar a uma possivel seqléneia alvo de amplicon fita
simples que pode ou ndo estar presente para amplificacgdc na
reagdo e é menos do que perfeitamente complementar a pelo
menos uma outra possivel seqiéncia alvo de amplicon fita
simples que pode estar presente. Sondas Uteis nessa
modalidade s3o fita simples rotuladas com fluoroforo que &
indiretamente excitdvel pela emissdo de fluorescéncia do
corante. Elas s3o sondas de baixa T, ou, de preferéncia, Ty
super-baixa, com relagdo a seus possiveis alvos mais
complementares que podem estar presentes, geralmente
gsignificando alvo perfeitamente equivalente. E preferido
gque elas tenham uma T contra o alvo perfeitamente
equivalente que ndo é mais do que uns poucos graus maior e,
de preferéncia, abaixo, mais preferivelmente pelo menos 5
°C abaixo, da temperatura de anelamento de primer durante a
fase exponencial de amplificagdc da reagdo de amplificagdo.
As sondas podem ser lineares (ou com espiral aleatdria) ou
sondas com espiral aleatéria de acordo com a presente
invencdo, isto &, silenciadas para eliminar o sinal em
virtude de formaciio de estrutura secunddria em baixas
temperaturas. Sondas lineares silenciadas de acordo com a
presente invencdo tém, de preferéncia, um fluoroforo sobre
uma extremidade e wuma porgdo de silenciamento ndo
fluorescente sobre a outra extremidade, aquela sobre a
extremidade 3' da sonda substituindo a extremidade de
fosfato de outro modo adicionada para impedir que a sonda
seja estendida, isto &, funcione como um primer.

Essa modalidade compreende sujeigdo da mistura
precedente 4 amplificag8o ndo simétrica, de preferéncia por

LATE-PCR, para gerar moléculas de amplicon fita simples e
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sujeigdo da mistura de reagdo de amplificagdo a uma andlise
térmica utilizando pelo menos uma sonda tolerante a
combinagdc errénea que sinaliza quando de hibridizacgdo.
Andlise térmica pode ser realizada ndo apenas apds a reagdo
de amplificacdo estar completa, mas também durante a etapa
de detecgdo em baixa temperatura da LATE-PCR, durante
ciclos térmicos nos quais o produto fita simples estd sendo
produzido, isto &, apds exaustdo do Primer Limitado.
Andlise térmica revela alvos de cada sonda de acorde com as
temperaturas de fusdo dos hibridos de sonda-alvo que se
formam ou desestabilizam & wmedida que a temperatura é&
diminuida ou elevada, respectivamente. A medida que a
temperatura é diminuida, uma sonda primeiro se hibridizara
a seu alvo perfeitamente equivalente (se presente) e
emitird um sinal fluorescente. A medida que a temperatura é
adicionalmente  diminuida, a sonda se hibridizara
sucessivamente a alvos progressivamente ‘"mais ndo-
equivalentes"” e emitird sinal fluorescente aumentado em
cada ocasido. Conforme explicado com relagdo ds modalidades
anteriores, emiss3c do corante de DNA fluorescente também
pode ser detectada, de preferéncia quando as sondas ndo
estdo hibridizadas, isto &, em uma temperatura acima da T,
da(s) sonda(s), para permitir monitoramento do actmulo de
moléculas fita dupla na reagdo e permitir o uso de
propor¢des para reduzir a dispersdo entre amostras
repetidas.

A presente invengdo inclui kits contendo reagents para
amplificacdo ndo-simétrica, de preferéncia uma amplificagéo
por LATE-PCR, que incluem um corante de DNA flucrescente,

pelo menos um par de primer, de preferéncia um par de
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primer para LATE-PCR incluindo um Primer em Excesso e um
Primer Limitado e pelc menos uma sonda com espiral
aleatdéria tolerante a combinacdo errbnea com baixa Tp, ou Ty
super-baixa, silenciada se necesslrio, para um produto da
amplificagdo fita simples, bem como kits parciais e
conjuntos de oligonucleotideo contendo tais primers e
sondas e tails sondas em si.

Os métodos de acordo com a presente invengdo que
utilizam uma etapa de detecgdo em baixa temperatura em
ensaios de LATE-PCR, de preferéncia uma etapa de detecgdo
em baixa temperatura apds extensdo de primer e antes de
fusdo de fita, incluem mdltiplas sondas de ensaio as quais
contém mais de um par de primers e geram um ou mais
amplicons fita simples (uma sonda para cada alvo), bem como
ensaios com sondas miltiplas que contém pelo menos uma
sonda para miltiplos alvos. Determinados métodos preferidos
com uma etapa de detecgdoc em baixa temperatura incluem uma
etapa de detecgdio em baixa temperatura apds extensdo de
primer e antes de fusdo de fita. Durante a etapa de
deteccdo em tais ensaios, a temperatura pode ser diminuida
para tanto gquanto 30 °C ou mesmo 40 °C abaixo da
temperatura de anelamento de primer, proporcionando uma
grande janela de temperatura para detecgdo. Sondas de
alelo-discriminac8o, além de serem diferenciaveis pela cor
(comprimento de onda de emissdo de fluoroforo), podem ser
diferenciadas pelas diferengas na temperatura de fusdo. Por
exemplo, quatro diferentes sondas de alelo-discriminagédo
FAM-rotuladas com T,'s de 30, 35, 40 e 45 °C,
respectivamente, contra seus alvos podem ser distinguidas

em tempo real ou apés amplificagdo come uma determinagdo de
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end-point, & medida que a temperatura da reagdo é diminuida
ou elevada, ndo apenas através de andlise de fusdo pds-
amplificagdo. Esse grau de liberdade adicicnado multiplica
significativamente o nimero de diferentes sondas que podem
ser usadas na mesma reagdo. Sondas tolerantes & combinagdo
errbnea terdo menores T,'s contra alvos ndo equivalentes do
gue contra alvos perfeitamente equivalentes. Combinac¢des de
sondas tolerantes a combinagdo errénea de baixa temperatura
diferentemente  coloridas que sinalizam quando de
hibridizagdo produz padrdes de curvas de emissdo de
fluorescéncia temperatura-dependentes durante detecgdo em
baixa temperatura. Os método de acordo com a presente
invencdo incluem o uso de tais curvas de emissdo, curvas
derivadas e propor¢des das mesmas em uma temperatura ou em
diferentes temperaturas para identificar os constituintes
de alvos misturados com andlise de fusdo pés-amplificagéo e
também em tempo <real através de monitoramento da
fluorescéncia em varias temperaturas dentro da janela da
etapa de detecgdo em baixa temperatura de LATE-PCR. As
propor¢des podem incluir propor¢des da mesma sonda/sonda,
uma sonda diferente/sonda, proporgles de sonda/corante e
combinag¢des dos mesmos.

Kits para LATE-PCR, kits parciais e conjuntos de
oligonucleotideo podem incluir pelo menos duas sondas de
alelo-discriminacdo da mesma cor que podem ser distinguidas
pela T, ou pelo menos duas sondas tolerantes & combinagdo
errbnea cuja hibridizagdo a diferentes alvos pode ser
distinguida pela T, de preferéncia sondas com espiral
aleatdéria silenciadas que sd@o indiretamente excitadas

através de excitagdo de um corante de DNA fluorescente.
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A presente invengdo inclui métodos aperfeigoados para
preparco dos produtos da amplificacdo por LATE-PCR para
reacBes de seglienciamento, quer sequenciamento de didedxi
ou métodos de seqlenciamento-por-sintese, tal como Piro-
gseqienciamento. Em particular, nds demonstramos a geragao e
preparo de tais materiais de iniciagdo em um {nico
recipiente de reagdoc, por exemplo, um tubo ‘para
microcentrifuga. Modalidades preferidas incluem, na mistura
de reagdo para LATE-PCR, um reagente para inibigdc de
iniciacdo errénea, mals preferivelmente um reagente
divulgadc em nossc pedido de patente Provisdrio dos Estados
Unidos no. 60/619.620, intitulado "Reagents and Methods for
Improving Reproducibility and Reducing Mispriming in PCR
Amplification", o qual é incorporado por referé@ncia aqui em
sua totalidade. Para seqlenciamento de didedxi, nds
demonstramos o preparo de produto de amplificagdoc por LATE-
PCR para sequenciamento através de uma Unica etapa de
diluigio de amostra, um método que nds referimes como
"diluir e ix". Para Piro-seqlenciamentc, nds demonstramos
métodos que requerem apenas a adi¢do de reagentes de
enzima/substrato para Piro-seqlienciamento a mistura de
produto de LATE-PCR antes de anelamento de primer.

0s métodos de acordo com a presente invencdo também
incluem amplificagdo por LATE-PCR e preparo de amostra para
Piro-seqlienciamento no mesmo recipiente, tal como o mesmo
tubc de reacdo ou a mesma camara de um dispositivo
microfluidico, todos os quais nés referimos, para abreviar,
come métodos em um "{nico tubo". Em Piro-seglienciamento
tradicional, o DNA & amplificado através de PCR simétrica,

-

onde um primer & rotulado 5' com uma molécula de biotina.
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Apbs amplificagdo, glébulos revestidos com estreptavidina
sdo usados em conjunto com vacuo ou equipamento magnético
para isolar DNA fita simples (ssDNA) e lavar os componentes
residuais da reagio de PCR que interferem com o Piro-
seqiienciamento, incluindo pirofosfato (PPi), dNTPs e
primers de PCR. Em virtude de sua capacidade de gerar
ssDNA, a LATE-PCR elimina a necessidade de separagdo de
fita e simplifica o preparo de amostra quando combinada com
o método no mesmo recipiente para elimina¢do des quatro
componentes de interfer&ncia restantes da PCR. Em um de
talis métodos, a necessidade de remover dNTPs restantes ao
final da amplificagdo & minimizada usando quantidades
limitadas de dNTPs na amplificagdo para a mistura de reagao
para LATE-PCR, tomando cuidado para utilizar uma quantidade
suficiente para produzir ssDNA o bastante para Piro-
seqlienciamento. Uma enzima com atividade de pirofosfatase,
por exemplo, uma pirofosfatase , tal como pirofosfatase de
levedo, & adicionada ao produto da amplificagdc para
remover PPi e a mistura é aquecida para desnaturar essa
enzima antes de prossequir no Piro-seqlenciamento. Em
virtude do fato de o Primer Limitado ndo permanecer apds
amplificacdo por LATE-PCR e o Primer em Excesso residual
nio poder produzir a fita estendida a partir do Primer em
Excesso durante amplificagdc (fita de Primer em Excesso),
os primers restantes ndo precisam ser removidos em muitos
casos. Contudo, iniciagdo errbnea em potencial pode ser
evitada incluindo, na mistura de reagdo para LATE-PCR, um
oligonucleotideo que se hibridiza ao Primer em Excesso em
temperaturas abaixo da T, do Primer em Excesso, incluinde a

temperatura usada para Piro-seqiienciamento.
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Alternativamente, um oligonucleotideo blogqueado para
extensdo na extremidade 3' e totalmente complementar ao
Primer em Excesso pode ser adicionade apds amplificagdo por
LATE-PCR, mas antes de Piro-seqlienciamento, para evitar
iniciagdo errbnea em potencial pelo Primer em Excesso nas
temperaturas usadas para Piro-seqlenciamento. Uma terceira
estratégia para evitar iniciagdo errdnea pelo Primer em
Excesso na extremidade 3' da fita estendida a partir do
Primer Limitado durante amplifica¢do (fita de Primer
Limitado) envolve o uso de uma concentragdo suficiente de
um oligonucleotideo 3' bloqueado contendo a mesma sequéncia
como © Primer em Excesso para competir com o Primer em
Excessc peles locais de ligagdo.

Nosso método mais preferido de preparo de amostra em
um  "Gnico tubo" evita a necessidade de determinar
concentra¢les  limitadas  apropriadas de  dNTP  para
amplificagles em particular., Nesse método, nés primeiro
adicionamos reagentes de enzima/substrato para Piro-
seqlUenciamento ao produto de LATE-PCR, os dquais removem
dNTPs e PPi, Em seguida, anelamos esse primer usando um
primer de seqlenciamento adicionado e, entdo, adicionamos
dNTPs individuais para Piro-seqlenciamento.
Alternativamente, pode-se eliminar os dNTPs através da
adigdo de uma enzima purificada com uma atividade de
dNTPase, tal como apirase de batata, seguido por
aquecimento para inativar a enzima e pode-se eliminar o
pircfosfato através da adigdo de uma enzima purificada com
atividade de pirofosfatase, tal como pirofosfatase de
levedo, sequido por aquecimento para inativar a enzima. Se

ambas as enzimas sdo empregadas, elas podem ser adicicnadas
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ao mesmo tempo.

Os ensaios de acordo com a presente invengdo,
particularmente ensaios de LATE-PCR, incluem, de
preferénecia, melos para evitar a iniciacdo errdmea, a qual
pode causar uma diminui¢do no sinal da sonda nos Ultimos
estigios da reagdo. Nos evitamos esse "efeito de gancho"
com sucesso incluindo, na mistura de rea¢do, um reagente de
supressdo de iniciagdo errdnea divulgado em nosso pedido de
patente Proviséria dos Estados Unidos descrito acima. Nos
também evitamos esse efeito ajustando a concentragdc de
polimerase adicionada & reagdo. Diminuigdo da iniciagdo
errSnea através de ajuste da polimerase pode ser observada
em termos da cinética de reagdo de LATE-PCR usando uma
sonda do ssDNA, bem como pela composigdo do produto final
revelada através de varios meios conhecidos na técnica.

0s detalhes de uma ou mais modalidades da invengdo s&o
apresentados nos desenhos em anexo e na descrigdo abaixo.
Outras caracteristicas, objetivos e vantagens da invengdo
serfo evidentes a partir da descrigdo e desenhos e das
reivindicagdes.

DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIG. 1 mostra o uso de primers fluorescentemente
rotulados de acordo com os métodos da invengdo para andlise
de curva de fugdo.

A FIG. 2 mostra redugdo da dispersdo de sinal através
do uso de proporgdes de produto fita simples para produto
dupla de acordo com os métodos da inveng&o .

A FIG. 3 mostra uma comparagdo da identificagdo de
cinco espécies de Micobactérias via andlise de curva de

fusio obtida com sondas tolerantes & combinagdo errdnea
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contra o gene de RNA ribossdmico 165 ou duas versdes
diferentes de sondas tolerantes & combinagdo errdnea
silenciadas contra o mesmo alvo projetadas de acordo com os
métodos da invengdo.

A FIG. 4 mostra a identificaglo de cinco espécies de
Micobactérias usando apenas duas sondas tolerantes a
combinagdo errdnea contra o gene de RNA ribossmico 16S de
acordo com os métodos da invengdo.

A FIG. 5 mostra a identificag8o de cinco espécies de
Micobactérias via andlise de curvas de fusdo de primeiro-
derivado mostrada na FIG. 3 usando duas sondas tolerantes a
combinacdo errénea contra o gene de RNA ribossbmico 168 de
acordo com os métodos da invengao.

A FIG. 6 mostra a identificacdo de cinco espécies de
Micobactérias usando propor¢des de sinais fluorescentes
coletados em diferentes temperaturas a partir de duas
sondas tolerantes & combinagdo errdnea contra o gene de RNA
ribogsbmico 16S de acordo com os métodos da invengéo.

A FIG. 7 mostra genotipificagdo de end-point de
amostras homozigbéticas e heterozigbéticas para a mutagdo
G269 no gene de Hex A humana usando LATE-PCR e uma (nica
sonda tolerante & combinagdc errénea de baixa T, contra o
alelo do tipo silvestre de acordo com os métodos da
invenc¢do.

A FIG. 8 mostra a identificacdo distinta de trés
diferentes alelos do gene regulador de transmembrana da
fibrose cistica humana (CFTR} usandc LATE-PCR, sondas de
baixa T, de alelo-discriminagdo rotuladas com a mesma COr €
andlise de curvas de fusdo de primeiro-derivado.

A FIG. 9 mostra a identificagdo simulténea de
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diferentes combina¢des de varios alelos do gene regulador
de transmembrana da fibrose cistica humana (CFTR) usando as
sondas de baixa T, de alelo-discriminag¢do rotuladas com a
mesma cor e andlise de curvags de fusdo de primeiro-
derivado.

A FIG. 10 mostra a identificagdo de diferentes
combinagdes de alelo do gene regulador de transmembrana da
fibrose cistica humana (CFTR} através de plotagem  das
alteragles de fluorescéncia em duas temperaturas coletadas
de acordo com os métodos da invengdo.

A FIG. 11 mostra ensaios de Normalizagdo de Duas
Temperaturag {com corre¢do para a linha de base).

A FIG. 12 mostra ensaios de Normalizagdo de Duas
Temperaturas (sem corregdo para a linha de base).

A FIG. 13 mostra ensaios de Normalizagdo de Trés
Temperaturas.

A FIG., 14 mostra uma comparac¢doc do método de preparo
de amostras para LATE-PCR "diluir-e-ir" para Piro-
seqlienciamento de acordo com os métodos da invengdo com
relagdo ao método convencional de preparo de amostras para
LATE-PCR para O mesmo ensaio.

A FIG, 15 é Pirogramas obtidos de células simples
preparadas através do método de LATE-PCR em um Unico tubo.
As setas indicam o sitio IVS10 de P-globina de: a) células
homozigéticas do tipo silvestre, b) heterozigbticas e c)
mutantes homozigdticas.

A FIG. 16 é o Pirograma de uma reagdo de Piro-
seqiienciamento realizada para mais de cinglienta pares de
base. A ordem de distribuicdo de nucleotideo € listada

abaixo de cada pico e a seqléncia esperada é anotada acima.
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A FIG. 17 é cromatografias de seqlenciamento de
didebéxi resultante do método de preparo de amostras para
LATE-PCR de "diluir-e-ir" para seqglienciamento de didedxi de
acordo com os métodos da invencdo e do método convencional
de preparo de amostras para LATE-PCR para © mesmo ensaio.

A FIG. 18 & um gel de eletroforese de uma amplificagéo
por LATE-PCR de mais de um produto do mesmo modelo de DNA
na mesma reacao.

A FIG., 19 é cromatografias de seqlienciamento de
didedxi por "diluir-e-ir" do produto da amplificagdo por
LATE-PCR da FIG. 18.

A FIG. 20 mostra que a quantidade de ssDNA e dsDNA
geradas através de amplificagdo por LATE-PCR pode ser
medida independentemente e pode ser usada para calcular a
proporgdo de ssDNA/AsDNA a gqual, por sua vez, pode ser
usada para determinar se a quantidade de ssDNA assim
acumulada até o momento € suficiente para subsequente
seqienciamento via o método de "diluir-e-ir",

A FIG. 21 é a cromatografia de seglienciamento de
didedéxi resultante do método de "diluir-e-ir" empregado em
uma mistura a 50:50 de amplicons de LATE-PCR tendo duas
seqiiéncias intimamente relacionadas, mas diferentes.

A FIG. 22 mostra a faixa de sensibilidade de amplicons
de LATE-PCR misturados tendo seqiéncias intimamente
relacionadas, mas diferentes, que podem ser distinguidos
via o método de "diluir-e-ir".

A FIG. 23 mostra que a LATE-PCR, junto com pelo menos
uma sonda tolerante & combinagdo errdnea, pode ser usada

para gerar curvas de fusdio de end-point as quais, por sua

vez, podem ser usadas para quantificar as quantidades
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relativas de dois ou mais amplicons de LATE-PCR misturados
tendo seqliéncias intimamente relacionadas, mas diferentes.

A FIG. 24 mostra a cinética de védrios ensaios de LATE-
PCR realizados usando duas diferentes concentragdes de Tag
polimerase com cada uma de trés diferentes quantidades de
DNA genbmico.

Simbolos de referéncia semelhantes nos varics desenhos
indicam elementos semelhantes.

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo inclui ensaios de amplificagdc de
dcido nucléico, por exemplo, ensaios de PCR, que incluem
detecgdo de emissdo de fluorescéncia de pelo menos um
primer fluoroforo-rotulado que & excitado, ndo diretamente
através de aplicagdo de 1luz (visivel ou ndo) de um
comprimento de onda fortemente absorvido pelo fluoroforo,
mas indiretamente através de aplicagdo de luz de um
comprimento de onda que excita um corante de DNA
flucrescente préximo, tal como SYBR Green ou, de
preferéncia, SYBR Gold, bem como kits completos e parciais
contendo todos ou alguns reagentes de amplificagdo e
conjuntos de oligonucleotideo contendo tais primers
rotulados e também os primers em si.

