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RESUMO
“METODO E SONDAS PARA A DETECCAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO
ESPECIFICA A UM TUMOR”

Esta invencdo refere-se a deteccdo de proteinas de fusdo.
A invencdo proporciona um conjunto de pelo menos uma
primeira e wuma segunda sondas moleculares, cada sonda
proporcionada com um corante em que 0s referidos corantes,
em conjunto, permitem a transferéncia de energia; pelo
menos uma sonda proporcionada com um grupc reactivo que
permite a justaposicdo da referida , pelo menocs, primeira
e segunda sondas em gue o referido grupo reactivo permite
modular a Justaposicdo das referidas sondas de tal modo
gue ha& uma maior probabilidade de transferéncia de energia
entre os referidos corantes. E proporcionado um método que
permite a deteccdo da presenga de uma proteina de fuséo

numa célula ao nivel de célula unica.

anti-A anti-B B ~10A
anti-A — anti-B

>>80A <80A

fluordcrome X Justaposigdo para FRET

fluoréeromo ¥ préxima e eatdvel

biotina

avidina

Bovo



DESCRICAO

“METODO E SONDAS PARA A DETECCAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO
ESPECIFICA A UM TUMOR”

Esta invencdo refere-se a deteccdo de, entre outras,
proteinas de fuséo especificas do tumor. Mais
especificamente, a invencdo refere-se a técnicas que
indicam a presenca de translocacdes cromossémicas por meio
da detecgdo da presenca de uma proteina de fusido ao nivel
de célula tnica. No diagnéstico de vArios tipos de cancro,
tais como leucemias, linfomas e tumores sélidos, as
aberracbes cromossdémicas sdo frequentemente utilizadas
para a classificacdo em subgrupos' relevantes do ponto de
vista do progndéstico. Muitas destas aberracdes
cromossémicas resultam em genes de fusdo, isto &, genes
acoplados de modo aberrante através da parte a montante de
um gene para a parte a Jjusante do outro gene, ou vice
versa. 0s genes de fusdo podem ser transcritos para gene
de fusdo transcritos e traduzidos em proteinas de fuséo.
De um modo geral, as proteinas de fusdo desempenham um
papel dimportante no ©processo oncogenético. Até agora,
foram descritos mais de uma centena de genes de fuséo
diferentes e proteinas de fusdo em vérios tipos de

cancro.?™®

0 termo “cancro” compreende um grupo heterogéneo de
neoplasmas, no qual cada tipo tem as suas proprias
caracteristicas, quando <considerado o seu potencial
maligno e a sua resposta & terapia. E evidente que o
diagnéstico precisc e a classificacdo dos varios tipos de
cancro & fundamental para ajudar a seleccionar a terapia

mais eficaz. Além disso, um método de diagndstico que



permite a detecgdo de pequenos numeros de células malignas
num fundo elevado de células normais durante a terapia é
essencial para avaliar a eficadcia do tratamento e para

antecipar uma iminente recidiva.

As translocag¢des cromossémicas podem ser detectadas por
meio de uma grande variedade de técnicas, a maioria das
guais envolve tecnologia biomolecular moderna. As técnicas
citogenéticas incluem técnicas convencionais de formagéo
de bandas cromossémicas (cariotipagem) e hibridacdo in
situ por fluorescéncia (FISH) gque utiliza sondas marcadas
fluorescentemente. As estratégias com base em reacc&o em
cadeia da polimerase (PCR) podem ser utilizadas para
detectar fusdes de pontos de ruptura do cromossoma Como
pode ser encontrado em translocacdes, inversfes e delecbes
cromossémicas, utilizando iniciadores localizados em cada
lado do ponto de ruptura. A amplificacdo do ADN sb6 pode
ser utilizada para aberrag¢des cromossémicas em gue oS
pontos de ruptura se agrupam numa peguena Aarea. Na maior
parte dos casos, o0s pontos de ruptura empalham-se ao longo
de grandes regides intrdénicas, mas varias translocacgdes,
inversdes e delecles ddo origem a genes de fusido e
transcritos de fusdo adequadas para amplificacdo por PCR

apds uma etapa de transcricgdo reversa (RT-PCR).

As técnicas mais vulgarmente utilizadas, destinadas a
detectar aberracgbdes cromossédmicas especificas envolvem a
andlise ao nivel cromossémico ou do &cido nucleico (ADN ou
ARN). Uma vantagem de tais marcadores de fusdo genética é
0 seu envolvimento directo na oncogénese. Em concordincia,
a sua presenca € constante ao longo de toda a evolucdo da
doenca. No entanto, uma grande desvantagem dos marcadores

de fusdo refere-se ao facto de que as varia¢des no nivel



da transcricdo de genes e/ou tradugdo de genes durante a
doenca e, particularmente durante a terapia, ndo podem ser
excluidas. Deste modo, as variacdes na expressdo de um
transcrito génico de fusdo ou uma proteina de fusdo tornam
dificil de correlaciconar © nivel de deteccgldo do marcador
com a quantidade de células malignas. Isto implica que a
deteccdo de um produto de gene de fusdo & realizada, de

preferéncia, ao nivel da proteina em células individuais.

Uma proteina de fusdo compreende partes de pelo menos duas
proteinas que correspondem aos genes originalmente
separados e foram originariamente transcritas pelos mesmos
e traduzidos dos mesmos. As proteinas de fusdo séo
especificamente caracterizadas por um ponto de fusdo, onde
as duas proteinas se encontram. Os pontos de fusdo sao
frequentemente antigenicamente expostos, compreendendo
epitopos distintos que por vezes podem ser

imunologicamente detectados.

Inicialmente, foram feitas tentativas para produzir
anticorpos especificos para proteina de fusdo através da
producdo de anticorpos contra um péptido correspondente a
regido de ligacdoc de uma proteina de fusdo. Esta abordagem
raramente tem sido bem sucedida, principalmente devido ao
facto de que é& dificil encontrar reagentes imunoldgicos
gue sdo exclusivamente reactivos com uma proteina de fuséo
e ndo com as proteinas de ndo-fusdo, que sdo normalmente
produzidas numa célula. Se foram obtidos anticorpos
especificos de fusdo, ©s mesmos n&o eram Jeralmente
aplicdveis a microscopia de fluorescéncia ou citometria de
fluxo.”"” Por exemplo, o anticorpc ERP-FP1 contra a proteina
de fusdo BCR-ABL funciona Dbem em procedimentos de

transferéncia de Western, mas ndo ¢é bem sucedido em



estudos microscédpicos em leucemias humanas BCR-ABRL

positivas.®’

Além disso, considerando a grande variacéo
dentro de rearranjos individuais observados em
translocacdes cromossémicas e dependendo da localizacdo do
pontc de ruptura dentro do gene ndo-aberrante em que
(mesmo guando as translocag¢des ocorrem dentro dos mesmos
dois genes) ©podem ser geradas diferentes de fuséo
proteinas, é considerado provavel que dentro de cada caso
separado de proteinas de fus&o, surjam novos pontos de
fusdc. Por conseguinte, a detecgdo de proteinas de fuséo
pela deteccdo imunoldgica especifica do epitopo de ponto

de fusdo da proteina de fusdo, nunca fol amplamente

aplicéavel.

Umn método alternativo para a deteccdo especifica de
proteinas de fusdo envolve a aplicagdo de um chamado
anticorpo de captura dque reconhece uma parte de uma
proteina de fusdo e um anticorpo de deteccdo marcado que
reconhece uma outra parte de uma proteina de fusdo. Num
tal sistema, um anticorpo de captura é ligado a uma camada
de suporte sdélido, tal como uma placa ELISA ou uma fita de
teste. Um anticorpo de captura também podem  ser
imcbilizado em contas que podem ser analisadas por
citometria de fluxo.’ Apdés a incubacdo de um anticorpo de
captura com um lisado celular suspeitoc de conter a
proteina de fusdo, & proteina de fusdo ligada é detectada
por um anticorpo de deteccdo marcado. Embora elegante e
fdcil de realizar, um sistema de captura/deteccdo de
anticorpo praticamente ndo pode ser aplicado para detectar
uma proteina de fusdo intracelular sem perturbar a
integridade celular. A maioria das proteinas de fuséo
especificas de tumores estédo localizadas

intracelularmente, por exemplo, factores de transcricéo



nucleares, ou moléculas de sinalizagdo gque residem no
citoplasma ou gue transitam entre o citoplasma e o nucleo.
Assim, um sistema de captura/deteccdo de anticorpo néo
permite a deteccdo de uma proteina de fusdo intracelular

no nivel de célula Unica.

A co-localizacéo de dois anticorpos marcados
diferencialmente contra duas partes diferentes de uma
proteina de fus&oc pode, em teoria, provar a presenca de
uma proteina de fusdc numa célula unica. No entanto, a
prova total de co-localizacdo requer andlise através de
microscopia de varrimento a laser (CLSM). Mesmo assim,
geralmente ndo é simples avaliar a co-localizacdo de dois
anticorpos, porque as proteinas normais reconhecidas, dque
sdo derivadas dos genes normais nos Cromossomas nao
afectados, podem causar uma coloracdo de fundo, que
interfere com a deteccdo da proteina de fus&do. Além disso,
a CLSM tem a grande desvantagem de necessitar de um
laboratério especializado e bem equipado e de pessoal
treinado e altamente especializado. Tal tarefa demorada e
técnica altamente especializada n&o ¢é desejavel para
procedimentos de diagnéstico de rotina, por exemplo, num

ceniario clinico.

Todo o acima relatado indica que h& uma necessidade
especifica de um método melhorado para detectar uma
proteina de fusdo, que pode, preferencialmente, ser usado
num laboratdério clinico. Particularmente desafiante é a
detecclo de uma proteina de fusdo intracelular ao nivel de

célula Unica.