Primers de amplificacdc sdo bem conhecidos. Os primers
de acordo com a presente invengdo sdo oligonucleotideos
curtos, geralmente de cinglenta bases de comprimento, que
se hibridizam a uma fita alvo e sdo estendidos por uma
polimerase apropriada. Um primer pode ser composto de
nucleotideos que ocorrem naturalmente ou pode incluir
nucleotideos ndo naturais e ligagdes inter-nucleotidicas

néo naturais. Embora primers geralmente sejam
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oligonucleotideos lineares, eles podem incluir estrutura
secunddria (veja, por exemplo, Nazarenko IA, Bhatnagar SK,
Hohman RJ (1997), "A Closed Tube Format for Amplification
and Detection of DNA Based in Energy Transfer", Nucleic
Acids Res. 25: 2516-2521). Amplifica¢des freqUentemente
incluem © uso de um ou mais pares de primer, cada um
consistindo de um primer dianteiro e um primer reverso. Em
métodos, kits e conjuntos de oligonucleotideo de acordo com
a presente invengdo, um primer de um par ou ambos oS
primers do par podem ser rotulados com um fluoroforo
covalentemente ligado que fluoresce quando corante de DNA
fluorescente préximo € estimulado. Quando o primer rotulado
se hibridiza (ou anela) a sua seqgiéncia complementar em uma
fita modelo, uma regido fita dupla é formada. O corante de
DNA fluorescente se associa com essa regifo, através de
intercalagdo na mesma ou de outro modo e se torna
fluorescente nessa regido, a qual estd préxima do
fluoroforo do primer de modo que, quando o corante €
estimulado em um comprimente de onda que ndo excita
diretamente o fluorofore, o fluoroforo emite em seu
comprimento de onda caracteristico. Esses primers podem ser
usados para monitorar a sintese de produtos resultantes da
extensdo de uma DNA polimerase, tal como agueles
resultantes de PCR e ensaios de extensZo de primer em tempo
real ou através de deteccdo de end-point e/ou para avaliar
a especificidade de produto através de andlise da curva de
fusdo.

Os primers de acordo com a presente invencdo, usados
como um substrato para extensdo por uma DNA polimerase,

incluindo primers para amplificagdo por PCR (simétrica ou
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ndo simétrica incluindo, particularmente, LATE-PCR} sdo
rotulados em qualquer posic¢do de nucleotideo com um
fluorcforo covalentemente ligado, de modo que a extremidade
3" do primer de oligonucleotideo permanega disponivel para
extensdo. Os primers podem ter o design de sondas fita
dupla, conforme descrito por Li, Q. e colaboradores (2002)
("A New Class of Homogeneous Nucleic Acid Probes Based in
Specific Displacement Hybridization", Nucl. Acid Res. 30:

=~

(2)e5). A lnica restrigdo com relagdo a seqiéncia sobre o
oligonucleotideo do primer & gue o oligonucleotideo ndo
deve ter qualquer estrutura secunddria que, em si, leve &
excitagdo indireta do fluoroforo, significando que
geralmente ndo exista estrutura secunddria maior do que 2
pares de base. A porgdc de fluoroforo ndo devera ser
apreciavelmente excitada diretamente, mas o corante deve
ser diretamente excitado pelo comprimento de onda da fonte
de excitacdo wusada; o fluoroforo deve emitir quando o
corante de DNA fluorescente é& excitado em sua presenca
imediata, geralmente ndo maior do que uma disténcia na qual
o fluoroforc sofre transferéncia de energia de ressondncia
por fluorescéncia (FRET); e o espectro de emissdo do
fluorcforo escolhido deve ser distinguivel do espectreo de
emissdo do corante de DNA fluorescente através do uso de
filtros ou deconvolugdc espectral. Sob essas condigdes, ©
fluoroforo fluoresce quando de incorporagdo no produto fita
dupla apds anelamento de primer, incluindo extensdo por uma
DNA polimerase. Perda de fluorescéncia ocorre durante
agquecimento, quando a temperatura de fusdo (T,) do trecho

de DNA fita dupla em particular contendo o fluoroforo é

atingide.
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CondicBes para uso dos primers de acordo com a
presente invencdo em conjunto com corantes de DNA
fluorescentes (concentracdo de primer e corante de DNA,
comprimento de onda de excitagdo de corante de DNA) sdo as
mesmas conforme aquelas conhecidas na técnica para
monitoramento da sintese de produtos de reagdes de extensdo
de primer (incluindo PCR) no curso da reacdo € para
avaliacdo de especificidade do produto da reagdo através de
anidlise de curva de fusdo usando apenas corantes de DNA
fluorescentes, exceto que a fluorescéncia €& coletada no
comprimento de onda de emissdo correspondendo ao fluoroforo
de primer ao invés de ou além do comprimento de onda do
corante. Sob essas condi¢des, os sinais de fluorescéncia se
originam de seqiiéncias fita dupla contendo os primers, ao
invés de todas as seqiiéncias fita dupla na reagdo.

Comparagdo do desempenho do corante de DNA com métodos
e sistemas de acordo com a presente invengdo foi realizada
por meio do experimento reportado abaixo no Exemplo 1 e na
FIG. 1. Um primer fluoroforo-rotulado foi estendido através
de DNA polimerase na presenga de corante SYBR Green e na
presenga de um oligonucleotideo ndo extensivel
relativamente longo hibridizado & fita modelo prdximo da
regifio de extensdo de primer. Isso resultou em uma mistura
de produtos tendo hibridos de fita modelo-primer ndo
estendido, primer curto-produtos da extensdo e ©
oligonucleotideo ndo extensivel, de modo que os hibridos
com o modelo tinham T,'s oscilando de 60 °C (o primer
fluoroforo (Cy5)-rotulado) a 79 °C (o oligonucleotideo ndo
extensivel), com os produtos da extensdo de primer caindo

entre essas duas Ty's.
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Andlise padrdo de curva de fusdo fol realizada sobre a
mistura de reacdo final (amostras duplicadas} usando
leituras de fluorescéncia do corante e leituras de
fluorescéneia do fluoroforo. As curvas de fusdo s8o
apresentadas na FIG. 1. O Painel A é as curvas de fusdo 1
obtidas utilizandoc emissdes de corante. O finico pico & de
79 °C, a temperatura de fusdo do oligonucleotideo ndo
extensivel. Nenhum outro pico é observado, nem mesmo aguele
do primer nfo extensivel. O Painel A demonstra a migragdo
do corante SYBR Green para o hibrido com maior T, durante
geragdo da curva de fusdo, o que disfarca a presenga de
hibridog com menor T,. © Painel B & as curvas de fusdo 2
obtidas utilizando emissdes de fluoroforo. Ele mostra um
pico a 60 °C, a Ty do hibrido primer ndo estendido-modelo e
um pico adicional em uma temperatura entre 69 °C e 7% °C,
isto é, um pico indicativo de produto da extensdo de
primer. As menores T,'s sd3o observadas a despeito da
tendéncia do corante de migrar, conforme mostrado pelas
curvas de fusdo 1. Monitoramento da emissdo de fluoroforo
de acordo com a presente invengdo revela cada espécie
hibrida rotulada com o fluoroforo na mistura em sua
concentra¢do correta. No caso de amplificagles por PCR
utilizando um Gnico par de primers, em que pelo menos um
membro do par € um primer de acordo com a presente
invencdo, andlise da curva de fusdo pode distinguir entre
produtos especificos e ndo especificos usando um Gnico
fluoroforo porque o produto especifico tem uma temperatura
de fus3o esperada e o produto ndo especifico tem uma
temperatura de fusdo inesperada.

No caso de amplificagBes por PCR multiplex utilizando
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mais de um par de primers, em que pelo menos um membro de
cada par de primers & um primer de acordo com a presente
invencdo, dols produtos especificos diferentes podem ser
distinguidos um do outro porque eles tém valores de Ty
diferentes, mas esperados e/ou porque os dois primers
diferentes empregados sdo rotulados com diferentes
fluoroforos. Além disso, andlise de curva de fusdo usando
os primers de acordc com a presente invengao pode ser
realizada durante uma reagdo de amplificac¢do em andamento
ou ao final de uma reacdo.

Incorporagdo de um ou mais primers de acerdo com a
presente invencio durante o curso de uma reagdo pode também
ser usada para medir quantitativamente a extensdo de
amplificacdo de um ou mais alvos durante o curso de uma PCR
ou a sintese de um ou mals trechos de DNA fita dupla
durante o curso de uma reagdo de extensdo isotérmica. Em
qualquer caso, a quantidade de molécula ou moléculas de
produto fita dupla de comprimento total pode ser
acompanhada com o tempo através de deteccdo repetida de
aumento de fluorescéncia ou pode ser medida ao final de uma
reacdo. Além disso, a incorporagdo de um ou mais primers de
acordo com a presente invengdo durante o curso de reagdes
isotérmicas ou reagBes com ciclo térmico pode ser usada
para medir a existéncia e/ou aclmulo de produtos parciais,
isto &, aqueles que comegaram a extensdo junto com uma fita
modelo, mas ainda nfo atingiram seu possivel comprimento
maximo. Em tais casos, as temperaturas de fusdo dos
produtos parciais sdo menores do que a temperatura de fusdo
do produto de comprimento total, mas sdo maiores do que a

temperatura de fusdo do primer rotulade a partir do qual
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eles 980 derivados. Além disso, concomitante com a
incorporagdo do primer rotulade em uma fita de produto
parcial ou de comprimento total, a magnitude dos picos de
temperatura de fusdo gerados a partir do hibrido de
primer/DNA-DNA modelo diminui e pode ser usada como uma
medida adicicnal de sintese de DNA,

Conforme estabelecido acima, cada trecho de um DNA
fita dupla ou amplicon sintetizado através de incorporagéo
de um primer de acordo com a presente invengdo gera um
sinal fluorescente no comprimento de onda de emissdc do
fluoroforo covalentemente ligado de primer, quando
indiretamente estimulado através de FRET ou outro mecanismo
a partir do corante SYBR ligado, um "sinal primer-
especifico". O mesmo DNA fita dupla também gera um sinal
fluorescente no comprimento de onda de emissdo do corante
SYBR, o "sinal de SYBR total", a sccma de todas as
seqiiéncias fita dupla presentes na reagdao, uma vez que
todas as seqliéncias fita dupla fluorescem, a despeitc de
terem um primer rotulado incorporado. Assim, os primers de
acordo com a presente invengdo podem ser usados para
analisar os sinais fluorescentes em termos da seguinte
propor¢do: (sinal primer-especifico/sinal de SYBR total),
aqui depois o valor de (PSS/TSS). Andlise de dados em
termos do valor de (PSS/TSS) corrige variagdes no sinal de
DNA fluorescente do corante (TSS) entre reagbes repetidas.
Isso & particularmente Gtil no caso de amplificagles por
LATE-PCR, porque a taxa de sintese de amplicon fita simples
& proporcional & quantidade de amplicon fita dupla
acumulado ao final da fase exponencial de reagdo. Assim,

pequenas diferengas no nivel de DNA fita dupla entre
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reacdes repetidas alteram a taxa de aclmulo de amplicon
fita simples.

Também & possivel utilizar mais de um primer rotulado
com o mesmo fluoroforo, na medida em que os amplicons sejam
diferencidveis por uma andlise de curva de fusdo pbs-
amplificagdo. Veja FIG. 1, Painel B, para exemplificagdo
desse principio. Sinal do fluoroforo em comum ao final de
uma etapa de extensdo, a qual pode ser a etapa de extensdo
final (end-point) ou etapas de extensdo intermediarias,
proporciona uma indica¢do dos amplicons totals incorporando
o fluoroforo. Andlise de curva de fusdo distingue entre
produtos e proporciona uma medida quantitativa de suas
concentragdes.

LATE-PCR & uma amplificagdo por PCR ndo simétrica que,
dentre outras vantagens, proporciona um grande "espago de
temperatura® no qual ac¢Bes podem ser tomadas. Veja WO
03/054233 e Sanchez e colaboradores (2004}, citados acima.
LATE-PCR permite o uso de sondas de hibridizagdo de "baixa
T." e "T, super-baixa" para detectar os produtos da
amplificacdo ("amplicons") que s&o fita simples. Varios
tipos de sondas que sdio especificas a um Gnico alvo em um
ensaic em particular, incluindo sondas de alelo-
discriminacio capazes de discriminar contra uma combinagao
errénea de um fnico par de base, tais como sondas
sinalizadores moleculares de alelo-discriminagdo, podem ser
utilizadas com LATE-PCR como sondas de baixa T, e T, super-
baixa, assim como sondas tolerantes & combinagdo errdnea,
tais como sondas sinalizadoras moleculares tolerantes a
combinacdo errénea ou sondas lineares (espiral aleatbria)

tendo um fluoroforo indiretamente excitdvel por emissdo de
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um corante SYBR. N&s projetamos uma nova classe de sondas
de alelo-discriminacdo Gtil como sondas de baixa Tp e Ty
super-baixa em ensaios de LATE-PCR que permitem a
determinacio de propor¢des de fita simples/fita dupla
dentro de uma rea¢do, assim como sondas sinalizadoras
moleculares de alelo-discriminag¢do rotuladas com tal
fluoroforo.

As sondas de alelo-discrimina¢do de acordo com &
presente invengdo sdo sondas silenciadas, de alelo-
discriminac8o, fita dupla modificadas de acordo com Li, Q.
e colaboradores (2002), Nucl. Acid Res. 30: (2)e5). Elas
tém as seguintes modificagdes: elas sdo rotuladas com um
fluoroforo que & indiretamente excitdvel através de
excitacdo de um corante fluorescente de DNA fita dupla, tal
como SYBR Green ou SBYR Cold, mas ndo diretamente
excitdveis pelo comprimento de onda utilizado para
estimular o corante (nesse caso, similar aos primers
discutidos acima) e elas sdo construidas para serem sondas
de baixa T, ou T, super-baixa. Quandc ndc ligada a sua
seqiéncia alo, tal sonda se liga a um oligonucleotideo
complementar  mais curto. Nés  preferimos que 0
oligonucleotideo complementar inclua um corante
silenciador, tal como corante silenciador Dabcila ou a
Black Hole™, para reduzir a fluorescéncia de fundo da
sonda. Alternativamente ou além disso, a fluorescéncia de
fundo pode ser reduzida incluindo residuos de guanidina
adjacentes ao fluoroforo (G-silenciamento). Na presenca da
fita alvo totalmente complementar, a fita complementar mais
curta é deslocada, a fita fluoroforo-rotulada mais longa se

hibridiza ao alvo e a o fluoroforo é ndo silenciado e
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tornado capaz de receber energia do corante de modo a
fluorescer em seu comprimento de onda caracteristico.
Vérias dessas sondas para diferentes alvos, rotuladas com
diferentes fluoroforos, podem ser usadas para ensaios
multiplex. |

Tais sondas de alelo-discriminag¢@o sdo projetadas para
ter uma temperatura de fusdo concentragdo-ajustada, Tupo.
no ensaio, o que as tornam com baixa T, ou T, super-baixa.
A Tug do hibrido de sonda-alvo &, convenientemente,
determinada e ajustada empiricamente, embora um valor
calculado possa ser empregado, pelo menos como um bom ponto
de partida para minimizar ajuste. O comprimentc e
concentragdo da fita complementar da sonda com relagdo a
fita fluoroforo-rotulada sdo ajustados empiricamente para
discriminagdo méxima de alelo. Nés comegamos com um
comprimento de 1-3 nucleotideos mais curto do que a fita
fluoroforo-rotulada e uma concentragdo de 1-1,2 vezes a
concentracdo da fita fluoroforo-rotulada.

Fm um ensaio de LATE-PCR, essags sondas de alelo-
discriminacdo s3o utilizadas em uma etapa de detecgdo em
baixa temperatura, de preferéncia apds a etapa de extenséo
de primer em ciclos apbs exaustdo do Primer Limitado. Para
leituras em tempo real sobre miltiplos ciclos, o corante
SYBR & excitado e a fluorescéncia é lida do corante e do
fluoroforo (ou fluoroforos). Nos preferimos ler o sinal de
corante durante ou ao término da etapa de extensdo de PCR,
quando a temperatura estd acima da T, da sonda (ou sondas)
e ler a emissdio de fluoroforo durante a etapa de detecgdo
em baixa temperatura, quando as sondas (uma sonda de alelo-

discriminacdo de acordo com a presente invengdc ou uma
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gsonda sinalizadora molecular apropriadamente rotulada) sé&o
hibridizadas. Ent&#o, ndés determinamos a proporgdo de
fluorescéncia de cada sonda para o sinal total de SYBR.
Essa proporgdo minimiza diferencas entre ensaios repetidos
em virtude de diferencas no actimulo de preduto. Pelo fato
das diferencas serem minimizadas, tais proporgdes podem ser
usadas para andlise de end-point também.

0 uso de proporgdes de produto fita simples para
produto fita dupla permitido por primers e sondas de acordo
com a presente invencdo €& wuma técnica para reduzir a
disperséo entre ensaios repetidos, conforme fol
estabelecido. Isso é particularmente importante para
ensaios de end-point, os quais ndo revelam a cinética de
reagdo. Um exemplo € um ensailo de LATE-PCR para distinguir
amostras  homozigdticas e amostras heterozigbticas
utilizando um par de primer para ambos os alelos e uma
sonda de alelo-discriminagdo de acorde com a presente
invengdo. A FIG. 2 ilustra a reducdo na dispersdoc obtida
quando aplicada a uma amplificagdo por LATE-PCR com uma
etapa de deteccdo em baixa temperatura realizada com um
corante SYBR (nesse caso, SYBR Gold), uma sonda de alelo-
discriminacdo para um alelo rotulado com Cy5, excitagdo do
corante e leituras de sinais do corante (a 72 °C, a
temperatura de extensdo) e o fluoroforo (a 55 °C, uma
detecgdo em baixa temperatura apds extensdo de primer). O
Painel A apresenta as leituras em tempo real do flucroforo
para amostras homozigdticas repetidas (circulo 21) e
amostras heterozigbticas repetidas (circulo 22). Conforme &
evidente, a dispersdo entre as réplicas borra a diferenca.

O Painel B, contudo, plota a proporgdo de sinais de Cy4
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para sinais de SYBR para as amostras homozigbéticas (circulo
23) e amostras heterczigbticas (circulo 24). A redugdo de
dispersdo é suficiente para permitir um ensaio de end-
point.

A presente invencdo também inclui sondas fita simples
com baixa T, ou T, super-baixa tolerantes & combinagdo
errdnea que sdo rotuladas, de preferéncia terminalmente
rotuladas, com um fluoroforo excitdvel pela emissdo de um
corante de DNA fluorescente {por exemplo, SYBR Green I ou
SYBR Gold) e que sdo silenciadas para reduzir a
fluorescéncia de fundo. Essas sondas trazem uma porgdo de
silenciamento que suprime a fluorescéncia na auséncia do
alvo. Sondas lineares tolerantes & combinacdo errfnea tém
uma tendéncia a duplicar e formar regides fita dupla curtas
4 medida que a temperatura & diminuida. O uso de uma etapa
de detec¢do por LATE-PCR em baixa temperatura exacerba essa
tendéncia. Isso nfo ocorre quando a sequéncia de sonda &
hibridizada a seqiéncia alvo. Se a sonda inclui um
fluoroforc que € excitado pela emissdo de um corante SYBR
que estd presente na mistura de reagdo, o corante se
intercala em ou, de outro modo, se associa com a regido
fita dupla nio desejada das moléculas de sonda ndo ligadas
e, assim, excita o fluoroforo da sonda através de FRET. O
resultado & um aumento na fluorescéncia de fundo em bhaixa
temperatura.

8ilenciamento de sondas tolerantes & iniciagdo errdnea
de acordo com a presente invengdo é obtido através da
adicdo de uma porgdo de silenciamento, por exemplo, um

corante silenciador (BHQ) DABCILA ou Black Hole™, & sonda

em um local no qual ele silencia a fluorescéncia de
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fluoroforo resultante da estrutura secunddria ndo desejada
dentro da sonda ndo ligada. N&s preferimos adicionar o
corante silenciador ao extremidade oposta do fluoroforo
sempre que possivel. 0 Exemplo 2 abaixo exemplifica duas
possiveis técnicas, simplesmente adicionando um corante
silenciador ou construindo um “hairpin” silenciado, isto &,
uma estrutura secunddria especificamente projetada que
mantém o corante gilenciador em proximidade intima com o
fluoroforo, 4  estrutura secundéria, ou ambos. De
preferénecia, a T, da estrutura secunddria construida & pelo
menos 5 °C maior do que a T de gqualquer estrutura
secunddria alternativa de modo que, na auséncia de alvo, a
maioria das moléculas da sonda estdoc na configuragdo de
“hairpin’ e a fluorescéncia de fundo & baixa. A T, do
tronco construideo estd abaixo da T, da sonda hibridizada ao
alvo perfeitamente equivalentes e similar a T, da sonda
hibridizada a seus alvos ndo equivalentes, de modo gque a
hibridizacdo aos alvos da seqiiéncia dentro do tronco ndo €
impedida pela formagdo do tronco.