A 1invencdo proporciona a constatacdoc de que a tecnologia

de transferéncia de energia por ressonéncia de



fluorescéncia (FRET) pode ser utilizada para detectar a
presenca de uma proteina de fusdo. A invencdo proporciona
um conjunto de sondas, um kit para diagndstico e um método
para detectar a ©presenca de uma proteina de fusdao,
conforme descrito nas reivindicacgdes anexas. A invencéo
proporciona um método in vitro para detectar a presenga de
uma proteina de fusdo numa célula utilizando um conjunto
de pelo menos uma primeira e uma segunda sonda molecular,
cada sonda capaz de reconhecer um local de ligacéo
posicionado em lados opostos da regido de fusdo da
referida proteina de fuséao, cada sonda também
proporcionada com um corante em que 0S5 referidos corantes,
em conjunto, permitem a transferéncia de energia, cada
sonda proporcicnada com um grupo reactivo que permite
modular a organizacdo espacial das referidas sondas depois
de ligac&o a molécula de interesse fazendo com que o0s
referidos corantes fiquem a uma distancia de 100 Angstrom
uns dos outros de tal modo que h& uma crescente
possibilidade de transferéncia de energia entre o0s
corantes, em que um grupo reactivo da referida primeira
sonda ndo estd envolvido na ligacdo a molécula de
interesse e ndo é directamente reactivo com as referidas
segundas sondas e requer uma substidncia de ligacdo capaz
de ligar pelo menos dois grupos reactivos para mediar a
transferéncia de energia entre 08 corantes nas referidas
sondas, o método compreendendo proporcionar um conjuntc de
sondas, proporcionar uma amostra que compreende uma
célula, ©pbdbr a referida amostra em contacto com as
referidas sondas em condigdes que permitem Jjustapor as
referidas sondas sobre a referida proteina de fusdo, pdr
as referidas sondas em contacto com uma substdncia de
ligacdo capaz de ligar pelo menos um grupo reactivo da

referida ©primeira sonda a referida segunda sonda e



detectar a Jjustaposicdo das referidas sondas através de
FRET para determinar a presenca da referida proteina de
fusdo. E também proporcionado um conjunto de pelo menos
uma primeira e uma segunda sonda molecular, cada sonda
capaz de ligar-se especificamente a uma molécula de
interesse e cada sonda proporcionada com um corante em que
0s referidos corantes, em conjunto, permitem a
transferéncia de energia; em que cada sonda é
propcrcionada com um grupo reactivo para modular a
organizacdo espacial das referidas sondas depois da
ligacdo a molécula de interesse fazendo com que 0s
referidos corantes fiquem a uma distancia de 100 Angstrom
uns dos outros de tal modo gque ha uma crescente
possibilidade de transferéncia de energia entre os
corantes, e em que o referido grupo reactivo ndo esta
envolvido na ligacdo a molécula de interesse, e em gue um
grupco reactivo da referida primeira sonda ndo é
directamente reactivo com a referida segunda sonda e
requer uma substancia de ligacido capaz de ligar pelo menos
dois grupos reactivos para mediar a transferéncia de

energia entre os corantes nas referidas sondas.

De acordo com a inveng¢do, uma sonda molecular & capaz de
se ligar especificamente a uma molécula biolbgica de
interesse através do seu, assim chamado, dominio de
ligacdo. Apds a ligacdo de pelo menos uma primeira e uma
segunda sondas a uma molécula de interesse através do
dominio de ligacdo, um grupo reactivo pode ser utilizado
para modular a justaposicdo. Um grupo reactivo ndo tem
gualguer tendéncia para competir com o dominio de ligacéo
para ligacdo a uma molécula de interesse. Neste contexto,
um conjunto de sondas de acordo com a invencédo é

distinguido de conjuntos conhecidos de sondas  de



anticorpos gque estdo aglomerados ou Jjustapostos pela
simples ligacdo a uma molécula ou complexo antigénico. De
preferéncia, um grupo reactivo permanece disponivel para
modular a organizacido espacial das sondas justapostas apds
a sonda ser ligada a uma molécula de interesse. A referida
molécula de interesse é uma proteina, preferencialmente
uma proteina de fusdo, mais preferencialmente uma proteina
de fus&o oncogénica. A invencdo proporciona um conjuntc de
uma primeira e uma segunda sondas moleculares, em que cada
sonda é capaz de reconhecer e se ligar a um local de
ligacédo (epitopo) posicionado em lados opostos da regido
de fusdo da referida proteina de fusfo. Naturalmente,
guando se utiliza um conjunto de sondas em que cada sonda
se liga a um epitopo diferente de uma molécula de
interesse (por exemplo, epitopos no lado C e N-terminal da
regifo de fusdo de uma proteina de fusdo), os referidos
epitopos diferentes ndo devem interagir uns com o0s outros
de um modo intramolecular ou intermolecular porque 1sso
ocbviamente, interferiria com a ligacdc da sonda. Sondas
diferentes num conjunto de sondas sédo, portanto, capazes
de se ligarem a diferentes epitopos essencialmente ndo-
interactivos. Isto é o oposto da situacdo descrita no
documento WO 01/75453 gue se refere a métodos para a
deteccdo de uma entidade em virtude de duas sondas
(repbrteres), em que as duas sondas podem ligar-se ao
mesmc sitio alvo na entidade, seja substancialmente
simultaneamente, ou sequencialmente, ou a diferentes
sitios alvo. 0Os repbrteres/sondas do documento WO 01/75453
podem ser utilizados para detectar uma proteina de fuséo
quimérica. £ mencionado que um repdérter se liga, de
preferéncia, a um dominio SH2 e o outro repdrter se liga a
um sitio de ligacdo SH2, isto é, as sondas do documento WO

01/75453 se ligam preferencialmente a epitopos de



interacg¢do. Tais sondas e métodos de deteccido séo
claramente distintos da presente invengdo porque um método
com  base em  FRET, tal como aqui  proporcionado,
simplesmente n&do funcionaria quando se utiliza um conjunto
de sondas em que diferentes sondas sdo dirigidas contra
epitopos idénticos ou de interacgdo. Além disso, nenhuma
das sondas do documentc WO 01/75453 & proporcionada com um
grupc reactivo que permite a Jjustaposicdo das sondas. O
documento WO 02088733 revela anticorpos que se ligam a
epitopos numa molécula de interesse. Cada uma dessas
construcdes compreende um fluordcromo que permite a FRET

guando postas em proximidade, bem como ziperes de leucina.

A presente invencdo proporciona um kit de diagnéstico que
compreende um conjunto de sondas de acordo com o descrito
nas reivindicag¢des em anexo e um métodc que utiliza um
conjunto de sondas para detectar a presenca de uma
proteina de fusdo de acordo com o descrito nas
reivindicacbes em anexo. O método pode ser utilizado no
diagndstico e/cu classificacdo de uma doenca bem como
antes, durante e apds o tratamento de uma doenca, para

avaliar a eficéacia do referido tratamento.

E também descrito um método para produzir um conjunto de
sondas de acordo com a invencdo que compreende pdr cada
sonda em contacto com um corante para formar um conjugado
entre a referida sonda e o referido corante e purificar o
referido conjugado, que compreende ainda pdr pelo menos
uma sonda em contacto com um grupo reactivo ou um seu
derivado para formar um conjugado entre a referida sonda e
o referido grupo reactivo e purificar o referido

conjugado.



A transferéncia de energia de ressonancia por
fluorescéncia (FRET) €& uma interaccdo dependente da
disténcia entre os estados de excitacdo electrdnica de
duas moléculas de corante, na qual uma molécula “dadora”,
apds excitacdo por uma fonte de 1luz, transfere a sua
energia para uma molécula “aceitadora”. De um modo geral,
0s corantes dadores e aceitadores sédc diferentes, caso em
gue a FRET pode ser detectada pelo aparecimento de
fluorescéncia sensibilizada do aceitador ou por extincgéo
da fluorescéncia do dador. Quando os corantes dadores e
aceitadores s&do os mesmos, a FRET pode ser detectada pela
despolarizacdo da fluorescéncia resultante. A
transferéncia de energia ocorre gquando o espectro de
emissdo do aceitador se sobrepde de forma significativa.
Para conseguir a transferéncia de energia de ressondncia,
o dador deve absorver luz e transferir a mesma através da
ressonancia de electrdes excitados para o aceitador.'’™*’

Geralmente, a FRET tem por base a interaccdo entre os

corantes dadores e aceitadores que sdo ambos
fluorescentes. No entanto, também podem ser usados
corantes aceitadores nao fluorescentes. Os corantes

aceitadores ndo fluorescentes podem ser vantajosas porque
eliminam a fluorescéncia de fundo gue resulta da directa
(isto &, ndo sensibilizada) excitacdo do aceitador. Na
presente invenc¢do, é possivel monitorizar sondas
justapostas sobre uma proteina de fusdo, utilizando um
corante dador fluorescente e um corante aceitador néo
fluorescente. A ligac&o especifica de um conjunto de
sondas as proteinas nativas, por exemplo, as proteinas A e
B, dard wum sinal de fluorescéncia basal. Apds uma
justaposicdo estreita de um conjunto de sondas numa
proteina de fusdc A-B, a FRET entre as sondas extinguira a

fluorescéncia do dador. Em vez de medir um aumento na



fluorescéncia do aceitador, a utilizacido de um aceitador
nao fluorescente envolve medir um decréscimo na
fluorescéncia do dador. Num sentido mais amplo, a deteccéo
de um sinal diminuido é menos sensivel em comparacido com a
deteccdo de um sinal aumentado. Portanto, um método de
acordo com a invengcdo & de preferéncia praticado
utilizando um dador fluorescente e um corante aceitador

fluorescente.

Para que a transferéncia de energia tenha lugar, o
comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia do dador
tem de ser menor do gue o comprimento de onda de excitacéo
do aceitador; isto &, o processo tem de ser “descendente”
do ponto de vista energético. Uma justaposicéo
suficientemente prdéxima dos dois corantes, em geral mais
proxima que 100 Angstrom, mas de preferéncia mais proédxima
que 50 Angstrom, & essencial para a transferéncia de
energia entre o par dador/aceitador. Um Angstrom, uma
unidade métrica de comprimento, & igual a 0,1 nandmetro ou
107 metros. A eficiéncia de transferéncia de energia por
FRET & inversamente proporcional a poténcia de seis da
distadncia entre o dador e o aceitador. E proporcionada a
constatacdo que, devido a esta elevada sensibilidade a
disténcia, a FRET é especialmente adequada para detectar a
justaposicdo de duas sondas diferentes conjugadas com

corante numa proteina de fuséo.