Deteccdo e identificac3o de alvos de &cide nucléico
podem ser realizadas utilizando uma ou midltiplas sondas
tolerantes & combinagdo errdnea de baixa temperatura que
sinalizam gquando hibridizadas, incluindo sondas
ginalizadoras moleculares tolerantes & combinagdo errénea,
sondas fita simples lineares que sdo indiretamente
excitadas através de excitagdo de um corante de DNA
fluorescente e sondas lineares silenciadas de acordo com a
presente invengdo. Uma mistura de sonda pode, para
determinadas modalidades, incluir também pelo menos uma

sonda alelo-especifica de acordo com a presente invengdo.
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Uma técnica Gtil é utilizar uma proporgdo de fluorescéncia
de duas sondas como uma fungdo da temperatura para
distinguir entre alvos tendo uma T, similar com relagdo a
pelo menos uma das sondas. Algumas vezes, nds referimos as
curvas de tal proporgdc como uma “"assinatura de
fluorescéncia™ de um alvo.

Com LATE-PCR que inclui uma etapa de detec¢do em baixa
temperatura, € possivel combinar o efeito de temperatura de
deteccdo com o efeito de assinatura de fluorescéneia. um
ensaio que nds usamos com midltiplas sondas tclerantes &
combinacdc errdnea incluindo, mas ndoc limitado a, sondas
silenciadas, fita simples, indiretamente excitdveis de
acordo com a presente invengdoc, & uma amplificacdo por
LATE-PCR consistindo de uma etapa de temperatura elevada
para desnaturar o DNA fita simples (95 °C durante 2 min),
seguido por amplificagdo em fase exponencial utilizando
Primer Limitado e Primer em Excesso (30 cicles de 95 °C
durante 10 seg, 60 °C durante 15 seg e 78 °C for 40 sey),
sequido pelo término da fase exponencial e a subseqlente
fase linear durante as quais as etapas de detecgdo de sonda
estdo incluidas (40 ciclos de 95 °C durante 10 seg, 60 °C
durante 15 seg, 78 °C durante 40 seg, 55 °C durante 20 seq,
50 °C durante 20 seg, 45 °C durante 20 seg e 40 °C durante
20 seg). Isso proporciona quatro temperaturas de detecglo
abaixo da temperatura de anelamento de primer, 60 °C. A
produgdo de fita dupla pode ser monitorada através de
emigsdo de corante SYBR na temperatura de extensdo de
primer, 78 °C, a qual estd acima da T, de qualquer sonda.
Emissdo de fluoroforo pode ser monitorada em cada

temperatura baixa de 55 °C a 40 °C. Apds o Gltimo ciclo, a
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temperatura pode ser diminuida para um valor baixo, por
exemplo, 30 °C, e lentamente aumentada para andlise de
fusdo. BAlém dos niveis de fluorescéncia detectados,
proporgdes de fluorescéncia de fluorofore para
fluorescéncia de corante e proporgdes de fluorescéneia de
fluoroforo podem ser usadas para gerar informacdo de
diferenciagdo de amplicons.

Algumas das Figures sdo ilustrativas de técnicas que
tomam vantagem das seguintes possibilidades. A FIG. 4
mostra o comportamento de fusdo de suas sondas tolerantes &
combinacdo errbnea contra o gene de RNA ribossémico 16s de
varias espécies de Micobactérias. Duas sondas foram usadas:
a sonda silenciada de formagdo de “hairpin” descrita no
Exemplo 2, tendo a seqUéncia 5'-Cy5 - CTG GAT AGG ACC ACG
AGG CCA G - BHQ II -3' (SEQ. ID No. 2) e uma sonda TAMRA-
rotulada tendo a seqiiéncia 5'-G CAT GIC TTG TGG TGG-T AMRA-
3' (SEQ. ID No. 3). Descobriu-se que a tltima sonda, a qual
nio foi silenciada, proporciona sinais discerniveis acima
da base para vArias espécies. O Painel A da FIG. 4
apresenta curvas de fusdo para a sonda de “hairpin” sem
alvo (linha 41), M. asiaticum (linha 42), M. gordonae
(linha 43), M. heidelburgense (linha 44), M. mahnoense
(1inha 45) e M. marinum {linha 46). O Painel B apresenta
curvas de fusdo para a sonda TAMRA-rotulada sem alvo (linha
47), M. asiaticum (linha 48), M. gordconae (linha 49), M.
heidelburgense (linha 50) M. wmalmoense (linha 51) e M.
marinum (linha 52). O Painel C da FIG. 4 plota a proporgao
de fluorescéncia de TAMRA para fluorescéncia de Cy5, M.
asiaticum (linha 53}, M. gordonae (linha 54), M.

heidelburgense (linha 55}, M. malmoense (linha 56) e M.
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marinum (linha 57).

Outra técnica analitica & plotar a taxa de alteragao
de fluorescénecia dos fluoroforos como uma fungdo da
temperatura. A FIG. 5 apresenta tais plotagens para a sonda
de “hairpin” silenciada Cy5-rotulada de acordo com a
presente invengdo e a sonda ndo silenciada TAMRA-rotulada,
ambas descritas acima. O Painel A é a sonda de “hairpin”
silenciada e o Painel B é a sonda TAMRA-rotulada. As
plotagens mostram picos de fus3o para M. asiaticum (linhas
61, 71), M. gordonae (linhas 62, 72), M. heidelburgense
(linhas 63, 73), M. malmoense (linhas 64, 74} e M. marinum
(linhas 65, 75). Usando ambas as sondas, & possivel
distinguir os cinco alvos pelos picos de fusdo. A sonda
Cy5-rotulada em si foi capaz de distinguir M. gordonae
(linha 62) dos outros. A sonda TAMRA-rotulada em si pdde
distinguir cada um de M. asiaticum (linha 71}, M. gordonae
(linha 72) e M. marinum (linha 75) dos outros. Tomadas
juntas, essas sondag poderiam distinguir M. heidelburgense
de M, asiaticum, porgue M. heidelburgense proporcionocu um
pico elevado com a sonda Cy5 e um baixo pico com a sonda
TAMRA, enquanto que M. asiaticum proporcionou o oposto. Com
uma Unica sonda por amplicon, alturas relativas de pico
podem refletir diferengas na concentragdo de produto. Aqui,
contudo, ambas as sondas detectam o mesmo amplicon, assim,
alturas relativas de pico refletem diferengas nas
caracteristicas de fusdo de sonda-alvo.

Qutra ferramenta analitica, descrita acima, & usar uma
ou mais proporgdes de fluorescéncia, tal como, na
modalidade discutida aqui em particular, a proporgdo de

fluorescéncia de TAMRA para a fluorescéncia de Cy5 na mesma
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temperatura ou em temperaturas diferentes durante a PCR.
Uma estratégia 0til para design de sonda inclui projetar
uma sonda para se ligar a uma regido conservada em comum a
miltiplas espécies para servir como uma referénecia ou
incluindo, onde necessdrio, utilizando uma parte da
seqiéneia do Primer Limitado come uma regifo conservada.
Essa é uma opgdo para LATE-PCR, porque as Tp's da sonda
estdo bem abaixo da T, do Primer Limitado e da temperatura
de anelamento, de modo que a sonda com uma seqiéncia em
comum ndc interfere com a amplificag¢do. A FIG. 6 mostra os
resultados usando vuma combinagdo de proporgdes de
fluorescéncia. Nessa meodalidade, nds utilizamos, como uma
propor¢do de valores de fluorescéncia de TAMRA/Cy5, cada um
coletados na temperatura de detecgdo de 40 °C e, como a
outra proporgdo, a proporgdo de sinais fluorescentes de
TAMRA/Cy5 coletados nas temperaturas de detecgdo de 45 °C e
55 °C, respectivamente. A FIG. 6 plota ambas as proporgdes
em um ciclo em particular, nesse caso, ciclo 50. Seis
réplicas proporcionaram dados ndo sobrepostos para as
varias espécies de M, asiaticum (circulo 81), M. gordonae
(circulo 82}, M. heidelburgense {circulo 83), M. malmoense
(circulo 84) e M. marinum {circulo 85).

Medicdo de fluorescéncia da sonda em diferentes
temperaturas durante PCR tem vantagens com relagdo a
anilise limitada & fusdes pds-PCR. Uma vantagem €& a
capacidade de comparar valores de fluorescéncia em um
nimero especifico de ciclos apds o ciclo de limiar, valor
de CT, ter sido atingido. Isso permite o uso de proporgdes
com corantes SYBR (ou outros corantes de intercalagdo),

-

conforme descrito acima. Outra vantagem € que cada amostra
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tem uma fluorescéncia de fundo medida em cada temperatura
durante ciclos antes de detecgdo de amplicon. Assim,
ajustes precisos podem ser feitos para varia¢des amostra-
para-amostra na fluorescéncia de fundo. E possivel medir a
fluorescéncia em muitas temperaturas durante a PCR,
proporcionando andlise de fusdo quase qué completa sobre a
faixa de temperatura na qual a sonda mostra diferencas na
hibridizacdo a diferentes alvos. O nimero e duragao dessas
etapas dependem, em parte, das capacidades do equipamento
de deteccdo. Deteccdo continua de fluorescéncia durante
aumentos ou diminuicbes a temperatura é possivel com alguns
ciclizadores térmicos. Detec¢do em miltiplas temperaturas
ndo precisa comegar até algum ponto exatamente antes que
uma elevagdo inicial na fluorescéncia é esperada. Detecgdo
em miltiplas temperaturas pode ser feita a cada ciclo ou em
algum outro intervalo, por exemplo, a cada cinglenta
ciclos. Eliminacdo de midltiplas etapas de detecgdo durante
os ciclos iniciais e redugdo da freqiénecia dessas etapas
reduz ¢ tempo global requerido para completar a reagdo de
amplificac8o. Quando de utilizagdio de uma proporgdo de
fluorescéneia de sonda para fluorescéncia de corante, de
preferéncia, a fluorescéncia de sonda & medida sobre as
temperaturas nas quals a sonda se hibridiza a seus alvos e
a fluorescéncia do SYBR é medida em temperaturas nas quais
as sondas ndo sd3o ligadas. Mais preferivelmente, a
fluorescéncia do SYBR é medida na temperatura de extensdo.
Uma vez que a fluorescéncia da sonda aumenta em ciclos bem
além do valor do ciclo de 1limiar (CT) engquanto a
fluorescéncia do SYBR atinge um platd, essas proporgdes

mudarjo durante a reagio de amplificagdo. Portanto, &
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importante comparar proporgBes de amostras individuais em
um nimero especifico de ciclos além do valor de CT de cada
amostra.

Andlise de produtos de DNA fita simples também pode
ser realizada usando uma finica sonda tolerante & combinagdo
errfnea cujo sinal & medido em mais de uma, por exemplo,
duas ou trés, temperaturas diferentes. Os dados resultantes
podem, entdo, ser processados como proporgdes usando os
valores de fluorescéncia em duas ou mais temperaturas. A
propor¢do reduz significativamente as diferencas de sinal
entre amostras repetidas e proporciona medigdo quantitativa
do alelc em questdo., A FIG. 11 mostra niveis de
fluorescéncia de sonda em duas temperaturas. Conforme
ilustrade na FIG. 11, sinais de sonda provenientes de
hibridizacfio da sonda & fita de Primer em Excesso sdo
coletados em uma temperatura elevada onde a sonda € de
discriminagdo de alelo e se liga apenas ao alelo totalmente
complementar, bem como em temperaturas menores onde a sonda
& totalmente tolerante & combinagdo errlnea e se liga a
todas as possiveis variantes alélicas da sequéncia alvo.
Medicdo da fluorescéncia na temperatura elevada e bhaixa e
cdlculc das proporgdes resultantes também podem ser
realizados comc um ensaio de end-point. Nos nos referimos a
esses ensaios como "Ensaios de Normalizagdo de Duas
Temperaturas (sem correcio para a base)". Eles distinguem
prontamente genotipos homozigdticos e heterozigdticos,
conforme ilustrado na FIG. 11. Esse tipo de ensaio pode ser
realizado com um ensaio de LATE-PCR homogéneo de end-point,
ensaios de QE LATE-PCR.

A FIG. 11 reporta sinais de fluorescéncia corrigidos
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para a linha de base. Conforme discutido no Exemplo 5, nds
preferimos usar sinais de fluorescéncia brutos ao invés de
corrigidos para a linha de base do ABI 7700, conforme
mostrade na FIG. 12, A correcdo para a linha de base
introduz potencialmente defeitos nas propor¢des
fluorescentes normalizadas de amostras individuais, porque
o fator de correcio é sensivel a flutuagBes esplrias nos
sinais de fluorescéncia de fundo usados para definir a
linha de base. Leituras da fluorescéncia bruta ndo estdo
sujeitas a esse defeito. Contar com os sinals fluorescentes
brutos torna o ensaio aplicdvel a qualquer termociclizador
de PCR com capacidades de fluorimetro ou regular os
termociclizadores usados em combinagdo com um fluorimetro
temperatura-regulado para leituras de fluorescéncia de end-
point.

Genotipificac8o por QE-LATE-PCR pode ser ainda
refinada construindo propor¢des de sinais detectados em
mais de duas temperaturas. Um método com trés temperaturas
para normalizagio de dados de end-point g fornecido na
seguinte foérmula:

Valor de fluorescéncia normalizado = (Fs-Ft)/({Fb-Ft),
onde (Ft = fluorescéncia na temperatura superior), (Fb =
fluorescéncia na temperatura inferior), (Fs = fluorescéncia
em qualquer dada terceira temperatura). O método com trés
temperaturas aplicade a  genotipos homozigdticos e
heterozigéticos de um sitio SNP dentro do gene p53 humano é
descrito no Exemplo 6 e ilustrado na FIG. 13.

Piro-seqiienciamento & um método de seqiienciamento por
sintese isotérmico, em tempo real conhecido na técnica. Ele

é catalisado por quatro enzimas cineticamente equilibradas:
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DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase. O
método inclui um primer de seqlenciamento anelado a DNA
fita simples. Cada nucleotideo é distribuido e testado
individualmente «com relagdo & sua incorporagdc na
extremidade 3' do primer de seqlienciamento de acordo com a
sequéncia do DNA modelo. Um evento de incorporagdo com
sucesso & acompanhado por liberagdo de pirofosfato (PPi) em
uma quantidade equimolar a quantidade de nucleotideo
incorporado. ATP sulfurilase converte, guantitativamente, ©
PPi liberado em ATP na presenga de ATP 5' fosfo-sulfato de
adenosina. ATP, entdo, acicna a conversdo luciferase-
mediada de luciferina em oxiluciferina, que gera luz
vigivel em quantidades que sdo proporcionals a quantidade
de ATP. A luz é detectada por uma clmera com dispositivo
carga-acoplada (CCD) e visualizada como um pico em um
pirograma. dNTP ndo incorporado e ATP em excesso 8do
continuamente degradados pela apirase. A seqUéncia de
nucleotideo é determinada a partir da ordem de distribuigdo
de nucleotideo e alturas de pico no pirograma, os quais sdo
proporcionais as quantidades de nucleotideos incorporados.
LATE-PCR gera eficazmente DNA fita simples e, assim,
elimina a necessidade de métodos convencionais de preparo
de amostra para Piro-seqlienciamento requeridos para gerar
modelos fita simples a partir de produtos de PCR fita dupla
tradicionais. O uso de produtos de LATE-PCR para Piro-
seqlenciamento, contudo, requer remogdo eficaz de reagentes
deixados pela reagdo de amplificagdo (dNTP, pirofosfato e
Primers em Excesso que interferirfo com a quimica de Piro-
seqlienciamento). Remog¢do dos reagentes deixados pode ser

realizada através de purificacdo em coluna, precipitagdo
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com etanol ou qualquer abordagem conhecida de purificagdo
de produto de PCR para remogdo de dNTP, pirofosfato e
Primers em Excesso da reag8o de amplificagdo. Apds limpeza,
o DNA fita simples da LATE-PCR é diretamente anelado ao
primer de seqienciamento e processado para Piro-
seqlienciamento de acordo com as instrug¢des do fabricante. E
importante que as amostras de LATE-PCR ndo sejam aquecidas
para uma temperatura que desnatura os produtos fita dupla
gerados na reacdo para assegurar que os Unicos modelos
disponiveis ao primer de seqlenciamento sdo os produtos de
DNA fita simples. Na verdade, pode ndc ser necessario
aquecer as amostras de LATE-PCR para anelamento de primer,
uma vez que o DNA modelo j& & fita simples.

Nés combinamos amplificacdo por LATE-PCR com métodos
de limpeza simplificados para preparas amostras para
operacdes de seqlienciamento. Veja Exemplo 7 e FIG. 14. Nbs
projetamos dois métodos de preparo de amostra para LATE-PCR
para Piro-seqlienciamento que ndo envolvem purificacdo do
produto de PCR fisico e podem ser realizados em um {nico
tubo. No primeiro método, o problema de dNTPs restantes de
uma amplifica¢do por LATE-PCR & dirigido usando quantidades
limitadas de todos os dNTPs durante a amplificagdo, de modo
que os dNTPs sd3o eliminados no curso da reagdo (mas néo
prematuramente de modo a causar produgdo insuficiente de
DNA fita simples, isto &, a fita de Primer em Excesso), ©
que pode ser determinado através de experimento de rotina.
O problema do pirofosfato restante de LATE-PCR é dirigido
através de tratamento da amostra de LATE-PCR com uma enzima

trazendo uma atividade de pirofosfatase, por exemplo, uma

pirofosfatase tal como pirofosfatase de levedo, seguido por
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inativagdo térmica. O Primer em Excesso que resta de uma
amplificac8o por LATE-PCR ndo interferird com o Piro-
seqienciamento, uma vez que a seqléncia alvo equivalente
para esses primers sobre a extremidade 3' do produto da
extensdo de Primer Limitado (a fita de Primer Limitado) é&:
2A) ligado em uma forma fita dupla e, portanto, ndo
facilmente disponivel e B) 5-20 vezes menos abundante do
que a fita do Primer em Excesso, dependendo das proporgdes
de primer em LATE-PCR. Contudo, para eliminar gqualquer
possibilidade de iniciagdo errdnea pelos Primers em Excesso
sobre produtos de PCR na temperatura usada para Piro-
seglienciamento, pode-se opcionalmente adicionar  um
oligonucleotideo complementar ao Primer em Excesso no
inicio da amplifica¢do por LATE-PCR. Esse oligonucleotideo
complementar deve ter uma T, pelo menos 5-10 °C abaixo da
Tn do Primer em Excesso, por exemplo, sendo uns poucos
nucleotideos mais curto do que o Primer em Excessc em sua
extremidade 3' e deve ser bloqueado na extremidade 3
através de qualquer método conhecido por aqueles
habilitados na técnica para impedir extensdo do
oligonucleotideo por DNA polimerases (por exemplo, através
de inclusdo de um grupo fosfato). Quando projetado desse
modo, © oligonucleotideo complementar ndo interfere com a
amplificacdo por LATE-PCR, mas forma um hibrido fita dupla
estavel com o Primer em Excesso na temperatura usada para
Piro-seqlenciamento, desse modo, impedindo o Primer em
Excesso de iniciacdo errdnea em outros locais
complementares sobre o] material amplificado.
Alternativamente, o oligonucleotideo complementar pode ter

0 mesmo comprimento ou uma T, que & menos do que 5-10 °C
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abaixo daquela do Primer em Excesso, ou ambos, se
adicionado apdés a reagdo de LATE-PCR. Adicionalmente, um
oligonucleotideo 3' bloqueado contendo a mesma seqiéncia
que o Primer em Excesso, com ou sem outras modificagles
para aumentar sua T, (por exemplo, bases extras na
extremidade 3' ou uso de andlogos de LNA, etc.), pode ser
adicionado apbs a reagdo de LATE-PCR em uma concentragdo
suficiente para competir com os Primers em Excesso pelo
local complementar sobre a extremidade 3' da fita do Primer
Limitado.

0 segundo método inclui pré-tratamento de amostras de
LATE-PCR com as mesmas misturas de enzima e substrato
usadas para Piro-seqlienciamento, seguido por anelamento de
primer e adi¢do de dNTPs individuais para Piro-
seqienciamento, Nesse método, a ordem do protocolo
recomendado pelo fabricante ¢é invertida (isto &, o
protocolo normal requer anelamento de primer, seguido pela
adicdo de mistura para reagdo de Piro-seglienciamento}.
Nesse método, a apirase presente na mistura de Piro-
seqienciamento degrada os dNTPs, enguanto gque ATP
sulfurilase e luciferase convertem pirofosfato em ATP e
luz. A luciferase e luciferina contidas nessas solug¢des
proporcionam um sistema Gtil para monitoramento da
decomposigdo de PPi, bem como dNTPs. ATP e dATP servem COmMO
substratos para a luciferase, assim, de modo dque a
interrupgdo da produgdo de 1luz da amostra, conforme
detectado pela clmera de CCD na maquina de Piro-
seqlienciamento, serve como uma boa aproximagdo para
limpeza. Se necessdrio para um preparado em particular,

particularmente se amplicons sdo mais longos do que cerca
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de 100 pares de base ou mais do que cerca de vinte pares de
base tém de ser seqlienciados, os substratos eliminados por
essas rea¢des (5' fosfo-sulfato de adenosina e luciferina)
sdo, entdo, repostos antes do inicio de seqlenciamento de
DNA. Em alguns casos, tratamento inicial requerera mais
mistura de substrato do que o protocolo do fabricante. Em
casos onde aguecimento e resfriamento sdo requeridos para
subseqiiente anelamento de primer, esses reagentes $eréo
destruidos e precisam ser repostos antes de Piro-
sequenciamento.

Uma variacdo do segundo método & adicionar uma enzima
pura com uma atividade de dNTPase, por exemplo, uma
apirase, tal como apirase de batata, e uma enzima
purificada com atividade de pirofosfatase, por exemplo, uma
pirofosfatase tal como pirofosfatase de levedo, seguido por
inativagdo térmica dessas enzimas, anelamento de primer e,
entdo, Piro-sequenciamento convencional. Mais uma vez, 0S
Primers em Excesso restantes da ILATE-PCR geralmente ndo
interferirdo com o Piro-sequenciamento mas, no caso em que
ocorre, esses primers podem ser eliminados usando a
estratégia de oligonucleotideo complementar descrita acima.
Esse segundo método ndo requer ajustes da concentragdo de
dNTP para diferentes amplificagdes por LATE-PCR e, assim,
economiza um tempo apreciavel.

Piro-seqlienciamento direto de produtos de LATE-PCR
requer 0,5-4 pmoles, algumas vezes 2-4 pmoles, de produtos
fita simples preparados anelados a 3-15 pmoles, algumas
vezes 10-15 pmoles, de primer de seqlienciamento, dependendo
do instrumento de Piro-seglienciamento usado. Nos segundo e

terceiro métodos de preparo de amostra, & importante que o
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volume de amostra de LATE-PCR adicionado seja menor do que
um meio, algumas vezes menor do que um tergo, da reagdo de
Piro-seqiienciamento total para preservar o pH Otimo da
mistura de Piro-seqlenciamento (pH de 7,5 comparado com pH
de 8,0 ou acima, por exemplo, 8,3, ©para PCR).
Alternativamente, produtos de LATE-PCR podem compreender
mais de metade do volume de reagdo se a concentragdo de
tampdo e pH sdo conseqlientemente ajustados. Reagentes
usados para monitoramento dos varios ©pHs de uma
amplificagdo por LATE-PCR, tais como corantes de DNA
fluorescentes e sondas de hibridizagdo, sdo compativeis com
Piro-seqlienciamento e ndc precisam ser removides, exceto
quando a gonda de hibridizagdo & projetada para se ligar a
uma regido a ser seqglienciada ou onde o primer de Piro-
seqienciamento ge liga. Nesse caso, uma das estratégias
descritas acima para blogueio do Primer em Excessc pode ser
empregada para bloquear a sonda de hibridizag¢do. Nos
determinados que reagentes para inibir a iniciagdo errdnea
durante amplifica¢do, divulgados em nosso pedido de patente
Provigério dos Estados Unidos concorrentemente depositado,
intitulado "Reagents and Methods for Improving
Reproducibility and Reducing Mispriming in PCR
Amplification", sdo compativeis com Piro-seqglienciamento
quando a concentracdo final desses compostos na reagdo de
Piro-sequenciamento & de 300 nM ou abaixo, de preferéncia
200 nM ou abaixo e a DNA polimerase padrdo para Piro-
sequenciamento & usada (fragmento de DNA polimerase Klenow
exonuclease-deficiente). Utilizando uma técnica de preparo
de amostra para PCR que permite preparc e amplificagdo na

mesma camara ou reciplente (veja, for exemplo, publicagdo
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de patente dos Estados Unidos US-2003-022231-Al), em
combinagdo com uma amplificagdo por LATE-PCR realizada em
pequenos volumes, de preferéncia menor do que ou igual a 10
nl, por exemplo, 2-10 pl, é possivel obter informagdo de
Piro-seqlenciamento de pequenos grupos de células (de um a
10.000 células) em um formato em um Gnico tubo. De acordo
com esse ensalo de "célula-para-seqliéncia”, pequenos grupos
de células (de uma a 10.000 células) sdo preparados para
amplificacdo de acordo com a técnica de preparo de amostra
para PCR, tal como aquela descrita em Pierce e
colaboradores (2002) Biotechniques 32(5): 1106-1111 (veja
publicagdo de patente dos Estadocs Unidos US-2003-022231-
Al), submetidos a amplificaqéo por LATE-PCR e processados
diretamente para Piro-seqlenciamento em um  Gnico
recipiente, cavidade, tubo ou cdmara de reagdo, conforme
descrito acima. Conforme demonstrado no Exemplo 8 abaixo e
mostrado na FIG. 15, o método em um Unico tubo permite
genotipificagdo precisa e exata, mesmo a nivel de uma Gnica
célula, uma {nica molécula,

Uma preocupagdo geral de abordagens de limpeza por PCR
enzima-baseada para Piro-seqlenciamento é a superprodugdo
de subprodutos da decomposigdo que podem levar & inibigdo
de feedback de enzimas durante o seqlienciamento posterior e
comprimentos de leitura reduzidos. Esses incluem SO.°°,
oxiluciferina, fosfato inorganico (Pi), dNMPs e AMP. Uma
forma de limitar o reservatbério de Pi e dNMPs é reduzir a
concentragdo de dNTPs usada durante PCR (embora, ndo
necessariamente, até o ponto onde eles sdo mais totalmente
consumidos durante a reacgdo, conforme discutido acima em um

método) . Através de PCR quantitativa, observagdes sobre
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amplicons de LATE-PCR de até seiscentos pares de base de
comprimento, nds descobrimos que as concentragdes de dNTP
podem ser rotineiramente diminuidas para 100 nM sem afetar
a eficdcia de amplificagdo, Sob tais condigdes, Piro-
seqlenciamento ou reagdes de LATE-PCR enzimaticamente
preparadas podem ser obtidas para mais de cingllenta bases
congecutivas, conforme demonstrado no Exemplo 9, FIG. 16.
No caso de seqienciamento de didedx1, nos
desenvolvemos um protocolo que inclui diluig¢do como o fGnico
tratamento necessadrio do produto amplificado por LATE-PCR.
Seqlienciamento convencional de dideéxi de amplicon fita
simples a partir de uma amplificac@o por LATE-PCR através
de sequenciamento de ciclo requer 5 fmoles desse produto e
uma quantidade conhecida de produto, uma vez que a
eletroforese capilar é sensivel a quantidade de produto.
utilizando corante de ligagdoc a DNA fluorescente SYBR Green
I para monitorar a sintese de DNA fita dupla e uma sonda
linear rotulada com Cy5 para monitorar a sintese de
amplicon fita simples, pode-se monitorar a amplificagao por
LATE-PCR a qual, de preferéncia, inclui um reagente de
inibicdo de iniciagdo errdnea divulgado em nossa Patente
Proviséria dos Estados Unidos, intitulada "Reagents and
Methods for Improving Reproducibility and Reducing
Mispriming in PCR Amplification." Nenhum desses ¢trés
aditivos interfere com subseqlientes reagdes de
seqiienciamento. Em uma reagdo de LATE-PCR, a extensdo de
amplificacfo exponencial e sintese de produto fita simples
sjo definidas pela quantidade de Primer Limitado e &
independente da quantidade de modelo de iniciagdo. A

extensio de produto fita simples pode ser limitada
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restringindo a quantidade de pelo menos um dNTP ou
restringinde o nimero de cicles de amplificagdo, se
desejado.

Nés determinados que, para seqiienciamento da fita do
Primer em Excesso (isto &, a fita feita do Primer em
Excesso em LATE-PCR), diluigdo da amplifica¢do por LATE-PCR
com Agua para um total de pelo menos 20 vezes ou mais torna
o produto da fita do Primer em Excesso adequado como
material de inicilagdoc para sequenciamento de didedxi. Para
assegurar que a quantidade utilizada com nosso seqlienciador
capilar contém a quantidade minima requerida de 50 fmoles
de material a ser seqienciado apds diluigde, a fase linear
da reacdo de LATE-PCR deve propercionar pelo menos 200
femtomoles (fmoles) de DNA fita simples/microlitro (pl}
quando a concentragdo de Primer Limitado & de 25 nanomolar
(nM) (25 fmoles/pl) e, assim, um excesso de cerca de 8
vezes de DNA fita simples & necessario. Para estimar a
concentracdo de DNA fita simples gerado por uma
amplificaco por LATE-PCR, nds adicionamos até a
concentracdo de fitas presentes no DNA fita dupla ac final
da reacdo (o qual participa no seqienciamento de ciclo e
cuja concentracdo & definida pela concentragdc de Primer
Limitado), mals a concentracdo de DNA fita simples feito
por ciclo (nés estimamos que, em geral, cada ciclo de
sintese linear proporciona aproximadamente 50% do produto
tedrico, o produto tedrico sendo igual a uma quantidade de
DNA fita dupla na reacdo, vezes os nimeros de ciclo
enquanto a reagdio permanece linear). Se o aclmulo de

produto deixa de ser linear no cursc da reagdo, conforme

mostrado por nivelamento da curva de fluorescéncia em tempo
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real para o fluoroforo, a quantidade de DNA fita simples
feito durante a fase ndo linear & inferida do aumento de
vezes nos sinais fluorescentes entre o Ultimo ciclo quando
a reagdo era linear para © cicle final de reagdo de
amplificagdo. Tipicamente, se a concentragdoc de produto
fita simples produzido em uma amplificagfio por LATE-PCR €&
de 20 fmoles/ul, nds diluimos a fita do Primer em Excesso a
1:8 para 25 fmoles/ul e usamos 2 ul de produto diluido (50
fmoles) diretamente em uma reagdo de seguenciamento de
didedxi de 20 ul. Sob essas condigdes, o fator total de
dilui¢do dos produtocs de LATE-PCR na reagao de
sequenciamento € de 80 vezes. Pode-se usar tanto quanto 8
pul de produtos de LATE-PCR diluidos (200 fmoles) na reagdo
de seqlUenciamento para uma diluigdo total de 20 vezes e
ainda obter cromatogramas de seqiiéncia interpretéveis.
Purificagdo da amostra €&  necessdria porque o0s
reagentes restantes da amplificagdo por PCR, tals como dNTP
e primers, interferirdo com o seqlenciamento de didedxi.
LATE-PCR substitui o preparo de amostra através de
precipitagdo com etanol ou colunas de afinidade por uma
etapa de diluigdo simples em &gua. O preparo de LATE-PCR
para seqlenciamento de didedxi requer apenas diluigdo de
produtos de DNA fita simples em excessc em &gua pelo menos
8-10 vezes para uma concentracdo de 25 fmoles/pl, seguido
pela adicdo de 50-200 fmoles de produto de DNA fita simples
para uma reagdo de seqlUenciamento de ciclo de didedxi
contendo 10 fmoles de primer de seglienciamento. O fator de
dilui¢do total da mistura final de sequenciamento de

didedxi & de pelo menos 20 vezes. Sob essas condig¢des,

dNTPs restantes da LATE-PCR estdo muito diluidos para
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interferir com o seqlienciamento de didedxi. Primer em
Excesso transportado da LATE-PCR também ndo &€ um problema,
porque o modelo ao qual esses primers se ligam, a fita do
Primer Limitado, estd presente em uma concentragdo muito
baixa apds a etapa de diluig8o e é totalmente hibridizado a
fita do Primer em Excesso. Por egsas duas razoes, o primer
em Excesse ndo serve como um primer de seglilenciamento. O
Exemplo 10 e FIG. 17 demonstram a eficlcia de nosso método
"diluir e ir". A FIG. 17 apresenta cromatografias de
sequéncia obtidas wusando PCR simétrica e o método
tradicional de preparo de amostra (purificagdc de produtos
de DNA usando colunas Qiagen, seguido por quantificagdo
através de eletroforese em gel; tempo total de preparo: 1
hora) e cromatografias de seqiéncia obtidas usando LATE-PCR
e diluigdo em Agua (tempo total de preparo: 30 segundos).
As cromatografias de seqléncia sd3o aproximadamente
idénticas.

O Exemplo 11 e FIGS. 18-19 ilustram estratégias para
amplificacdo por LATE-PCR de mais de um produte a partir do
mesmo modelo de DNA na mesma rea¢do. Assim, essas reagdes
contém dois pares de primers {cada um compreendido de um
Primer em Excesso e um primer Limitado) que amplificam duas
seqiiéncias distintas dentro de um modelo continuo. Os dois
pares de primers podem estar dispostos de modo que o Primer
em Excesso e o Primer Limitado se hibridizam & mesma fita
do modelo ou & fitas opostas do modelo. Conforme aqueles
habilitados na técnica apreciardo, quando primers
semelhantes se hibridizam & fitas opostas do modelo, os
dois Primers em Excesso podem se estender "para dentro" ou

"para fora" sobre suas respectivas fitas modelos. A FIG. 12
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também mostra que sequéncias das fitas do Primer em Excesso
podem ser obtidas a partir da mesma mistura de reacdo via o
método "diluir-e-ir".

0 Exemplo 12 e FIG. 20 mostram gue a quantidade de
ssDNA e dsDNA gerada através de amplificagdo por LATE-PCR
podem ser medidas independentemente e podem ser usadas para
calcular a proporgdc de ssDNA/dsDNA a qual, por sua vez,
pode ser usada para determinar se a quantidade de ssDNA
acumulada até o momento & suficiente para subseqlente
sequenciamento via o método "diluir-e-ir".

0 Exemplo 13 e FIG. 21 mostram o método de "diluir-e-
ir" empregado em uma mistura a 50:50 de amplicons de LATE-
PCR tendo duas seqiéncias intimamente relacionadas, mas
diferentes. A FIG. 22 mostra que misturas compreendidas de
proporgdes a 90:10 e 10:90 de dois amplicons de LATE-PCR
tendo seqgUéncias intimamente relacionadas, mas diferentes,
podem ser distinguidas de misturas a 100:0 e 0:100 puras,
bem como misturas a 30:70 e 70:30 via o método de "diluir-
e-ir". De forma a realizar esse tipo de andlise, €
necessdrio corrigir as amplitudes observadas de cada pico
de nucleotideo em cada posigdc heterpldsmica em termos da
amplitude esperada do nucleotideo "puro" equivalente nessa
posi¢do. Uma vez que isso & feito, quantidades relativas de
cada seqiéncia podem ser calculadas como a proporgio de
amplitudes  (nucleotideo 1 corrigido)/(nucleotideo 1
corrigido + nucleotideo 2 corrigido). Assim, conforme no
caso de seqliéncias de DNA mitocondrial que diferem, os
métodos de LATE-PCR e didedxi "diluir-e-ir" descritos aqui
podem ger usados para detectar heteroplasmia. O método de

didedxi para medigdo de heteroplasmia é particularmente
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vantajoso porque ele pode ser usado para examinar muitas
centenas de nucleotidecs em uma Unica andlise. Embora ndo
se deseje estar preso a qualquer teoria, nbs acreditamos
que os métodos descritos aqui funcionam, em contraste as
tentativas anteriores baseadas em PCR simétrica e
seqlenciamento de didedxi, porgque a LATE-PCR gera
populacBes altamente homogéneas de amplicons fita simples.
A PCR simétrica, em contraste, tende a gerar populagdes de
moléculas de comprimento total juntc com alguns amplicons
parciais e alguns amplicons com iniciagdo errdnea.

0 Exemplo 14 e FIG. 23 mostram que a LATE-PCR, junto
com pelo menos uma Unica sonda tolerantes & combinagdo
errfnea, pode ser usada para gerar curvas de fusdo de end-
point as quais, por sua vez, podem ser usadas para
quantificar as quantidades relativas de dois ou mais
amplicons de LATE-PCR misturados tendo uma seqUéncia
intimamente relacionada, mas diferente. LATE-PCR para
anilise de fus3o de end-point quantitativa (QE) de misturas
de amplicons relacicnados se torna possivel em virtude do
fato de que a LATE-PCR gera produtos fita simples. Assim,
quando uma ou mais sondas tolerantes a combinagdc errdnea
rotuladas estdo presentes na reagdo, afs) sonda(s) se
hibridiza(m) primeiro & sequéncia alvo mais complementar e,
entdo, se a temperatura é suficientemente diminuida, a
todas as sequéncias relacionadas. Assim, cada hibrido de
sonda/alvo no conjunto tem sua propria temperatura de fusdo
e a magnitude do pico de fusdo derivado de cada hibrido de
gsonda/alvo reflete precisamente a quantidade de cada
seqiiéncia alvo acumulada. Medigles quantitativas da

amplitude ou duas Areas dimensionais de cada curva de fusdo
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podem, entd3o, ser usadas para calcular a abundincia
relativa de cada seqiéncia alvo. Os dados mostrados na FIG.
23 demonstram que esse método pode ser usado com 99,7% de
confianca para distinguir entre misturas a 0:100 - 10:90 -
50:50 - 90:10 - 100:0 de duas seqliéncias que diferem por um
Gnico nucleotideo.

Os ensaios de acordo com a presente invengdo, quer
realizados na presenca ou auséncia dos reagentes descritos
em nosso pedido de patente Provisério dos Estados Unidos
60/619.620, podem ser independentemente otimizados para
evitar iniciacdo errbnea através de ajuste da concentracgdo
de DNA polimerase, por exemplo, Taq polimerase, adicionada
4 reac¢do. Diminuigdo da iniciacdo errdnea através de ajuste
da polimerase pode ser observada em termos da cinética da
reagdo de LATE-PCR usando uma sonda do ssDNA, bem como pela
composicdo do produto final revelado através de varios
meios conhecidos na técnica. N&s descobrimos dque €
experimentalmente conveniente comegar com uma concentragdo
tipica em excesso de Tag polimerase e, entdc, diminuir essa
concentragdo em etapas. Embora muito pouca polimerase possa
fazer com que a reagdo se torne ineficaz (manifestado como
uma diminuigdo significativa na taxa ou extensdo de
amplificagdo de produto), niveis Otimos de polimerase
resultam em um ensaio de amplificagdo por LATE-PCR com
amplificacdo eficaz de dsDNA e sintese sustentada de ssDNA
durante muitos ciclos. O Exemple 15 demonstra que o nivel
6timo de polimerase pode ser julgado pelo sinal de dsDNA
observado usando um corante fita dupla, tal como SYER
Green, mais a curva de fusdo do produto de dsDNA, também

observada usando SYBR Green. O Exemplo 16 e FIG. 24 mostram
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que, quando tais ensaios sdo usados para um produto de
ssDNA especifico gerado a partir de diferentes quantidades
de material de iniciag8o, as plotagens resultantes sdo
1ineares e paralelas sobre muitos ciclos de produgdc de
SsDNA.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Corante de Ligagdo Versus Corante de

Liga¢do mais Primers Rotulados

Para comparar o desempenho de um corante de
intercalacdo com o desempenho de um corante usado em
combinag¢dc com um primer que inclui um fluoroforo de
intercalacdo, um ensaio de extensdo foi realizado. O
corante utilizado foi SYBR Green I em uma diluigdo de
1:40.000.

Trés fitas de nucleotideo foram incluidas. Um modelo
de DNA, um primer de DNA extensivel (5' rotulado com Cy5,
complementar ao modelo e tendo uma T, de 60 °C} e um
oligonucleotideo de DNA n#o-extensivel (extremidade 3!
blogueada com um grupo fosfato} também complementar ao
alvo, em uma localizagdo 3' ac primer, também rotulado com
fluoroforo Cy5 e tendo uma T, maior de 79 °C. O espagamento
entre o primer e o nucleotideo ndo-extensivel foi escolhido
de modo que o produto de primer das extensdes até o
oligonucleotideo ndo extensivel tivessem todos T,'s abaixo
de 79 °C. A mistura de reagdo para o ensaio de extensdo de
primer incluia DNA modelo a 0,5 micromolar (uM), primer a
1,5 uM e oligonucleotideo ndo-extensivel a 1,5 pM. A
mistura também incluia 1X tampdoc de PCR, MgCl, a 3
milimolar (mM), cada dNTP a 250 nanomolar (nM), 1:40.000X

SYBR Green I e Taq DNA polimerase. A mistura de reagdo foi
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aquecida para 50 °C durante 2 minutos, de modo a ligar o©
primer e o oligonucleotideo ndo-extensivel e gerar os
produtos da extensdo de primer curtos a partir do
oligonucleotideo ndo-extensivel. Amostras em duplicata
foram realizadas.

Apbés a reacdo de extensdo de primer, o produtc foi

n

submetido & andlise por fusdo na qual o cocrante SYBR Green
foi excitado & medida que a temperatura era alterada.
Leituras de fluorescéncia foram tomadas no comprimento de
onda de emissdo do corante e no comprimento de onda de
emissdo do fluoroforo a medida que a temperatura era
aumentada através da faixa de temperaturas de fusdo,
abrangendo o primer ndo estendido e o oligonucleotideo ndo-
extengivel. Curvas de fusdo, o primeiro derivado de
fluorescéncia com relagdo a temperatura plotada contra a
temperatura, sdo apresentadas na FIG. 1, em que o Painel A
apresenta as curvas 1 para as duas amostras, dados das
emissGes de corante e o Painel B apresenta as curvas 2 para
as duas amostras, dados das emissCes de Cys.