Numa forma de realizacdo preferida da invencdo, um
conjunto de sondas compreende um conjunto de pelo menos
dolis anticorpos conjugados com corante, cada anticorpo
capaz de reconhecer um local de ligacdo posicionado em
lados opostos da regido de fusdo de uma proteina de fuséo.

Um anticorpo adequado compreende um anticorpo convencional



(peli ou monoclonal) ou um anticorpo sintético ou um
fragmento de ligacdo funcionalmente equivalente ao mesmo,
tal como um fragmento Fab', Fab, um fragmentoc Fv de cadeia
simples, um diaccrpo (um dimero Fv de cadeia simples) e
outros semelhantes. Por exemplo, uma proteina de fusdo
guimérica A-B pode ser detectada através de FRET pela
utilizacdo de um conjunto de sondas ccnjugadas com
corante, por exemplo, um anticorpo anti-A e um anticorpo
anti-B. Numa forma de realizacdc preferida, a amostra ¢é
posta em contacto com dois anticorpos, um contra o dominio
A e 0 outro contra o dominio B de uma proteina de fuséo
para detectar a presenca de uma proteina de fusido A-B numa
amostra de células. Um anticorpo é marcado com um corante
dador de FRET e um outro com um corante aceitador de FRET.
Apenas quando dominic A estd em estreita proximidade com o
dominio B, por exemplo, quando ambos sdo parte da mesma
molécula de proteina, 0s dois anticorpos ficam
suficientemente préximos um do outro (“Jjustapostos”), o
gue permite que o par dador/aceitador induza um sinal de

fluorescéncia detectavel por FRET.

A reactividade simultdnea de mais de um anticorpos
diferentes com a mesma molécula de proteina necessita do
reconhecimento de dois sitios diferentes de 1ligacgdo ou
epitopos que estdo suficientemente gseparados a fim de
evitar o impedimento estéricc dos anticorpos. Por exemplo,
a aplicacdo simulténea de um anticorpo contra os dominios
varidveis (V) e um anticorpo contra os dominios constantes
(C) das moléculas do receptor de c¢élulas T (TCR) na
superficie celular de um linfécito T n&o d& resultados
fidveis e  reprodutiveis. No entanto, a aplicacgéo
simultdnea de anticorpos de dominio V e um anticorpo

contra a molécula CD3, que estd estreitamente associada a



molécula do TCR, produziu excelentes resultados de
coloracdo tanto em citometria de fluxo como microscopia.’*
Estes dados sugerem que a disténcia entre dois epitopos na
mesma proteina deve ser, de preferéncia, mais do que
aproximadamente 80 Angstrom para ser reconhecida

simultaneamente.

Por vezes, a colocalizacdo de dois anticorpos conjugados
com corante contra partes diferentes da mesma proteina de
fusédo n&o é suficiente para a transferéncia de energia por

FRET necessdria. Um anticorpo completo €& uma grande

molécula de proteina em forma de Y, ~150 kDa em tamanho,
constituida por 2 cadeias pesadas e 2 cadeias leves.
Devido ao comprimento de uma molécula de anticorpo (300 a
400 Angstrom) e a flexibilidade da regiZfo de dobradica, as
moléculas de anticorpo Jjustapostas podem atravessar uma
distancia relativamente grande.”™ Enquanto sondas FRET
proximamente Jjustapostas sd3o em geral suficiente para a
obtencdo de um sinal de FRET, ©pode ser vantajoso
estabilizar e/ou aumentar a justaposicdo de duas sondas de
modo a aumentar a eficiéncia da FRET. Por exemplo, o
tamanho de uma sonda ou de um corante pode interferir com
a andlise de FRET através de efeitos estéricos negativos.
Além disso, a flexibilidade de um anticorpo, pode diminuir
a probabilidade de ocorréncia de FRET entre um par de
corantes FRET que estdo conjugados com sondas de
anticorpo. Aquando da preparacdo de um conjugado de
corante, como uma sonda fluorescente, em geral n&o é
possivel controlar o local de conjugacdo. Por exemplo, no
caso de conjugacdo de anticorpos, a unidade corante pode
ser ligada a diferentes partes da molécula do anticorpo.
Dependendo do local da conjuga¢do com corante, a

orientacdo espacial dos corantes sobre as sondas pode ser



favoravel ou desfavoridvel para a eficdcia da transferéncia
de energia por FRET, isto &, os corantes ligados a sondas
ndo precisam estar necessariamente dentro da distédncia de

transferéncia de energia um do outro.