=

Exemplo 2. Sondas Silenciadas Tolerantes & Combinagdo

Errdnea

Uma sonda rotulada foi projetada para ter uma
seqléncia de consenso complementar ao gene de RNA
ribossémico 16S da Mycobacterium. A estrutura secundaria
fol prevista de acordo com os programas Mfold (Zucker, M
(2003), "Mfold web server for nucleic acid folding and
hybridization prediction", Nucleic Acids Res 31: 3406-3415)
com uma concentraclo de sédio ajustada a 70 milimolar (mM)
e uma concentracdo de magnésio ajustada a 3 mM. A seqgléncia

da sonda era Cy5-AATACTGGATAGGACC ACG AGG (SEQ. ID No. 1),
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com a estrutura secunddria prevista formada através de
hibridizagdo das regifes sublinhadas. A T, prevista da
estrutura secundidria da sonda era de 37 °C. Essa sonda foi
testada em amostras ndo contendo alvo, M. gordonae ou M,
asiaticum em misturas contendo corante SYBR Green I, em gue
o corante fol excitado diretamente e o fluorcforo foi, por
sua vez, excitado indiretamente. ©Os resultados da
fluorescéncia de Cy5 versus a temperatura sdo apresentados
na FIG. 3, Painel A. A linha 31 (sem alvo) mostra uma
elevada fluorescéncia de fundo, mas a linha 32 (M.
gordonae) e 1linha 33 (M. asiaticum) mostram sinais
discerniveis acima da base. Para silenciar a fluorescéncia
de fundo, um silenciador néoc-fluorescente (um silenciador
Black Hole™ 1II) foi adicionado ac nucleotideo 3' terminal
da sonda. A sonda modificada foi similarmente testada e os
resultados sdo mostrados no Painel B da FIG. 3. Conforme
pode ser observado, a fluorescéncia de fundo (linha 34, sem
alvo) cailu acentuadamente e 0s sinais de M. gordonae (linha
35) e M. asiaticum (linha 36) eram muito maiores, acima da
base.

Outra técnica para silenciamento da sonda é construir
a sonda para ter uma estrutura de “hairpin” terminalmente
rotulada com um fluoroforo apropriado sobre uma extremidade
e um silenciador sobre a outra. Nés construimos uma sonda
tendo a seqliéncia Cy5- CTGGATAGGACCACGAGGCCAG-BHOII (SEQ.
ID. NO. 2}, em gque as seqgliéncias sublinhadas sédo
complementares e formam um tronco de ‘“hairpin”. Nés
adicionados os trés nucleotideos 3'-terminais para fins de
obtenc¢do do tronco. A temperatura de fusdo prevista dessa

-

sonda com um alvo perfeitamente combinado &€ de 60 °C. A T,
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prevista do tronco estd em torno de 48 °C (baseado na T,
prevista do tronco de nuclectideo ndo modificado de 40 °C,
nido levando em conta a afinidade aumentada da interagio
fluoroforo-silenciador)., Essa sonda foi também testada
conforme descrito acima e os resultados sdc apresentados no
Painel C da FIG. 3. Fluorescéncia de fundo (linha 37, sem
alvo) era muito baixa e ¢s sinais de M. gordonae (linha 38)
e M. asiaticum (linha 39) estavam elevados acima da base.

Exemplo 3. Genotipificacdo em Tempo Real e End-Point

Usando Sondas Tolerantes 4 Combinacdo Errdnea

Esse exemplo ilustra a identificagdo de amostras
homozigéticas e amostras heterozigdticas para o alelo G269
do gene de Hexosaminidase A humana (Hex A} responsavel pela
doenga de Tay-Sachs usando amplificacdo por LATE-PCR em
tempo real e uma sonda linear tolerante a combinagdo
errénea a Cy5-rotulada de baixa T, excitada indiretamente
pela emissdc de um corante SYBR. Hibridizacdo da sonda foi
monitorada duas vezes durante cada ciclo de amplificacgdoe
dentro do espago de temperatura de detecgdo de LATE-PCR,
primeiro a 55 °C, uma temperatura na qual a sonda & de
alelo-discriminagdo nesse ensaio e se liga exclusivamente a
seu alvo perfeitamente combinado e, entdo, a 40 °C, uma
temperatura na qual a sonda é tolerante a combinagdo
errdnea e se liga & totalidade dos alelos de sua seqliéncia
alvo na reagdo de amplificagdo. Detecgdo de alelos
especificos e alelos totais com a sonda tolerante a
combinagdo errbnea permite corregdo das variagles
estocdsticas tubo-para-tubo no rendimento de amplicon entre
amostras repetidas. A proporgdo de alelos especificos-para-

totals na reagdo (Cy5 a 55 °C/Cy5 a 40 °C) permite
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normalizacdo da amostra repetida para genotipificagdo de
end-point. Informagdo genotipica é derivada dos valores de
proporgdo, No caso de amostras homozigdticas, os sinais da
sonda detectados sob condicdes de alelo-discriminagdo sdo
os mesmos conforme os sinais da sonda detectados sob
condicBes tolerantes 4 combinagdc errbnea, uma vez que, em
ambos os casos, a sonda estd se ligando a 100% dos alelos
na seqiéncia alvo. Em contraste, no caso de amostras
heterozigdticas, os sinais da sonda detectados sob
condigdes de alelo-discriminagdo sdo metade tdo intensos
quanto os sinais da sonda detectados sob condigbes de
combinacdo errdnea, uma vez que a sonda estd se ligando a
apenas 50% dos alelos na sequéncia alvo sob condigdes de
alelo-discriminacio, mas a 100% dos alelos sob condigles
tolerantes & combinagdo errdnea. Conseglientemente, amostras
homozigdéticas tém maiores proporgdes de Cys a 55 °C/Cy5 a
40 °C do que amostras heterozigdticas. Esse método de
genotipificagio conta apenas com detecgdo de um {Gnico
alelo.

As segiéncias e a para a temperatura de fusdo
concentracio-ajustada, Tnip dos primers de LATE-PCR e da
sonda sdo como seque. O primer Limitado tem a seqiéncia '5'
CGAGGTC ATTGAATACGC ACGGCTCC 3' (SEQ. ID No. 3). Ele tem
uma Ty concentragdc-ajustada de 63,2 °C a 25 nM. O primer
em Excesso tem a sequéncia 5' TAACAAGCAGAGTCCCTCIGGT 3!
(SEQ. ID No. 4). Ele tem uma Ty concentragdo-ajustada de
61,8 °C a 1 M. A sonda tem a seqiéncia 5' Cy5-
GGGACCAGGTAAGAA 3' (SEQ. ID No. 5). Ela tem uma Tm de 56,3
°oC., Ela é uma sonda de baixa T, e, quandc usada com uma

temperatura de anelamento de 65 °C, também uma sonda de Tn
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super-baixa.

Ensaios de LATE-PCR repetidos {n = 15) foram ajustados
para cada diferente genotipo (G26% homozigético e G269
heterozigdtico) em 1X tampdo de PCR, MgCl; a 3 mM, dNTP a
250 micromolar (pM), Primer Limitado a 25 nM, Primer em
Excesso a 1000 nM, 1,25 unidades Taq DNA polimerase, sonda
CyS-rotulada a 0,6 pM e uma diluigdo a 1:40.000 de SYBR
Gold I. Os pardmetros de ciclo de PCR foram 95 °C durante 3
minutos, entdo, 25 ciclos a 95 °C durante 10 seg, 65 °C
durante 20 seg e 72 °C durante 20 seg, seguido por 30
ciclos a 95 °C durante 10 seg, 65 °C durante 20 seg, 72 °C
durante 20 seq, 55 °C durante 20 seg e 40 °C durante 20
seg, com aquisigdo de fluorescéncia a 55 °C e 40 °C no
canal Cy5.

A FIG. 7 mostra andlise das proporgSes de sinais de
Cy5 a 55 °C para os sinais de Cy5 a 40 °C e demonstra que
essas proporcdes sdo adequadas para genotipificacdo de end-
point para qualquer ciclo de amplificagdo que passa o
limiar de deteccdo da sonda. Nessa figura, amostras
homozigdticas (circulo 91) tém propor¢des de
aproximadamente duas vezes a proporgdo de amostras
heterozigdticas (circulo 92).

Exemplo 4. Andlise de Maltiplos Alvos Usando Sondas

Alvo-Especificas com Diferentes Temperaturas de Fusdo

Miltiplas sondas, cada rotulada com O mesmo
fluoroforo, podem ser usadas em combinagdo para detectar e
quantificar seqiéncias ao longo de um Gnico
oligonucleotideo mais longo (por exemplo, um produto de PCR
asgimétrica, LATE-PCR ou amplificagdo Rolling Circle) ou

sobre diferentes oligonucleotideos. O uso de sondas de
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baixa T, aumenta a especificidade por tais alvos, reduzindo
grandemente ou eliminando os sinais gerados a partir de
alvos erroneamente combinados. Uma possivel aplicagdo dessa
tecnologia €& a genotipificagdo de DNA Thumano para
identificar alelos conhecidos que causam uma doenga
genética. Esse exemplo descreve andlises de temperatura
para design de sonda e para detec¢do de produtos. Como um
ponto de partida, nds escolhemos os seguintes alvos gque
poderiam estar potencialmente presentes em um produto da
amplificacdo: a seqiéncia normal do gene regulador da
transmembrana da fibrose c¢istica (CFTR) na regido gque -
codifica o aminodcide 542 da proteina; a seqiiéncia da
mutacdo Delta F508, a mutagdo mais comum em CFTR; e a
seqiénecia normal correspondendo & mutagdo Delta F508. NOs
projetamos sondas de discriminagdo de alelo de baixa Tp
para cada uma das trés seqléncias alvo.

As sondas eram sondas sinalizadoras moleculares de
baixa temperatura, cada uma rotulada com o flucrofcro FAM e
um corante silenciador. As sondas foram projetadas para ter
diferentes T,'s versus seus alvos em misturas contendo
Tris-HCl a 70 mM e MgCl, a 3 mM. A "sonda 542" tinha uma Ty
de 40 °C (valor previsto de 41 °C pelo cdlculo do vizinho
mais préximo); a "sonda 508 normal" tinha uma T, de 47 °C
(valor previsto de 46 °C pelo cdlculo do vizinho mais
préximo) ; e a "sonda Delta F508" tinha uma T, de 54 °C
(valor previsto de 53 °C pelo célculo do vizinho mais
proximo) .

A FIG. 8 apresenta as curves de fusdo a partir das
quais os valores de T, foram obtidos. A FIG. 8 mostra o

primeiro derivado negativo de leituras de fluorescéncia
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como uma fun¢do da temperatura para a sonda 542 (linha 96),
a sonda DF508 (linha 97) e a sonda normal 508 (linhas 98)
para amogtras duplicadas. Alturas de pico aproximadamente
iguais foram obtidas usando concentragdes de alvo de 1 pM e
uma concentra¢do da sonda 542 de 2 uM. Noés testamos cada
sonda contra o alvo erroneamente combinado para verificar a
discriminagdo de alelo e descobrimos que a fluorescéncia
contra o perfeito era 5-10 vezes a fluorescéncia contra o
alvo erroneamente combinado.

Pode ser observado a partir da FIG. 8 gque mesmo
pequenas diferengas na T, seriam facilmente solucionéveis.
A partir de uma plotagem tal como a FIG. 8, diferengas de
4-5 9°C geriam soluciondveis. Deconvolucde utilizando o
software fornecido com aparelhos de ciclizag¢do térmica para
PCR em tempo real poderia permitir decomposigdo das Tn's
que diferem em metade dessa quantidade.

Exame do primeiro derivado negativo da fluorescéncia é
um método para determinar quais alvos de oligonucleotideo
estdo presentes em uma determinada amostra. A FIG. 9 mostra
tal analise, utilizando a fluorescéncia acima da base.
Amostras contendo o alvo 508 normal, mas nenhum alvo Delta
F508 (circulo 101) tém um pico de fusdo a 54 °C, indicativo
de um hibrido alvo-sinalizador molecular. Amostras contendo
o alvo Delta F508, mag nenhum alvo normal (circulo 102} tém
um pice de fusdo em tornc de 47 °C, indicativo de
hibridizacdo ao einalizador com a seqguéncia mutante,
Amostras contendo ambos esgeg alvos (circulo 103) tém um
pico amplo sobre essa faixa de temperaturas, indicando
fluorescéncia dos hibridos alvo-sinalizador wmolecular. A

presenca e concentra¢do relativa da seqliéncia normal no
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aminocdcide 542 sdo 1indicados pela presenga e altura
relativa do pico de fusdo em torno de 40 °C. Amostras com
alvo normal 542 (linha sélida para cada grupos numerado)
tém um pico grande nessa temperatura, amostras com alvo 542
mutante contendo uma Gnica alteragdo de nucleotideo nessa
regido, idéntico & segunda mutagdo CFTR mais comum (linha
pontilhada para cada grupo numerado) nd8o tém pico nessa
temperatura e amostras com ambos os alvos 542 (linha
tracejada para cada grupo numerado) tém picos de altura
intermedidria. A altura do pico em amostras com ambos 0s
alvos 542 é afetada pela presenga do pico de fusdo Delta
F508 vizinho.

Nem sempre pode ser possivel ou desejavel obter um
perfil de fusdo completo durante o curso de uma reag¢dao de
amplificagdo. Andlise adicional da amostra, conforme acima,
mostra que um nimero limitado de etapas de detecgdo poderia
proporcionar a informagdo requerida para identificar os
oligonucleotideos especificos em uma mistura.

Diminuigdo, ao invés de aumento de temperatura, pode
ser usada. As amostras foram aquecidas para 70 °C e, entdo,
diminuidas em redugles de °C para 30 °C com uma detecgdo de
30 segundos em cada etapa. Amostras contendo o alvo 508
normal mas nenhum alvo Delta F508 ou contendo o alvo Delta
F508 mas nenhum alvo normal puderam ser distinguidas
baseado em alteragdes na fluorescéncia entre 60 °C e 50 °C.
Cada combinagdo dos oligonucleotideos alvo produziu um
Gnico padrdo de alteragdo de fluorescéncia. Uma plotagem de
dispersdo da alteragdo percentual no aumento da
fluorescéncia a 55 °C vs. a alteracdo percentual no aumento

de fluorescéneia a 45 °C é mostrada na FIG. 10. Essa
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andlise distingue a combinagdo de alvos que estd presente
em cada amostra. Usando as alteragfes na fluorescéncia ao
invés da intensidade de fluorescéncia em si, uma avaliagdo
precisa pode ser feita, mesmo quando as amostras diferem
consideravelmente quanto a concentrac¢do total de alvos,
conforme poderia ocorrer em amostras repetidas de
amplificacéo.

A FIG. 10 inclul amostras duplicadas para cada
combinacio de alvos 508 normal mals 542 normal (marcados
com circulo 111), alvos 508 normal mais 542 (112), alvos
508 normal mais 542 mutante (113), alvos 508 mais 542
normal (114), alvos 508 mais 542 (115), alvos 508 mais 542
mutante (116), alvos Delta 508 mais 542 normal (117), alvos
Delta 508 mais 542 (118) e alvos Delta 508 mais 542 mutante
(119). Uma anidlise similar poderia ser feita usando esse
perfil de temperatura durante cada c¢icle ou ciclos
selecionados de uma reagdo de amplificagdo. Varias amostras
com DNA de genotipos conhecidos poderiam ser amplificadas e
os dados de deteccdo usados para estabelecer uma faixa
esperada de valores. Isso proporcionaria um método para
determinacdoc rapida de genotipos de amostras desconhecidas.

Embora apenas 3 sondas tenham sido wusadas nesse
exemplo, o uso combinado de um ndmerc muito malor de sondas
& possivel. As principais limita¢des sobre o nimero total
de sondas sio a faixa de temperatura para detecgdo e a
diferenca minima de T, entre o hibrido scnda-alvo. Essas
sdo, por sua vez, dependentes da natureza da reagdoc de
amplificagdo e das capacidades do equipamento e software de
e deconvolucdo. Por exemplo, 10 diferentes combinag¢bes de

sonda-alvo poderiam ser distinguidas sobre uma faixa de
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temperatura de 30 graus se a diferenca minima da T, para
deconvolugdo é de graus. Esses nimero pode ser aumentado
varias vezes usando maltiplos fluoroforos.

Exemplo 5. Normalizacdo de Duas Temperaturas com e Sem

Corregdo para a Linha de Base

Genotipificagdo por QE LATE-PCR do SNP rs858521 foi
realizada com amostras de DNA desconhecidas e controle
homozigdtico rs858521 (alelos CC) e controle heterozigdtico
(alelos CGs) usando uma {nica sonda tolerante a combinagdo
errénea Cy5-rotulada. Amplificagdo e detecgdo foram
realizadas usando um ABI Prism Sequence Detector 7700
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, U.S.A.), o
qual normalmente gera sinais flucrescentes corrigidos para
a linha de base. Para nossa andlise utilizando proporgdes,
contudo, as proporcdes de sinal fluorescente foram obtidas
a partir dos sinais de fluorescéncia corrigidos para a
linha de base (FIG. 11) e de sinais fluorescentes brutos
(FIG. 12).

A FIG. 11 apresenta a proporgdo de fluorescéncia da
sonda a 50 °C para sua fluorescéncia a 25 °C como uma
funcdo do nimero de ciclos da reagdo de amplificagéo
utilizando os sinais fluorescentes corrigidos para a linha
de base pelo instrumento. Na FIG. 11, o circulo 113 € uma
réplica do controle homozigético, o circulo 114 €& uma
réplica do controle heterozigético, enquanto que o©s
circulos 111 e 112 sdo os desconhecidos.

A PFIG. 12 apresenta os mesmos resultados utilizando
sinais brutos de fluorescéncia. Na FIG. 12, o circulo 116 é
uma réplica do controle homozigético, o circulo 117 € uma

réplica do controle heterozigbtico e o circulo 115 & os



10

15

20

25

30

82/113

desconhecidos. O uso de sinais de fluorescéncia corrigidos
para a linha de base para normalizagdo resultou em
genotipificagdo ambigua para uma amecstra, FIG. 11, circule
112. Em contraste, o uso de sinais brutos de fluorescéncia
para normalizacdo proporcionou a genotipificagdo correta
para todas as amostras. Esse resultado demonstra dque a
correcdo para a linha de base no software ABI Prism 7700
Sequence Detector pode introduzir defeitos que afetam a
normalizacdo de sinal e, de preferéncia, ndo deverd ser
usada.

Exemplo 6. Normalizacdo de Trés Temperaturas

Reagdes repetidas de amplificagdo por LATE-PCR
contendo os primers de SNP rs858521 e uma (nica sonda anti-
senso tolerante a combinagdo errénea foram realizadas com
DNA genbmico purificado para cada genotipo dc gene SNP
rs858521 (equivalente a 1800 genomas, 18 reagdes repetidas
de cada um dos genotipcs CC homozigdticos, CG
heterozigdéticos e GG  homozigéticos). Os  produtos
amplificados foram analisados pelas curvas de fusdo,
mostradas na FIG. 13, painel A e através de normalizagdo
dos dados, conforme mostrado no Painel B e Painel C.

A FIG. 13A mostra uma plotagem dos sinais brutos da
fluorescéneia coletada durante andlise da curva de fusdo
apds amplificacdio por LATE-PCR. A sonda que foi utilizada
era de alelo-discriminagdc em temperaturas maiores, mas se
tornava progressivamente mais tolerante & combinag¢do
errbnea & medida que a temperatura era reduzida. A
variabilidade intrinseca no rendimento de produto entre
amostras repetidas exclui discriminagdoc desses genotipos

peles sinais brutos de fluorescéncia (circulo 131) dentro
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da janela de temperatura de discriminagdo de alelo para
essa sonda (40 °C-60 °C, previamente determinada com alvos
de oligonucleotideo sintéticos, dados ndo mostrados).

A FIG. 13B mostra os sinais de cada amostra
normalizados em cada temperatura contra o signal coletado
em uma temperatura totalmente tolerante & combinagdo
errbnea (25 °C) para essa amostra. Na FIG. 13B, os sinais
normalizados para os alelos CC homozigdéticos sdo o circulo
132, os sinais normalizados para os alelos (G
heterozigbéticos sdo o circulc 133 e os sinais normalizados
para os alelos GC homozigéticos sdao o circulo 134, Conforme
mostra a figura, normalizagdo reduz a dispersdo de sinal e
permite identificagdo de cada genotipo dentro da janela de
discriminacdo de alelo. Separagdo maxima foi observada a 52
°C, o que corresponde & T, da sonda anti-senso que foi
usada. Embora a dispersdo de sinal fosse significativamente
reduzida na FIG. 13B comparado com a FIG. 13A, ainda havia
alguma variabilidade na intensidade de sinal entre amostras
repetidas, julgando a partir da dispersdo nas plotagens
cinéticas.