Surpreendentemente, a invencdo proporciona a constatacédo
de que a justaposicéo de um conjunto de sondas pode ser
modulada de forma a aumentar a probabilidade de
transferéncia de energia por FRET entre um par de
corantes, pelo fornecimento de pelo menos uma sonda com um
grupo reactivo. A invencéo proporciona um conjunto de pelo
menos uma primeira e uma segunda sondas moleculares,
conforme descrito nas reivindicacg®es em anexo, cada sonda
proporcionada com um corante em que os referidos corantes,
em conjunto, permitem a transferéncia de energia; cada
sonda compreendendo um grupo reactivo que permite justapor
a referida pelo menocs primeira e segunda sondas, em que ©
referido grupo reactivo permite modular a justaposicdo das
referidas sondas de tal modo gque ha uma maior
probabilidade de transferéncia de energia entre os
referidos corantes. A utilizacdo de tal conjunto de sondas
permite a detecgdo de sondas justapostas com  uma
sensibilidade melhorada em comparacdo com a utilizacdo de

sondas que ndo compreendem quaisquer grupos reactivos.

No presente contexto, o termo “grupo reactivo” refere-se a
uma unidade que permite modular a organizag¢do espacial dos
corantes FRET por meio de uma substincia de ligacdo capaz
de ligar pelo menos dois grupos reactivos de tal modo que
hd um aumento na probabilidade de ocorrer a transferéncia
de energia e/ou um aumento na eficiéncia de transferéncia
de energia. A organizacdo espacial refere-se a disténcia

entre o0s corantes da organizacdo espacial bem como a sua



orientacdo relativa. A modulagdo da organizag¢do espacial
inclui ajustar e estabilizar a organizacdo espacial dos
corantes. Uma das principais condicdes para a ocorréncia
de transferéncia de energia é que as moléculas dadoras e
receptoras tém de estar em estreita proximidade,
tipicamente 10-100 A. De acordo com a invencdo, um grupo
reactivo permite Jjustapor os referidos corantes a uma
distancia de 100 A um do outro, mais preferivelmente a uma
distdncia de 50 A um do outro, mas, ainda mais
preferencialmente, a uma distancia de 20 A um do outros. E
por isso preferido que um grupo reactivo seja pequeno, tal
como inferior a 10 quilodaltons (kD), melhor inferior a 5
kDa, ainda melhor inferior a 2 kDa ou melhor inferior a 1

kDa. Por exemplo, um grupo reactivo é a biotina.

De acordo c¢om a invencdo, um grupo reactivo de uma
primeira sonda n&o é directamente ou imediatamente
reactivo com uma segunda sonda a fim de evitar a auto-
associacdo das referidas sondas. Isto é& vantajoso para um
reconhecimento Optimo de uma proteina de fusdo por cada
sonda e para Jjustapor as referidas sondas na referida
proteina de fusdo. Além disso, evita a ocorréncia de
transferéncia de energia extemporinea entre  sondas
directamente ligadas ou multimerizadas e diminui um sinal
de fundo especifico. Isto & importante para assegurar que
um sinal de transferéncia de energia de facto reflecte

sondas justapostas.

A invencdo proporciona a constatacdo de gue, se um grupo
reactivo de uma primeira sonda ndo for reactivo com pelo
menos uma segunda sonda a fim de evitar a auto-associacéo
das referidas sondas, uma substancia chamada substancia

“ponte” deve ser usada para mediar uma interacgdo entre as



referidas sondas, permitindo modular a justaposicdo das
referidas sondas de tal modo que h& uma possibilidade
aumentada de transferéncia de energia entre os corantes
nas referidas sondas. Uma substidncia pode ser qualquer
tipo de composto capaz de ligar-se a uma sonda ou de
modificar uma sonda, um grupo reactivo e/ou um corante
para modular a organizag¢do espacial dos corantes em sondas
justapostas de tal modo que seja favorével para FRET. Uma
substéncia permite a Jjustaposicdo dos referidos corantes
dentro de uma distdncia de 2 a 100 Angstrom uma do outra.
A referida substdncia é adicionada a uma amostra a seguir
a ligacdo das sondas conjugadas a corante a uma proteina
de fusdo alvo, numa quantidade eficaz para modular a
organizacdo espacial dos referidos corantes em sondas
justapostas. Com vantagem, a referida substéncia liga-se a
um grupo reactivo com uma alta especificidade e uma alta
afinidade. Além disso, é preferido que tal substdncia seja
relativamente pequena de modo que a substéncia de ligacéo
afecte apenas de forma minima a distlncia entre um par de
corantes e a orientacdo relativa de um par de corantes. E
revelado um método para detectar a presenga de uma
proteina de fus&o numa célula pela utilizacdo de um
conjunto de pelo menos uma primeira e uma segunda sonda
molecular, cada sonda capaz de reconhecer um sitio de
ligacgdo posicionado em lados opostos da regido de fusdo da
referida proteina de fusdo, cada sonda adicionalmente
proporcionada com um corante em que 0S5 referidos corantes,
em conjunto, permitem a transferéncia de energia, cada
sonda proporcicnada com um grupo reactivo que permite
modular a Jjustaposicdoc da referida pelo menos primeira e
referida segunda sondas de tal modo que ha uma
possibilidade aumentada de transferéncia de energia entre