A FIG, 13C mostra que o melhor método para eliminar
essa dispersdc de sinal <residual foi através de
normalizacdo dos sinais fluorescentes em cada temperatura
para os sginais fluorescentes coletados nas temperaturas
superior e inferior da janela de discriminag¢do de alelo
observada na FIG, 13B, onde curvas de fusdo comegam a
divergir (isto &, 40 °C e 60 °C, respectivamente). Na FIG.
13C, os sinals normalizados para os alelos CC homozigdticos
sd0 o ecirculo 135, os sinais normalizados para os alelos CG

heterozigéticos sdo o circulo 136 e os sinais normalizados
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para os alelos GG homozigdéticos sdo o circulo 137. If Fb e
Ft sdo as leituras de fluorescéncia com relagdo a janela de
temperatura inferior e superior de discriminagdo de alelo,
respectivamente e Fs & a leitura fluorescente em qualquer
dada temperatura durante andlise por fusdc, entdo, as
propor¢des de fluorescéncia normalizadas sdo calculadas
como:

Proporcdo de Fluorescéncia Normalizada para Trés

Temperaturas = (Fs-Ft)/(Fb-Ft)

Normalizagdo simultdnea dos sinais fluorescentes em
cada temperatura para os sinais fluorescentes a 40 °C e 60
°C dentro de qualquer dada amostra reduziu adicionalmente a
dispersdo de sinal fluorescente e fez com que curvas de
fusdo repetidas de cada genotipo se tornassem muito
préximas (veja FIG. 13C). As proporgles de fluorescéncia
calculadas em uma Gnica temperatura, isto &, a T, da sonda
(52 °C) normalizada usande os sinais fluorescentes com
relagdo as temperaturas superior e inferior da janela de
discriminacdo de alelo (isto &, a 60 °C, 40 °C) definem
unicamente cada genotipe com mais de 99,7% de certeza (isto
é, caixas de erro consistindo de trés desvios padrdes
abrangendo 99,7% de todas as possiveis proporgles de
fluorescéncia para cada genotipo s8o bem separadas umas das
outras, dados ndc mostrados). Resultados similarmente
aperfeigoados foram obtidos para o sitic SNP 1rs2270517
quando ©s sinais fluorescentegs foram calculados na T, da
sonda (57 °C) normalizada para as temperaturas superior e
inferior correspondentes da janela de discriminagdo de
alelo (isto é, a 71 °C, 45 °C).

Exemplo 7. Piro-gsequenciamento Direto do Produto de
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LATE-PCR

Amplificac®es por LATE-PCR repetidas foram realizada
em um volume de 25 pl consistindo de 1X tampdo de PCR,
MgCl, a 3 mM, ANTP a 20 nanomolar (nM), Primer Limitado a
25 nM, Primer em Excesso a 1000 nM, 1,25 unidades de Tag
DNA polimerase Platinum e 100 genomas de DNA humano. A
seqliéncia do Primer Limitado era 5!
CCGCCCTTCTCTCTGCCCCCTGET 3' (SEQ. E) No. 6) e a seqiéncia
do Primer em Excesso era 5' GCCAGGGGTTCCACTACGTAGA 3' (SEQ.
ID No. 7). Essas seqiéncias amplificam um segmento de 94
pares de base do éxon 11 do gene de Hexosaminidase A
humana. Para amplificagdo por LATE-PCR, o perfil de ciclo
térmico era 95 °C durante 3 min, seguido por 10 c¢iclos de
95 °C durante 10 seg e 72 °C durante 20 seg, seguido por 55
ciclos de 95 °C durante 10 seg, 67 °C durante 20 seg e 72
°¢ durante 20 seg. Apds a reagdo, 16,6 ul (o equivalente a
3 pmoles de DNA fita simples (ssDNA), conforme estimado
empiricamente a partir de experimentos anteriores de Piro-
seqlienciamento} foram misturados com 20 microlitros (pl) de
Tris-Cl a 10 mM, pH de 8,5 e colocados em uma cavidade de
uma  lamina de microtitulagdo usada para  Piro-
seglenciamento.

Para remocdo do dNTP e pirofosfato transportados do
produto amplificado por LATE-PCR, mistura de enzima padrdo
para Piro-seqUenciamento consistindo de DNA polimerase
Klenow exonuclease-deficiente, apirase, luciferase, ATP
sulfurilase e mistura padrdo de substrato para Piro-
seqlenciamento consistindo de luciferina e adenosina 5'
fosfato, conforme fornecidc no PSQ 96 SNP Reagent Kit

(Pyrosequencing, Inc, Westboro, MA) foram distribuidas
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sequencialmente na cavidade contendo a amostra de LATE-PCR
usando um instrumento PSQ 96 (Pyrosequencing, Inc.,
Westboro, MA) de acordo com as instrugdes do fabricante e
incubadas durante 60 seg a 37 °C. As adigdes subseqlientes
de dNTP normalmente realizadas automaticamente pelo
instrumento PSQ 96 foram substituidas por uma f(inica adigdo
de Tris-Cl a 10 mM, pH de 7,5, usando o volume de default
programado no instrumento. Apds essa etapa, a cavidade
contendo a amostra de LATE-PCR recebeu 2,5 ul de primer de
seqlienciamento a 10 pM {5' CTGGTACCTGAACCGTAT 3') (SEQ. TD
No. 8).

Levando-se em conta o volume de misturas de enzima e
substrato para Piro-seqlienciamento adicionado & amostra de
LATE-PCR, a concentracdo final de primer de seqlenciamento
foi estimada como sendo de 0,5 pM e o volume final de 50
pl. A amostra com o primer de seqlenciamento foi retornada
para © instrumento PSQ 96 novamente e processada de acordo
com as instrugdes do fabricante, exceto que as adigles de
enzima e substratos para Piro-seqlilenciamento normalmente
realizadas pelo instrumento foram substituidas pela adigdo
de volumes similares de Tris-Cl a 10 mM, pH de 7,5, seguido
pela adigdo de dNTP. O pirograma resultante & mostrado na
FIG. 14, Painel A, a gqual mostra o sinal de luz resultante
de incorporac¢do de nucleotideos em particular. A altura dos
picos corresponde ao nimero de nucleotideos incorporados
durante cada adigdo.

Fazendo referéncia ao Painel C da FIG. 14, pode ser
observado que um de cada dos dois primeiros nucleotideos
(A, T) foi incorporado no modelo, seguido por dois dos

préximos nucleotideos (C, C) e assim por diante. Baseado na
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altura dos picos e na ordem de adigles de nucleotideo, a
seqiiéncia foi derivada: 5' ATCCTATGGCCC3' (SEQ. ED No. 9) e
subseqlientemente confirmada usando a seqii€ncia do GenBank
para o gene de Hexosaminidase A humana (Nimero de Acesso ao
GenBank: 862068). Esses resultados demonstram que pré-
tratamento de amostras de LATE-PCR com as misturas de
enzima e substratos usadas para Piro-seqiienciamento permite
Piro-seqienciamento direto do produto amplificado por LATE-
PCR apds anelamento de primer e adig¢do iterativa de dNTP.
Alteragdo do protocole acima para seguir as instrugbes do
fabricante (isto &, realizagdo de anelamento de primer,
seguido pela adigdo das misturas de enzima e substrato para
Piro-seqienciamento) resultou em 80% de picos falso
positivos quando de adigdo de dNTP que se supde ndo ter
sido 1incorporado sobre o modelo. Esses picos falso
positivos eram em virtude de extensdoc parcial do primer de
seqlienciamento do dNTP restante da amplificag¢8o por LATE-
PCR antes de Piro-seqglienciamento.

Em um experimento distinto, a mesma amostra de LATE-
PCR descrita acima fol submetida & purificag@o usando um
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA) de
acordo com as instrugdes do fabricante e recuperada a 0,375
pmoles/pl em Tris-Cl a 10 wM, pH de 7,5. Oito microlitros
(ul) dessa solugdo (total de 3 pmoles) foram misturados com
o primer de seqlenciamento descrito acima até uma
concentragdo final de primer de seqlenciamento de 0,5 puM em
um volume final de 50 pl em Tris-Cl a 10 mM, pH de 7,5. A
amostra foi submetida a Piro-seqienciamento usando ©
instrumento PSQ 96 de acordo com as instrugles do

fabricante. O pirograma resultante é mostrado na FIG. 14,
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painel B. Preparo tradicional, embora consuma mals tempo e
gseja mais caro, ndo proporcionada dados superiores quando
comparado com nosso método, que produziu o Painel A.

Exemplo 8. Piro-sequenciamento Direto de Produtos de

LATE-PCR

Para genotipificar células fnicas, amplifica¢les por
LATE-PCR repetidas foram realizadas em um volume de 25 uL
consistindo de 1X tampdo de PCR, MgCl, a 3 mM, dNTP a 100
UM, Primer Limitado a 100 nM, Primer em Excesso a 1000 nM,
1,25 unidades de AmpliTag Gold DNA polimerase {(Applied
Biosystems, USA). Cada reagdo foil iniciada com um dnico
linfoblasto humano preparado conforme descrito em Pierce e
colaboradores (2002) Biotechnigques 32(5): 1106-1111 ({(veja
publicacdo de patente dos Estados Unidos US-2003-022231-Al)
com um de trés possiveis genotipos para a mutagdo IVS-110.
A seqliénecia do Primer Limitado era 5!
GGCCATCACTARAGGCACCGAGCACT 3! (SEQ. ID NO. 10) e a
seqiéncia do Primer em Excesso era 5!
GGGTTTCTGATACGCACTGACTCTCTC 3' (SEQ. ID NO. 11). Essas
sequéncias amplificam um segmento de 191 pares de base do
gene de P-globina sobre o cromossoma humano 17p.

Para amplificagBo por LATE-PCR, o perfil de ciclo
térmico foi de 95 °C durante 10 min, seguido por 65 ciclos
de 95 °C durante 10 seg, 66 °C durante 15 seg e 72 °C
durante 20 seg. Apbs amplificagdo, 5 pl foram misturados
com 6,64 pul de Tris-Acetato a 20 mM, pH de 7,6 e colocados
em uma cavidade de uma lamina O&ptica usada para Piro-
seqiienciamento. Para remogdo dos dNTPs e PPi transportados
do produto de amplificagdo por LATE-PCR, um volume padrdo

de mistura de enzima para Piro-seqlienciamento {consistindo
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de DNA polimerase Klenow exonuclease-deficiente, apirase,
luciferase, ATP sulfurilase) e aproximadamente duas vezes ©
volume padrdo de mistura de substrato (consistindo de
luciferina e adenosina 5' fosfo-sulfate), conforme
fornecide no Pyro Gold Reagent Kit (Biotage AB, Uppsala,
Suécia) foram distribuidos seqliencialmente nas cavidades
contendo as amostras de LATE-PCR usando um instrumento PSQ
HS 96A (Biotage AB, Uppsala, Suécia) usando os seguintes
ajustes do instrumento: tempo de pulsc de mistura de
enzima: 23,5 ms; tempo de pulsc de mistura de substrato:
44,0 ms; pressdo de distribuicdo de reagente: 400 mbar.

As amostras foram incubadas durante 60 seg a 28 °C ate
que a produgdo de luz caisse para abaixc da base. Apds
isso, 0,36 pL de um primer de seqlienciamento a 10 mM: 5'
GACCACCAGCAGCCTAAG 3' (SEQ. ID NO. 12) foram adicionados a
cada amostra para um volume total de reagdo de 12 pul e,
entdo, anelados a 80 °C durante 2 min, seguido por
resfriamentc para a temperatura ambiente durante 10 min.
Além disso, uma concentra¢do de 900 pM de uma versdo 3'
fosforilada do Primer Limitadoc de LATE-PCR (SEQ. ID NO, 7)
fol também adicionada aqui para impedir a extremidade 3' da
fita modelo de duplicar em si e se estender. Amostras com o
primer de seqlienciamento foram, entdo, retornadas para o
instrumento PSQ HS 96A novamente e processadas de acordo
com as instrucBes do fabricante, incluindo adigdes normais
de mistura de enzima e substrato. Os Pirogramas resultantes
de células com um tipo silvestre homozigbtico, genotipos
mutantes heterozigdticos e homozigdticos sdo mostrados na
FIG. 15, Painéis A-C, respectivamente. As unidades de luz e

alturas de picos sdo conforme explicado no Exemplo 7. A
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altura relativa dos picos corresponde ac ndmero de
nucleotideos incorporados em cada posigdo.

Fazendo referéncia ao painel A da FIG. 15, pode ser
obgervado que o seqgundo pico (T} & um meio tdo alto quanto
o primeiro pico (G), um tergo tdo alto quanto o terceiro
pico (G), um quarto tdo alto quanto o quarto pico (A) e tem
a mesma altura que os picos 5-8 (TAGA). A seqiéncia para os
primeiros oito picos &, assim, lida como: GGTGGGAAAATAGA
(SEQ. ID NO. 13). Baseado na altura dos picos e na ordem de
adicdo de nucleotideos, a seqiénecia de P-globina do tipo
gilvestre na FIG. 15, painel A, foi derivada e
subseqlentemente confirmada usando a seqléncia do GenBank
para o gene de P-globina humana. Uma mutagdo heterozigdtica
(Painel B) ou homozigdtica (Painel C) foi confirmada no
sitio IVS-110, indicado pelas setas. Deve ser observado no
Painel B que o pico "C" de 1,5 unidades seguido por um pico
"T" de 0,5 unidades indica uma base "C" em ambos os alelos,
seguido por uma "C" em um alelo e uma "T" no outro alelo.
Esses resultados demonstram gque o pré-tratamento de
amostras de LATE-PCR com as misturas de enzima e substratos
usadas para Piro-seqlienciamento permite Piro-seqlienciamento
direto da LATE-PCR apds anelamento de primer e adigles
iterativas de dNTP, Alteragdo do protocolo acima para
sequir as instrugdes do fabricante (isto €, realizando
anelamento de primer seguido pela adigdo das misturas de
enzima e substrato para Piro-seqienciamento) resultou em
80% de picos falso positivos quando de adigdo de dNTP que
se supde que ndo foram incorporados sobre o modelo. Esses
picos falso positivos eram em virtude de extensdo parcial

do primer de seqglienciamento com dNTPs remanescentes.
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Exemplo 9. Piro-seqlienciamento de Produtos de LATE-PCR

para Seqiiéncias Longas

A amplificagdo por LATE-PCR foi realizada em um volume
de 25 pl consistindo de 1X tampdo de PCR, MgCl, a 3 mM,
dNTP & 100 pM, Primer Limitado a 100 nM, Primer em Excesso
a 1000 nM, 1,25 unidades de AmpliTag Gold DNA polimerase
(Applied Biosystems, USA) e de reagente de reducdo de
iniciagdo errbnea 9-22DD a 50 nM, conforme divulgado em
nosso pedido de patente Provisério dos Estados Unidos
depositado, intitulado "Reagents and Methods for Improving
Reproducibility and Reducing Mispriming in PCR
Amplification". Reagente 9-22DD & um oligonucleotideo de
“hairpin” tendo um tronco de nove nucleotideos de
comprimento e um loop fita simples de 22 nucleotideos de
comprimento. O oligonucleotideo & modificado através da
adigdo de porgdes Dabcila 5' terminais e 3' terminais. Sua
sequéncia de nucleotideo é 5!
GCGGCGTCAGGCATATAGGATACCGGGACAGACGCCGCE 31 (SEQ. ID. No
14) . A reag8o foi iniciada com 20 equivalentes de genoma de
DNA humano A sequiéncia do Primer Limitado era 5’
GGTCAGCGCCGGGCTGCAAGTGTAGA 3! (SEQ. ID NO. 15) e a
sequéncia do Primer em Excesso era 5!
GATGGGTGGAGCTTGTCTTGAGG 3! (SEQ. ID NO, 16). Essas
seqiéncias amplificam um segmentc de 78 pares de base
proéximo do gene p53 scbre o cromossoma humano 17p.

Para amplificagdo por LATE-PCR, o perfil de ciclo
térmico era 95 °C durante 10 min, seguido por 60 ciclos de
95 °C durante 10 seg, 66 °C durante 10 seg e 72 °C durante
20 seg. Apdés amplificagdo, 7,5 pl de produto foram

misturados com 9,96 pl de Tris-Acetato a 20 mM, pH de 7,6 e
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colocados em uma cavidade de uma lamina Optica usada para
Piro-seqlenciamento. Para remogdo dos dNTPs e PPi
transportados da LATE-PCR, um volume padrdo de mistura de
enzimas para Piro-seqlUenciamento (consistindo de DNA
polimerase Klenow exonuclease-deficiente, apirase,
luciferase, ATP sulfurilase) e aproximadamente duas vezes ©
volume padrdo de mistura de substrato (consistindo de
luciferina e adenosina 5' fosfo-sulfato) conforme fornecido
no Pyro Gold Reagent Kit (Biotage AB, Uppsala, Suécia)
foram distribuidos seqliencialmente na cavidade contendo as
amostras de LATE-PCR usando um instrumento PSQ HS 96A
{(Biotage AB, Uppsala, Suécia) usando os seguintes ajustes
do instrumento: tempo de pulso de mistura de enzima: 23,5
ms; tempo de pulso de mistura de substrato: 44,0 ms;
pressdo de distribuicdo de reagente: 400 mbar.

A amostra foi, entdo, incubada durante 60 seg a 28 °C
até que a produgdo de luz caisse para abaixo da base. Nesse
amplicon, o primer Limitado de LATE- PCR (SEQ. ID NO. 10)
foi usado como o Piroprimer de seqlienciamento e 0,54 pl de
solucdo a 10 pM desse foram adicionados a cada amostra para
um volume total de reagdo de 18 pl e, entdo, anelado a 80
°C durante 2 min, seguido por resfriamento para a
temperatura ambiente durante 10 min. Amostras com o primer
de seqlenciamento foram, entdo, retornadas para o
instrumento PSQ HS 96A novamente e processadas de acordo
com as instrucdes do fabricante, incluindo adi¢des normais
de mistura de enzima e substrato. O Pirograma resultante &
mostrado na FIG. 16. A altura relativa dos picos
corresponde ao nimero de nucleotideos incorporados em cada

posicdo, conforme descrito no Exemplo 8. A seqiéncia
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esperada equivalendo corretamente, conforme determinado a
partir do banco de dados GenBank, é& anotada acima dos
picos, com subscritos indicando o nimero de uma determinada
base em uma coluna (Le-GlClA1G2 = GCAGG). Esses resultados
demonstram que o pré-tratamento de amostras de LATE-PCR
amostras as misturas de enzima e substrato usadas para
Piro-seqlienciamento permite leituras de mais de cinguenta
pares de base de comprimento.

Exemplo 10. SeqUenciamento Direto de Didedxi do

Produto de LATE-PCR

AmplificagBes por PCR foram realizadas utilizando um
ABI Prism Sequence Detector 7700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, U.S.A.)} para amplificar um segmento do
éxon 7 do gene de Hexosaminidase A humana contendo a
mutagdo G269, a qual & responsavel pela doenga de Tay-
Sachs. A seqléncia corresponde ao Nimero de Acesso ao
GenBank M16417. Uma amplificagdo foi a amplificagdo por
LATE-PCR e o produto foi submetido diretamente a
seglienciamento de  didedxi. Comc  um controle, as
concentragdes de primer foram alteradas para equimelar, uma
amplificagdo por PCR simétrica convencional foi realizada e
o produto amplificado foi submetido & purificagdo
convencional antes de seqlienciamento de didedxi.

Migturag de Reagdo Para Amplificacdo (Concentragdes Finais)

Volume: 25 pul

1x tampdo de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.)}
MgCl, a 3 mM

dNTPs a 10 puM

Sonda a 0,6 puM (LATE-PCR apenas)

Diluicdo a 1:41.666 de Corante SYBR Gold (Molecular



10

15

20

25

30

94/113

Sondas, Eugene, OR, U,S.A)

1,25 Unidades de Tagq DNA polimerase Platinum
(Invitrogen)

6 ng de DNA gendmico humano (equivalente a 1000
genomas)

Primers: para LATE-PCR, Primer Limitado a 25 nM e
Primer em Excesso a 1000 nM; (para o controle, 300 nM de
cada um dos mesmos primers).

Seqiiéncias de Oligonucleotideo

Primer Limitado: 5' CGAGGTCATTGAATACGCACGGCTCC 3!
(SEQ. ID. No. 17}

Primer em Excesso: 5' TAACAAGCAGAGTCCCTCTGGT 3' (SEQ.
ID. No. 18)

Sonda: 5' Cy5 GGGACCAGGTAAGAA- Fosfato 3' (SEQ. ID No.
19)

Mistura de Reacdo Para Seglienciamento de Ciclo

Volume: 20 pl

100 femtomoles (fmoles) de produto que estd sendo
seqlienciado

5 picomoles (pmoles) de Primer de seqlienciamento
(primer Limitado ou primer em Excesso)

1x DTC5 Quick Start Master Mix (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, U.S.A.) [inclui dNTPs, ddNTP, tampio,
MgCl,] .