os referidos corantes, em gue um grupo reactivo da



referida primeira sonda ndo é directamente reactivo com a
referida segunda sonda, compreendendo proporcionar um
conjunto de sondas que proporcionam uma amostra que
compreende uma célula, pdr a referida amostra em contacto
com as referidas sondas, em condi¢ldes que permitem
justapor as referidas sondas sobre a referida proteina de
fus&dc, remover gualquer sonda ndo ligada ou ndo ligada
especificamente, pdbr as referidas sondas em contacto com
uma substdncia capaz de ligar pelo menos um grupo reactivo
da referida primeira sonda a referida segunda sonda e
detectar a justaposicéo das referidas sondas por meio de
FRET para determinar a presenca da referida proteina de

fuséo.

Um método gue utiliza um conjunto de sondas em que cada
sonda compreende um grupo reactivo em gue as sondas néo
interagem directamente e requerem uma substéncia de
ligacdo tem véarias vantagens. Em primeiro lugar, uma
melhor especificidade e reduzida coloracdo de fundo podem
ser conseguidas em comparacdo com um método que utiliza
sondas que podem interagir directamente. Afinal de contas,
para um grupo reactivo exercer o seu efeito através de uma
substéncia de ligacdo, as sondas necessitam estar numa
justaposicdo préxima uma da outra antes da adigdo da
referida substéncia, isto &, que resulta da ligacido de uma
sonda adjacente a outra sonda na mesma proteina de fuséo.
Em segundo lugar, o procedimento & répido e facil porque
ndoc sdo necessdrias etapas separadas de contacto/lavagem
para cada sonda individual. Deste modo, a mesma permite o
contacto de uma amostra com uma mistura de sondas todas
juntas numa Unica acg¢do. Do mesmo mcdo, gquaisquer sondas
ndoc ligadas e ndo especificamente 1ligadas podem ser

removidas simultaneamente.



Tal como aqui exemplificado na descricdo pormenorizada, héa
um conjunto de pelo menos uma primeira e uma segunda
sondas moleculares, <cada sonda proporcionada com um
corante em que o0s referidos <corantes, em conjunto,
permitem a transferéncia de energia; <cada sonda é
proporcionada com um grupo reactivo. Uma substancia é
capaz de se ligar, ou de ser “ponte”, a pelo menos dois
grupos reactivos. Numa forma de realizacdo preferida, cada
sonda num conjunto de sondas € proporcicnada com O mesmo
grupc reactivo. Além disso, cada sonda num conjunto de
sondas pode ser proporcionada com um grupo reactivo
diferente, porém tendo a mesma reactividade. Isto permite
a utilizacdo de um tipo de substancia de ligacdo em ponte
com pelo menos dois locais de ligacdo idénticos para um

grupo reactivo.

Numa forma de realizacdo preferida, ¢é proporcionada uma
sonda com mais de um grupo reactivo, o que permite que a
referida sonda interaja com mais de uma molécula de
substéncia de ligacdo. Proporcionar uma sonda com mais de
um grupo reactivo, teoricamente aumentara a probabilidade
de uma interaccgdo entre a referida sonda e uma substancia
de 1ligacdo. Além disso, para a facilidade de pbdbr em
pratica a presente invencdo, um grupo reactivo adequadc ou
um seu derivado encontra-se disponivel comercialmente e

pode ser facil e eficazmente ligado a uma sonda.

De acordo com a presente invencdo, um grupo reactivo
particularmente interessante é a biotina, com avidina ou
estreptavidina sendo uma substéncia de ligacéo
particularmente adequada. A avidina é uma glicoproteina
derivada da claro do ovo com um peso molecular de cerca de

68000 daltons e um didmetro de 8 a 10 Angstrom. Consiste



em quatro cadeias de subunidades idénticas. Uma molécula
de avidina ou estreptavidina pode ligar gquatro moléculas
de biotina. A avidina tem uma afinidade
extraordinariamente elevada (constante de afinidade 1077 M-
1) para a biotina. Esta afinidade elevada garante ao
utilizador um complexo rapidamente formado e estdvel entre
a avidina e as sondas marcadas com biotina. A proteina
estreptavidina, produzida pela bactéria  Streptomyces
avidinii, tem uma estrutura muito semelhante a da avidina,
e também se liga fortemente a biotina. Muitas vezes exibe
uma ligacdo menor, ndo especifica, e deste modo ¢é
frequentemente utilizada em wvez da avidina. Uma vez
formado un complexo biotina-avidina, a ligacéo é
essencialmente irreversivel. O sistema biotina-avidina é
largamente utilizado e provou ser muito Util na deteccédo e
localizacdo de antigénios, glicoconjugados e 4cidos
nucleicos por meio da utilizacéo de anticorpos
bictinilados, 1lectinas, ou sondas de acidos nucleicos.
Como referido, um grupo reactivo com um tamanho t&o
pegueno ¢ vantajoso para se conseguir uma curta disténcia
entre um par de corantes. A biotina & uma vitamina com um
peso molecular de apenas 244 daltons. Além disso, muitas
moléculas de biotina podem ser acopladas a uma proteina,
gue permite que a proteina biotinilada se ligue a mais de
uma molécula de avidina. A avidina, a estreptavidina e a
biotina encontram-se disponiveis de muitas fontes
comerciais. Varios procedimentos padrdo para a preparacédo
de conjugados de biotina s&o conhecidos dos especialistas
na técnica, a maioria dos quais pode ser completada dentro
de um dia. Além disso, estdo disponiveis kits de
biotinilagdo comerciais que contém todos os componentes

necessérios para a biotinilacdo da proteina.