Segiienciamento de Didedxi

Misturas de reagdo de seqienciamento foram submetidas
a seqUenciamento de ciclo e eletroforese capilar em um CEQ
2000XL DNA Sequencer {Beckman Coulter, Inc., Fullerton, Ca,
U.S.A.) usando o CEQ 2000 Dye Termination Cycle Sequencing

Kit (Beckman Coulter) de acordo com as instrugdes do



10

15

20

25

30

95/113

fabricante.

Amplificacdo por LATE-PCR e Preparo de Seqglenciamento

A mistura de reaclo para amplificagdo por LATE-PCR foi
submetida & ciclizagdo térmica como segue: 95 °C durante 3
min; 20 ciclos de 95 °C durante 10 seg, 65 °C durante 20
geg e 72 °C durante 20 seg e 70 ciclos de 85 °C durante 10
seg, 65 °C durante 20 seg, 72 °C durante 20 seg, 55 °C
durante 20 seg e 40 °C durante 20 seg. Sintese de amplicon
fita dupla foi monitorada através de excitagdo do corante
SYBR e leitura de sua fluorescéncia durante a etapa de
extenso de primer de 72 °C. Sintese de produtc fita
simples apds exaustdo do Primer Limitado foi monitorada
através de excitagdo do corante SYBR e leitura de
fluorescéneia do fluoroforo Cy5 da sonda de baixa Ty
durante a etapa de detecgdo em baixa temperatura de 40 °C.

Para obter 100 fmoles do produto da extensfo do Primer
em Excesso, diluigdo do produto da amplificagdo foi
necessdria. Nbos estimamos a quantidade de produto nos 25 ul
de produto de reagdo da seguinte maneira. Primeiro, a
quantidade desse produto no produto fita dupla feito
durante og ciclos iniciais de amplificag@o & orientada pela
quantidade de Primer Limitado. Nesse exemplo, essa era de
25 nM, o qual se traduz em 25 fmoles/pl. A concentragio de
produto da extensdo fita simples feito durante a fase
linear de amplifica¢do por LATE-PCR, isto &, apds exaustdo
do Primer Limitado, foi estimada dividindc-se essa fase em
duas partes determinadas através de inspegdo da curva de
fluorescéneia de Cy5: uma primeira parte na qual a
amplificagdo se processa aritmeticamente e uma segunda

parte na qual aclmulo de produto diminui. Para a primeira
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parte a qual, nesse exemplo, era seis ciclos, nds admitimos
uma eficdcia de amplificagdo de 50%, baseado em Gyllensten,
U.B.H. e Erlich, A. (1988), "Generation of Single-Stranded
DNA by the Polymerase Chain Reaction and Application to
Direct Sequencing of the HLA-DQA LOCUS", Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85: 7652-7656. A produgdo de fitas simples durante
os seis ciclos foi calculada como a concentragdo inicial
(25 fmoles/pl) wvezes o nimero de ciclos (6) vezes a
eficdcia (0,5). Produgdo adicional foi estimada como o
aumento percentual no sinal de Cy5 durante o restante da
reagdo a qual, nesse caso, era de 233,3%. A produglo total
durante a fase linear foi, assim, de 175 fmoles/pl (25 X 6
x 0,5 x 2,333) e a concentragdo total desse produto,
incluindo 25 fmoles/pl no amplicon fita dupla, fol estimada
como sendo de 200 fmoles/pl. Para obter 100 fmoles na
mistura de reagdo de seqlienciamento de ciclo, nds diluimos
o produto da amplificagdo para 1:8 com agua e usamos 4 Ml
do produto diluido em 20 pl de mistura de reagdo. Conforme
sera apreciado, 1isso significa que o produto da
amplificacdo foi, por fim, diluido a 1:40.

Para obter 100 fmoles do produto da extensdo de Primer
Limitado, nosso ponto de partida foi que o produto da
reagdo de amplificagdo continha 25 nM desse produto ou 25
fmoles/ul. NOs simplesmente usamos 4 pl do produto da
amplificacdo mnos 20 pl de  mistura de 7reagdo de
seqUenciamento de ciclo para obter a gquantidade inicial
desejada de 100 fmoles.

Amplificacdc de controle e Preparo de Seqgilienciamento

A mistura de reagdo de amplificag¢do fol submetida ao

mesmo perfil de ciclizagdo térmica, exceto que apenas 18
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(a0 invés de 70) dos cinco ciclos de temperatura foram
realizados, porgue uma plotagem em tempo real do sinal de
corante intercalado indicou que a amplificacdo atinge um
platd nesse ponto e apenas o produto da amplificagdo
desejado era feito nesse ponto. Os predutos da amplificagdo
na mistura de amplificagdo ac final de amplificagdo foram
purificados da maneira convencional usando o QUIA Quick PCR
Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, U.S.A.) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Amplicons purificados
foram quantificados através de eletroforese em gel em um
gel a agarose a 3% em 0,5x TBE contra diferentes
quantidades conhecidas de marcadores de DNA ®X174 Hind III
apds visualizagdoc através de coloragdo com brometo de
etidio (0,5 pg/ml). Um volume contendo 100 fmoles foi usado
na mistura de reagdo de seqlenciamento de ciclo com cada
primer de seqlenciamento,
Resultados

A LATE-PCR e métodos de controle produziram seqiéncias
correspondendo & informacdo de seqiiéncia do Genbank (nimero
de acesso M 16417). A FIG. 17 inclul quarto cromatografias
obtidas a partir de seqlenciamento de didedxi. O Painel A &
do método de LATE-PCR com sequenciamento de ciclo
utilizande o Primer Limitado como o primer de
seqlenciamento. O Painel B & do método de LATE-PCR com
seqlienciamento de ciclo utilizando o primer em Excesso como
o primer de segllenciamento. O Painel C & o método de
controle utilizando o primer em Excesso como o primer de
seqienciamento. O Painel D & o método de controle
utilizando o primer Limitado como o primer de

seqienciamento. Cada cromatografia inclui as curvas de
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fluorescéncia obtidas a partir dos nucleotideo de didedxi
rotulados e a seqléncia de nucleotideo determinada.

Exemplo 11, Estratégias para Amplifica¢do por LATE-PCR

de Mais de Um Produto a partir do Mesmo Modelo de DNA na

Mesma Reacgdoc

AmplificacBes por PCR foram realizadas utilizando um
ABI Prism Sequence Detector 7700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, U.S.A.) para amplificar dois amplicons de
549 e 464 bases designados como fitas HV1 e HV2 H e L na
mesma rea¢do duplex dentro da regido de d-loop de DNA
mitocondrial humano baseado em quals seqgiéncias eram
amplificadas usando um Primer em Excesso.

Misturas de reacfo para amplificacfo (concentragles finais)

Volume: 25 pl

1x tampdo de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.)

MgCl; a 3 mM (Invitrogen)

dNTPs a 250 uM ( Promega)

Sonda a 1,0 uM (LATE-PCR apenas)

10x diluiclo de Corante SYBR Creen (FMC Bioproducts,
Rockland ME, U.S.A)

1,25 Unidades de Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogen)

DNA genémico de 1linfécitos de eangue  humano
(equivalente a 100 genomas de mtDNA)

Primers: para LATE-PCR, Primer Limitado a 50 nM e
Primer em Excesso a 1000 nM.

Seqiiéncias de Oligonucleotideo

Sonda: 5' Cy5 - TGCTAATGGTGGAG -Fosfato 3' (8SEQ. ID
No. 20)

HV1-H
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Primer Limitado: 5! GCCCGGAGCGAGGAGAGTAGCACTCTTG
3" (SEQ. ID. No. 21)

Primer em Excesso: 5' CACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAA 3!
(SEQ. ID. No. 22)
HV2-H

Primer Limitado: 5' GTATGGGAGTGGGAGGGGAAAATAATGTGTTAG
3' (SEQ. ID. No. 23)

Primer em Excesggo; 5' AGGTCT ATCACCCTATTAACC ACTCA3!'
(SEQ. ID. No. 24)
HV1-L

Primer Limitado: 5' CACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAARACC 3!
(SEQ. ID. No. 25)

Primer em Excesso: 5' CGAGGAGAGTAGCACTCTT3' (SEQ. 1ID.
No. 26)
HV2-L

Primer Limitado: 5' AGGTCTATCACCCTATT AACCACTC ACGGG
3" (SEQ. ID. No. 27)

Primer em Excesso: 5' GGAGGGGAAAATAATGTGTTAGT 3' (SEQ.
ID. No. 28)

Mistura de reagdo para seqiienciamento de ciclo

Volume: 25 pl

100 fmoles de produto sendo seqlienciados

5 pmoles de Primer de SeqUenciamento (Primer Limitado
ou Primer em Excesso)

1x DTC5 Quick Start Master Mix (Beckman Coulter, Lie,
Fullerton, CA, U.S.A. [inclui dNTPs, ddNTP, tampdo, MgCl,].

Seqgilienciamento de Didedéxi

Misturas de reagdo de seqglienciamento foram submetidas
a seqlienciamento de ciclo e eletroforese capilar em um CEQ

2000XL DNA Sequencer (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA,
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U.S.A.) usando o CEQ 2000 Dye Termination Cycle Sequencing
Kit (Beckman Coulter) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Amplificacdc por LATE-PCR e Preparo de Seqlienciamento

A mistura de reacdo de amplificagdo por LATE-PCR foi
submetida & ciclizagdo térmica como segue: 95 °C durante 3
min; 15 ciclog de 95 °C durante 15 segqg, 64 °C durante 10
seg e 72 °C durante 45 seg e 50 ciclos de 95 °C durante 15
seg, 64 °C durante 10 seg, 72 °C durante 45 seg e, para
HV1-H, apenas 50 °C durante 20 seg. Sintese de amplicon
fita dupla fol monitorada através de excitagdo do Corante
SYBR Green e leitura de sua fluorescéncia durante a etapa
de extensdo de primer de 72 °C. Sintese de produto fita
simples apbs exaustdo do Primer Limitado foli monitorada
através de excitagdo do corante SYBR e leitura de
fluorescéncia do fluorcoforo Cy5 da sonda de baixa Ty
durante a etapa de deteccdo em baixa temperatura de 50 °C
para a regido HV1-H.

Para obter 100 fmoles do produto da extensdo do Primer
em BExcesso, diluicdo do produte da amplificagdo foi
necessiria. NO6s estimamos a quantidade de produto no
produto da reagdo de 25 pl da seguinte maneira. Primeiro, a
quantidade desse produto no produto fita dupla feito
durante os ciclos iniciais de amplificag¢dco & orientada pela
quantidade de Primer Limitado. Nesse exemplo, essa era de
50 nM, o qual se traduz em 50 fmoles/pl. A concentragio de
produto fita simples da extensdo feita durante a fase
linear de amplificagdo por LATE-PCR, isto &, apbs exaustdo
de Primer Limitado, foi estimada dividindo essa fase em

duas partes determinadas através de inspegdo da curva de
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fluorescéncia de Cy5: uma primeira parte na qual a
amplificacdo se processa aritmeticamente e uma seqgunda
parte na qual o actimulo de produto diminui. Para a primeira
parte a qual, nesse exemplo, era de onze ciclos, nds
admitimos uma eficdcia de amplificagdo de 50%, baseado em
Gyllensten, U.B.H. e Erlich, A. (1988), "Generation of
single-stranded DNA by the Polymerase Chain Reaction and
its Application to Direct Sequencing of the HLA-DQA LOCUS",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7652-7656. A produgdo de
fitas simples durante os onze ciclos foi calculada como a
concentracdo inicial (50 fmoles/pl) vezes o nimero de
ciclos 11) vezes a eficacia (0,5). Produg¢do adicional foi
estimada como o aumento percentual no sinal de Cy5 durante
O restante da reagdo a qual, nesse caso, era de 100%. A
produgdo total durante a fase linear era, aggim, de 275
fmoles/pl (50 x 11 x 0,5 x 1,0) e a concentragdo total
desse produto, incluindo 50 fmoles/pul no amplicon fita
dupla, foil estimada como sendo de 325 fmoles/ul. Para obter
100 fmoles na mistura de rea¢dio de seqlenciamento de ciclo,
nés diluimos o produto da amplificagdo a 1:13 com &gua e
usamos 4 Ul do produto diluide na mistura de reagdo de 25
pi,
Resultados

Existes quatro possiveis combinagdes: 1) HV1-H com
HV2-H, 2) HV1-L com HV2-L, 3) HV1-H com HV2-L, 4) HV1-L com
HV2-H. A FIG. 18 mostra um gel de agarose a 4% de
eletroforese de contrcles sem modelo (NTC), trés fileiras a
esquerda; amplicons das reagdes comegam com 100 cépias de
DNA genbmico, préximas trés fileiras; e, mails a direita,

uma fileira de ladder com 100 pares de base., A FIG. 18
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mostra a formacdo dos amplicons de dsDNA de HV1-H e HV2-H
de 549 e 464 pares de base usando 100 cbépias de DNA
gendmico no inicio da reagdo. Controles sem modelo, NIC,
ndo amplificam.

Conforme aqueles habilitados na técnica compreenderdo,
na amplificacdo de dois amplicons fita simples na mesma
reacdo a partir de um Gnico modelo, as duas fitas do Primer
em Excesso podem ser geradas a partir da mesma fita de DNA
ou de fitas complementares de DNA. NOS empregamos com
sucesso ambas as abordagens. Nas combinag¢des de HV1-H com
HV2-H e HV1-L com HV2-L, ambos os amplicons sdo gerados a
partir da mesma fita modelo de DNA. Nas combinagdes de HVL-
H com HV2-L e HV1-L com HV2-H, os dois amplicons sdo
gerados a partir de fitas complementares de DNA. A FIG, 19A
mostra informa¢dc de seqliéncia para ¢ amplicon HV1-H na

dupla HV1-H com HV2-H na regido das bases 16209-1616%. A

'FIG 19B mostra informagdo de seqiéncia para o amplicon HV2-

H na dupla HV1-H com HV2-H na regifio das bases 289- 326. A
FIG. 19C mostra informagdo de seqléncia para o amplicon
HV1-H na dupla HV1-H com HV2-L na regifo das bases 16209-
16169, A FIG., 19D mostra informagdo de seqiiéncia para o
amplicon HV2-L na dupla HV1-H com HV2-L na regido das bases
289-326. A LATE-PCR produziu sequéncias correspondendo &
informacdo de seqiiéncia do GenBank.

Exemplo 12. Determina¢do da Necessidade de ssDNA

A quantidade de DNA fita simples e DNA fita dupla
gerados por uma amplificacdo por LATE-PCR pode ser usada
para determinar a quantidade de sSDNA necessdria para
sequenciamento por "diluir-e-ir" de didedxi. Amplificagdes

por PCR foram realizadas utilizando um ABI Prism Sequence



10

15

20

25

30

103/113

Detector 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.)
para amplificar o amplicon de 549 bases designado como HV1
H dentro da regifo de d-loop de DNA mitocondrial humano.
MEDNA foi extraido sob condigdes de lise (conforme descrito
em Peirce e colaboradores (2002) Biotechniques 32(5); 1106-
1111 ¢om a inclusdo de 4 pl de DTT em 100 pl da mistura de
reacdo de lise) de um fio de cabelo humano. Todas as
amplificagdes eram amplificagdes por LATE-PCR e o produto
foi submetido diretamente a seqlienciamento de didedxi.

Misturas de Reacdo para Amplificagdo (concentrag¢des finais)

Volume: 25 i

1x tampdo de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.)

MgCl, a 3 mM (Invitrogen)

dNTPs a 250 puM (Promega)

Sonda a 1,0 pM (LATE-PCR apenas)

10x diluigdo de Corante SYBR Green (FMC Byproducts,
Rockland ME, U.S.A)

1,25 Unidades de Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogern)

1 pl de solugcdo de lise de DNA (equivalente a ~ 10
genomas de mtDNA)

Primers: para LATE-PCR, Primer Limitado a 50 nM e
Primer em Excesso a 1000 nM.

Seqiiéncias de Oligonucleotideo

HV1H: Primer Limitado, Primer em Excesso e Sonda
conforme no Exemple 11.

Mistura de Reagdo para Sequenciamento de Ciclo

Conforme no Exemple 11.

Seqiienciamento de Didedxi

Conforme no Exemplo 11.
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Amplificacfo por LATE-PCR e Preparo de Segiienciamento

Conforme no Exemplo 11. Os dados Dbrutos de
fluorescéncia do CY5 e SYBR Green foram usados para
determinar a quantidade de produtc disponivel para uma
reagdo de seqlenciamento. A proporgdo de CY5/SYBR Green foi
usada para normalizar todas as flutuagBes nos dados brutos.
Resultados

Dados de fluorescéncia das amplificagdes por LATE-PCR
s8o apresentados na FIG. 20, painéis A e B. A FIG. 20A, por
exemplo, linha 201, mostra todos os dados para o fio de
cabelo plotados contra o nlmero de ciclos de amplificagdo
como a proporgdo de ss-DNA/ds-DNA (sinal da sonda para
sinal de corante). Esse método de andlise minimiza a
variagdo quando amplificagdo exponencial comega ou que se
nivela em seu platdé e demonstra que a eficacia de
amplificacdo de ss-DNA é virtualmente a mesma em todas as
amostras, exceto aquela que comegou muito tarde.

A FIG. 20B mostra um método para monitoramento de um
conjunto de ensaiocs de LATE-PCR de forma a estabelecer sua
prontiddo para seglienciamento por diluir-e-ir. A plotagem
mostra as proporgdes calculadas de ssDNA/AsDNA (sinal da
sonda para sinal de corante versus sinal de corante) para
todas as amostras amplificadas no ciclo 45 (quadrados) e
ciclo 65 (diamantes). Apenas as amostras que tém proporgdes
de entre 0,06 e 0,10 e valores de SYBR entre 300 e 600
(aquelag na caixa) est8o prontas para seqlienciamento. A
FIG. 20B estende o uso de andlise de end-point quantitativa
(QE LATE-PCR) para demonstrar que, apds 65 ciclos, todas
menos uma amostra tinham acumulado ss-DNA suficiente para

uso em sequenciamento por "diluir-e-ir".



10

15

20

25

30

105/113

Exemplo 13. Amplicons Tendo Miiltiplos SNPs

A sensibilidade da LATE-PCR e o método de
seqlienciamento "diluir-e-ir" podem distinguir uma mistura
de amplicons tendo miltiplos SNPs até o nivel de resolugdo
de 10%., Amplificagdes por PCR eram de um fio de cabelo
humano de 2 mm ou uma dUnica impressdo digital humana
aderida a uma limina de vidro. Todas as amplificac¢les eram
amplificagdes por LATE-PCR e o produto foi submetido
diretamente a seqlenciamento de didedxi. Misturas de reagdo
de amplificacdo finais, seqiéneias de oligonucleotideo
(HV1-H), mistura de reagdo de seqlenciamento de ciclo e
Seqlienciamento de didedxi e Amplificagdo por LATE-PCR e
Preparo de Seqiienciamento eram todos conforme no Exemplo
11.

Misturas de 10:90 a 90:10 dos produtos fita simples de
LATE-PCR de cada uma das trés rea¢des foram seqlienciadas
usando o protocolo de didedxi 'diluir-e-ix" descrito
previamente. Os resultados sdc mostrados nas FIG. 21 e FIG.
22,

A FIG. 21 mostra um segmento de 10 bases circundando
as bases 16320 e 16311 da mistura a 50:50 de linfdcitos de
sangue humano e impressdo digital humana. As alturas de
pico refletem as Alturas a 100% reais na seqliéncia de
didebéxi e ndo as alturas iguais esperadas de uma mistura a
50:50. A linha 211 mostra o pico para a base G nessa
sequéncia e a linha 202 mostra o pico para a base A na
mesma posigdo na seqiéncia. O pico 212 é maior do que ©
pico 211 em uma mistura a 50:50 de linfécitos de sangue
humano e fio de cabelo humano tendo diferentes seqiéncias

genéticas em virtude das caracteristicas fluorométricas de
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seqiienciamento de dideéxi, conforme & demonstrdvel por meio
de andlise de seqliéncias puras para a mesma regido.

A FIG. 22 mostra os percentuais reciprocos (90:10,
70:30, 50:50, 30:70 e 10:90) de duas amostras em cada um
dos cinco locais de SNPs. A Amostra 1 & proveniente de um
Fio de Cabelo Humano e a Amostra 2 & proveniente de uma
Impressdo Digital Humana de outro individuo. As alturas de
cada pico em cada posigdo foram medidas a partir de
impressdes das seqiéncias de didedxi e foram, entdo,
escalonadas baseado na mesma base de um controle de Amostra
1 a 100% ou Amostra 2 a 100%. Na FIG. 22, a linha 222 é o
percentual pretendido de Amostra 1 na mistura plotado
contra o percentual pretendido de Amostra 2 na mistura. A
linha 221 & uma linha adaptada aos resultados reais, isto
&, o percentual observadc de Amostra 1 na mistura plotado
contra o percentual pretendido de Amostra 2. O percentual
observado para cada percentual pretendido de Amostra 2 & de
cinco pontos, um para cada base. Os dados demonstram que
existe muito pouca dispersdo entre as diferentes bases em
cada percentual, mas os dados também mostram que linha 221
dos valores observados ndo cai para cima da linha dos
valores previstos (linha 222), provavelmente porque a
quantidade de Amostra 1 e Amostra 2 na mistura ndo eram
exatamente iguais.

Exemplo 14. Distincdo de Misturas

Para distinguir amostras consistindo de 100% de DNA
gendmico heterozigético de amostras consistindo de 90% de
DNA heterozigético e 10% de DNA gendmico homozigdtico para
uma Gnica alteracdio de nucleotideo, nds primeiro criamos

uma mistura de DNA consistindo de 90% de DNA heterozigbtico
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para o sitio SNP rs858521 localizado no cromossoma humano
17 (alelos C/G) mais 10% de DNA homozigdtico para © mesmo
sitio do SNP (alelos C/C). O sitio SNP é listado no banco
de dados NCBI dbSNP acessivel através de

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=SNP). Essa

mistura de DNA foi preparada através de mistura de
concentragdes equivalentes dos DNAs heterozigbticos e DNAs
homozigéticos  correspondentes fornecidos pelo  Reid
Laboratory na University of Washington em Seattle. As
concentracdes de DNA para cada DNA gendmico para fins de
mistura foram estimadas baseado nos valores de Ct da
fluorescédncia do SYBR derivada de andlise em tempo real de
amostras de LATE-PCR similar &aquela descrita abaixo. Uma
vez que a mistura de DNA foi preparada, nds ajustamos as
reagbes de LATE-PCR repetidas contendo 100% de DNA
heterozigbético ou 90% de DNA heterczigdtico + 10% de
homozigdtico. Cada amostra de LATE-PCR consistia de 1X
Tampdo de Taqg Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA), MgCl; a
3 mM, mistura de dNTP a 250 uM, 0,24X SyberGold I
(Invitrogen, Carlsbad, CA), <zreagente de prevengao de
iniciacdc errbnea a 200 nM que nds denominados Elixir
composto 9-3iDD, 1,25 unidades de Tag polimerase Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA), Primer em Excesso rs858521 a 1
UM, Primer Limitado rs858521 a 50 nM e sonda anti-senso a
2,4 UM contra o alelo G de SNP rs858521 e 1800 equivalentes
de genoma do DNA gendmico apropriado em um volume final de
25 pl.

A seqiéncia do Primer em Excesso rs858521 é 5!
CRAATCCCTTGACCTGTTCTGGAGAGAA 3' (SEQ. ID. No. 29).

5 '

D

A seqUéncia do Primer Limitado 1rs858521
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TCCCCAGAGCCCAGCCGGTGTCATTTITC 3' (SEQ. ID. NO. 30).

A seqliéncia da sonda anti-senso contra o alelo G de
SNP rs858521 &€ 5' [Cy5] CTTCAGCTCAAACAATA [Phos] (SEQ. ID.
No. 31).

A seqUéncia do reagente de prevencdo de iniciagdo
errbnea & 5' Dabcila- CGCTATAATGAAATTATAGCG-Dabcila (SEQ.
ID. No. 32).

Essas amostras foram submetidas & amplifica¢do em um
ABI 7700 usande um perfil de ciclo térmico consistindo de
um ciclo de 95 °C durante 3 min, seguldo por 45 ciclos de
95 °C durante 10 seg, 66 °C durante 10 seg. e 72 °C durante
20 seg. Ao final da reagdo, a reagdo foi fundida de 95 °C
para 25 °C em intervalos de 1 °C durante 1 min. em cada
temperatura, com aquisig¢do de fluorescéncia no canal Cy5.
Os sinais de fluorescéncia de CyS captados sem nenhuma
corregdo para a linha de base foram exportados para o
programa de computador Excel., Calculo da primeira derivada
dos sinais de fluorescéncia foi realizado através de
subtrag¢do dos sinais de fluorescéncia de uma temperatura
dos sinais de fluorescéncia da prdxima temperatura durante
a fusdo. Og resultados sdo mostrados na FIG. 23, painéigs A
e B. A FIG. 23A mostra a plotagem da primeira derivada de
sinais de fluorescéncia versus temperatura, isto &, curvas
de fusdo. As curvas de fusdo na FIG. 23 A foram niveladas
usando a fungdo de movimento médio do Excel para eliminar a
interferéncia em virtude de flutuagdes térmicas no ABI
7700. A FIG. 23A revelou os picos de fusdo correspondendo a
ligagdo da sonda a seu alvo alelo G equivalente em
temperaturas maiores e ao alvo alelo C ndo equivalente em

temperaturas menores. A FIG. 23A mostra que as amostras 90%
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heterozigéticas + 10% homozigdticas, circulo 231, exibem um
menor pico de alelo G e um malor pico de fusdo de alelo C
com relagdo as alturas dos picos de fuslo de alelo C e
alelo @ nas amostras 100% heterozigdticas, circulo 232.
Essas diferencas estdo de acordo com a maior proporgdo
esperada do alelo C nas amostras 90% heterozigéticas + 10%
homozigbticas (55% de alelo C: 45% de alelo G) comparado
com as amostras 100% heterozigdticas (50% de alelo G: 50%
de alelo C). A proporg¢do da altura do pico de alelo C para
a altura do pico de alelo G & mostrada como um grafico de
barrag na FIG. 23B. O conjunto de barras a direita € para
as amostras 90% heterozigbticas + 10% homozigdbticas,
correspondendo ao circulo 231. As barras mais escuras &
esquerda sdc para as amostras 100% heterozigdéticas. Caixas
de erro convencionais 233 e 234 sdo wmostradas para os
conjuntos de barras. Essa proporgao distingue amostras 100%
heterozigdticas de amostras 90% heterozigbticas «+ 10%
homozigbticas com certeza de 99,7%, baseado na falta de
sobreposgicdo das caixas de erro que refletem trés desvios
padrdes do errc da média.

~

Exemplo 15. Sengibilidade das Reagfes de LATE-PCR &

Concentra¢do Inicial de Polimerase

Amplifica¢des por PCR foram realizadas utilizando um
ABI 7700 para amplificar o amplicon de 549 bases designado
como HVI-H dentro da regido de d-loop do DNA mitocondrial
humano. Misturas de reagdo para DNA genbmico humano,
Sequéncias de oligonucleotideo (HV1-H) e amplificagdes por
LATE-PCR eram conforme descrito no Exemplo 11, exceto que
as Unidades de Tag DNA polimerase Platinum variavam entre

as amostras, como segue: 0,125, 0,250, 0,375, 0,50, 0,625 ¢
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1,25 Unidades.

Andlise da curva de fusdo (fluorescéncia do SYBR Green
versus temperatura) foi realizada. Curvas de fusdo mostram
como a concentra¢do de Tag influencia a especificidade do
produto de dsDNA para essa rea¢do de LATE-PCR. A medida que
a concentragio de Taq Platinum diminui de 1,25 unidades
para 0,375 unidades, a especificidade da reagao aumenta,
conforme refletido nos picos de fusdo das réplicas.
Diminuicdo da concentracdo adicionalmente, para 0,250
unidades, diminuiu a especificidade. A 0,125 unidades, a
reagdo ndo ocorre. A maior especificidade ocorreu com uma
concentragdo de Tag de 0,375 unidades.

Exemplo 16. Variacdo de Declinio como uma Fung¢do da

Concentragdo de Tag em uma LATE-PCR em Tempo Real e em uma

LATE-PCR Duplex em Tempo Real

Nés projetamos um ensaio de LATE-PCR em tempo real
duplex para amplificagdo simultdnea de segliéncias dentro
dos éxons dos genes Oct4 e Xist de murino (N{mero de Acesso
ao GenBank NM 013633 e L04961, respectivamente). Cada
reagdo fol realizada em um volume final de 50 ul e continha
0s seguintes reagentes: 1 X tampdo de PCR (Invitrogen,
Carlsbad, CA) compreendido por Tris-HCl a 20 mM, pH de 8,4
e KCl a 50 mM, MgCl, a 3 mM, 0,4 mM de cada ANTP, Primer
Limitadoc Oct4 a 50 nM tendo a seqiéncia 5’
TGGCTGGACACCTGGCTTCAGACT 3' (SEQ ID NO: 33), Primer em
Excesso Oct4 a 2 pM tendo a seqliéncia 5' CAACTTGGGGGACTAGGC
3' (SEQ ID NO: 24), Primer Limitado Xist a 100 nM tendc the
sequéncia 5' GGTCGTACAGGAAAAGATGGCGGCTCAA 3' (SEQ ID NO:
35), Primer em Excesso Xist a 2 uM tendo a seqiéncia 5

TGAAAGAAACCACTAGAGGGCA 3' (SEQ ID NO:36), 1 pM de uma sonda
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sinalizadora molecular Oct4 com baixo ponto de fusdo tendo
a seqléncia 5' TET-CCG CCT GGG ATG GCA TAC TGT GGA AGG CGG-
Dabcila 3' (SEQ ID NO: 37) e 300 nM de um reagente que
impede iniciagdo errdnea {que nés referimos como composto
9-3bDD) tendo a seqléncia 5'Dabcila-CGTTATAATGAAATTATAACG-
Dabcila 3' (SEQ. ID. No. 38). Taq DNA polimerase Platinum®
em complexo com anticorpo (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi
também incluida na mistura de PCR em concentragdes de 1, 2,
ou 3 Unidades por ensaio). Uma sonda sinalizadora molecular
para a detecgdo de amplicons Xist ndc foi adicionada nesse
exemplo.

Em paralelo com essas LATE-PCRs duplex, nds também
realizamos uma série de ensaios para amplificagdo por LATE-
PCR do amplicon Oct4 apenas. Esses ensalos tinham
composicdo idéntica conforme as duplas antes mencionadas,
exceto quanto & omissdo do Primer Limitado Xist e o Primer
em Excesso Xist.

DNA gendmico de camundongo (Sigma, St Louis, MO) foi
adicionado a todos os ensaios e proporcionou os modelos
para amplificagdo por PCR. O nlimero de genomas adicionados
a cada tubo foi calculado como 1000, baseadc em um tamanhoc
de genoma de 6 pg (veja Vendrely e Vendrely (1949)
Experientia 5: 327-329).

Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.
Amplificacdo fol realizada em um ABI Prism 7700 Sequence
Detector (Applied Biosystems, CA) com um perfil de
ciclizagdo térmica compreendido de 1 ciclo a 95 °C durante
5 minutos; 6 ciclos a 95 °C durante 10 seg, 63 °C durante
20 seg e 72 °C durante 30 seg; e 54 ciclos a 95 °C durante

15 seg, 55 °C durante 25 seg, 72 °C durante 35 seg e 45 °C
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durante 30 seg, com aquisigdo de fluorescéncia a 45 °C no
canal TET.

Os resultados desse experimento sdo mostrados na FIG.
24, a qual plota os sinais fluorescentes gerados pelo
acimulo de amplicons Oct4 através de hibridizagdo com a
sonda sinalizadora molecular TET-Oct4. Quando apenas um par
de primers estava presente, aumento da concentragido de Tag
polimerase de 1 Unidade/ensaio (circulo 241) para 2
Unidades/ensaio (circulos 242) ou 3 Unidades/ensaio
(circulos 243) tinha o efeito de tornar o declinio dos
sinais mais gradual, em virtude da eficédcia aumentada de
amplificagdo. Os sinais identificados pelos circulos 242 e
243 (2 e 3 Unidades/ensaio, respectivamente) eram
interespagados, sugerindo que a eficdcia mdxima tinha sido
atingida aproximadamente nesses niveig, Conforme esperado,
os declinios das linhas geradas pelas reagBes duplex
(circuleos 244, 245 e 246) eram, em todos 08 casos, menores
do que aqueles gerados através de amplificacdo de um Gnico
amplicon, porque a Taq polimerase foi usada em duas vezes
essa taxa. Conforme no caso da LATE-PCR de um {nico
amplicon, aumento da concentragdo de Tag na reagdo duplex
de 1 Unidade/ensaio (circulo 244) para 2 Unidades/ensaio
(circulo 245) ou 3 Unidades/ensaioc (circulc 246) resultou
em um aumento no declinio de sinal. Ndo houve aumento
adicional no declinio inicial das 3 Unidades/ensaio
(circulo 246) quando comparado com o declinio inicial das 2
Unidades/ensaio (circulo 245), novamente sugerinde que a
eficdcia méxima tinha sido atingida. Contudo, as amostras
com 3 Unidades/ensaio (circulo 246) atingiram rapidamente

um platd e o declinio comecou a diminuir, diferente dagquele
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com as amostras com 2 Unidades/ensaio (circulo 245),
indicando a provdvel ocorréncia de iniciagdo errdnea na
presenca da maior concentragdo de Tag testada, o que ndo
foi o caso para as amostras 243, também contendo 3 Unidades
de Tag/ensaio, mas apenas um par de primers. A despeito da
maior quantidade de Taq disponivel em ensaios com um Gnico
amplicon quando comparado com as duplas (3 unidades sendo
usadas para gerar um amplicon ao invés de dois amplicons ao
mesmo tempo), mais iniciagdo errdnea ocorria nas duplas em
virtude da adig¢do dos primers Xist. De forma a obter
eficdcia midxima sem iniciacdo errbBnea, a concentragéo de
Taq polimerase precisa, assim, ser otimizada levando-se em
conta o nimero e sgeqiéncias dos primers adicionados a

reacao.
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REIVINDICACOES

1. Método para andlise de pelo menos um produto de
amplificacdo fita simples de um processo de amplificacdo de
dcido nucléico ndo-simétrico que gera ambos amplicons fita
dupla e fita simples através de extensdo de primers de
oligonucleotideo por meio de uma DNA polimerase e que
inclui pelo menos uma temperatura de anelamento de primer

caracterizado pelo fato de compreender:

(a) formacdo de uma mistura de reacdo de amplificacédo
que inclui pelo menos uma sequéncia alvo de &acido nucleico
e reagentes de deteccdo,

(b) amplificacdo da referida sequéncia alvo de &acido
nucleico pelo dito processo de amplificacdo de Aacido
nucléico ndo-simétrico,

(c) deteccdo de amplicons fita dupla através de um
sinal fluorescente,

(d) deteccgdo do referido pelo menos um produto de
amplificagcdo fita simples através de sinal fluorescente
sequéncia-especifico em wuma temperatura abaixo da pelo
menos uma temperatura de anelamento de primer, e

(e) normalizacdo do sinal fluorescente de sequéncia
especifica como uma proporc¢do calculada da fluorescéncia do
referido produto de amplificacdo fita simples para a
fluorescéncia dos referidos amplicons fita dupla.

2. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,

caracterizado pelo fato da detecgdo dos amplicons fita

dupla ser por meio de um corante fluorescente de DNA.
3. Método, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizado pelo fato da deteccdo do referido pelo menos

um produto de amplificagdo fita simples incluir uma sonda
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de hibridizacdo fluorcforo-rotulada que se liga ao referido
produto de amplificacdo fita simples durante a etapa de
deteccdo que ocorre a uma temperatura abaixo do pelo menos
uma temperatura de anelamento de primer, mas ndo a uma
referida pelo menos uma temperatura de anelamento de
primer.

4. Método, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizado pelo fato da sonda de hibridizacdo para o

referido pelo menos um produto de amplificacdo fita simples
ser uma sonda fita dupla apagada de discriminacdo de alelo.
5. Método, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizado pelo fato de compreender pelo menos duas

sondas de discriminagdo de alelo para diferentes produtos
de amplificacdo fita simples que s&oc rotulados com O mesmo
fluoroforo, mas tém diferentes temperaturas de fusdo com
relacdo a seus alvos, em que a referida etapa de deteccéo
que ocorre a uma temperatura abaixo da pelo menos uma
temperatura de anelamento do primer inclui detecgdo da
emissdo do referido fluoroforo em uma temperatura na qual
apenas uma sonda se liga a seu alvo e em uma temperatura em
que pelo menos duas sondas se ligam a seus respectivos
alvos.

6. Método, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizado pelo fato do primer cuja extensdo gera

produto de amplificagdo fita simples ser rotulado com um
fluoroforo que é estimulado indiretamente através de
emissdo fluorescente do referido corante fluorescente de
DNA, e em que a deteccdo do referido pelo menos um produto
de amplificacdo fita simples inclui estimulagdo do corante

fluorescente de DNA e deteccdo da fluorescéncia emitida
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pelo referido primer.
7. Método, de acordo com a reivindicacédo 2,

caracterizado pelo fato de compreender pelo menos uma sonda

de hibridizacdo tolerante a combinacdoc errdnea que se liga
a pelo menos dois possiveis produtos de amplificacdo fita
simples para formar hibridos tendo diferentes temperaturas
de fusdo abaixo da temperatura utilizada para anelar
primers no referido processo de amplificacdo ndo-simétrico
e que ¢ rotulado com um fluoroforo que é estimulado
indiretamente pela emissdo fluorescente do referido corante
fluorescente de DNA, onde a detecgdo de produto de
amplificagdo fita simples incluli detecgdo em baixa
temperatura em multiplas temperaturas determinada pelas
referidas diferentes temperaturas de fusédo.

8. Método, de acordo com a reivindicacédo 7,

caracterizado pelo fato da referida sonda de hibridizacédo

tolerante a combinacdo errdnea ser uma sonda de
hibridizagdo 1linear que forma uma estrutura secundaria
compreendendo uma regido fita dupla de 1-4 nucleotideos de
comprimento durante a referida deteccéo em baixa
temperatura, em que a fluorescéncia resultante da referida
estrutura secundaria é internamente apagada.

9. Método, de acordo com a reivindicacédo 7,

caracterizado pelo fato da referida sonda de hibridizacgédo

tolerante a combinac¢do errdnea ser uma sonda de sinalizacdo
molecular.
10. Método, de acordo com a reivindicacédo 7,

caracterizado pelo fato de compreender uma pluralidade de

diferentes sondas de hibridizacdo tolerantes a combinacdo

errbnea rotuladas fluorescentemente, cada uma das quais tem
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uma temperatura de fusdo, com relagdo a qualquer produto de
amplificagdo, que estd abaixo da temperatura de anelamento
de primer e que, em combinacdo, se hibridizam a uma
pluralidade de ©possiveis produtos de amplificacdo em
diferentes temperaturas e que tém fluoroforos que sdo
excitados por emissdo fluorescente do referido corante
fluorescente de DNA, em gque a detecgdo do produto de
amplificacdo de fita simples inclui a estimulacdo da
referida mistura de reagdo de amplificagcdo em pelo menos
trés temperaturas abaixo da referida temperatura de
anelamento de primer com luz gque excita o corante
fluorescente de DNA, mas ndo os fluoroforos das referidas
sondas tolerantes & combinagdo errdnea e a deteccdo de
emissdes das referidas sondas de hibridizacdo tolerante a
combinacdo errdnea.

11. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato do processo de amplificagdo nédo-

simétrico ser um processo de amplificag¢do por PCR linear-
apbds-o-exponencial (LATE-PCR).
12. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,

caracterizado pelo fato da referida detecgdo ser uma

deteccdo de end-point apdés o término do processo de

amplificagdo ndo-simétrica.
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FIGURA 4
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FIGURA 5

gAD ep elouUgssalony op ogdelaye ap exe}

Temperatura

65

55

45

T T T T T T
<r =1 e (] <0 o
(] [ i —

YHAYL 2P elougossiony 2P oedelaje ap BXE L

35

Temperatura



6/24

FIGURA 6
16
° 8
Q
I 12 81
Q
O
g
>
[
: 081
so
8
83
04 N —
0 1 2 3

TAMRA a45°CiCy5 ab6“C



7/24

FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 11
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 24
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METODO PARA ANALISE DE PELO MENOS UM PRODUTO DE
AMPLIFICAC,‘KO FITA SIMPLES DE UM PROCESSO DE AMPLIFICAC,‘KO DE
ACIDO NUCLEICO NAO-SIMETRICO

Deteccdo homogénea durante ou apds amplificacdo por
PCR, de preferéncia LATE-PCR, utilizando corante de DNA
fluorescente e primers rotulados indiretamente excitaveis e
sondas, melhora a reprodutibilidade e quantificacéo.
Detecgdo homogénea em baixa temperatura durante ou apds
amplificagdo por PCR ndo-simétrica, de preferéncia LATE-
PCR, wutilizando corante de DNA fluorescente e sondas
tolerantes a combinacdo errdnea rotuladas indiretamente
excitaveis permite andlise de alvos complexos. Métodos de
preparo de amostra de seqgilenciamento apdés amplificacdes por
LATE-PCR reduzem a complexidade e permitem processamento em

"nico tubo".
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