Se for utilizado um conjunto de sondas em que cada sonda é
proporcionada com um grupo reactivo diferente, uma
substédncia adequada compreende uma molécula capaz de se
ligar a pelo menos um de cada grupo reactivo.
Alternativamente, tal substincia de ligacdo compreende um
complexo de pelo menos duas moléculas que podem ser
ligadas de modo covalente ou ndo covalente uma a outra, em

gue cada molécula é capaz de se ligar a um grupo reactivo.

A invengdo proporciona um método para detectar uma
proteina de fusdo ao nivel de célula tnica utilizando um
conjunto de sondas de &acordo com a invencdo, cada sonda
capaz de se ligar a um local de ligacdo posicionado em
lados opostos de uma regido de fusdo da referida proteina
de fusdo através do dominio de ligac&do da sonda, isto &,
uma sonda é dirigida contra um fragmento da proteina que
compreende o fragmento N-terminal de wuma proteina de
fusdo, e uma outra sonda € dirigida contra um fragmento de
proteina que compreende o fragmento do C-terminal da mesma
proteina de fusdo. Uma proteina de fusdo compreende
gualguer tipo de substéncia proteindcea que é formada apds
a transcricdo e a traducdo de um gene de fusdo. Um gene de
fusdc compreende uma parte de um ou mais genes combinada
com outro gene, ou de uma parte derivada do mesmo. Uma
proteina de fusdao pode ser o resultado de uma
translocacdo, inversdo ou delecdoc cromossédmica. Numa forma
de realizacdo preferida, um método proporcionado é
utilizado para detectar uma proteina de fusédo especifica
de tumores. Uma proteina de fusdo pode ser uma proteina
expressa de forma enddgena ou pode ser o resultado da
engenharia genética. As proteinas de fuséo, em

malignidades, que podem facilmente ser detectadas pela



utilizacdo de um método de acordo com a invencgdc incluem,

mas ndo estdo limitadas aquelas listadas na Tabela I.

E de grande relevancia indicar que o presente método n&o
requer a perturbacdo da integridade celular, por exemplo,
a preparacdo de um lisado celular, para detectar a
presenca de uma proteina de fusdo intracelular. A
preservacdo da integridade da morfologia de uma célula
permite a andlise ao nivel de célula Unica, por exemplo,
por citometria de fluxo, ou microscopia de fluorescéncia.
A deteccdo de um sinal de FRET por citometria de fluxo
oferece a possibilidade de executar uma andlise répids,
multiparamétrica de células individuais especificas numa
populacdo heterogénea. A principal vantagem da citometria
de fluxo é que a mesma d& directamente dados quantitativos
e é& muito rapida (os resultados podem ser obtidos em

poucas horas) .

0 método proporcionado na presente invencdo permite a
deteccdo de uma proteina de fusdo ao nivel de célula
tnica. Numa forma de realizacdo preferida, o método
proporcionado ¢é utilizado para detectar uma proteina
intracelular &o nivel de célula Unica. Ao detectar uma
proteina de fusdo intracelular, uma amostra que compreende
uma célula é tratada de modo a obter uma permeabilizacio
do material e a preservacdo da morfologia. O tratamento
preferido é um que fixa e preserva a 1integridade
morfolégica da matriz celular e das proteinas no interior
da c¢élula, bem como permite o mais eficiente grau de

sonda, por exemplo, anticorpo, penetracéo.

Ao contréario, por exemplo, de um método de

“captura/deteccdo” de anticorpo, que, essencialmente, sb



pode ser aplicado para detectar a presenca de uma proteina
de fusdo na superficie celular ou num lisado celular, o
presente método permite o bloqueio do subconjunto de
células que estdo presentes numa mistura de células
através de caracteristicas imunofenotipicas.
Consequentemente, o método aqui proporcionado permite a
deteccdo de uma proteina de fusdo numa populacdo rara de
células malignas num grande fundo de células normais. Isto
¢ especialmente vantajosc para detectar baixas frequéncias
de células de fusdo positivas como no caso da deteccdo de
uma doenc¢a residual minima (MRD) durante ou apdés o
tratamento para avaliacdo da eficdcia do tratamento. Em
forma de realizacdo preferida, o método proporcionado
inclui citometria de fluxo multiparamétrica para
identificar e/ou isolar células individuais para detectar
a presenca de uma proteina de fusdo ao nivel de célula
Gnica. Tudo o gque é necessarioc para pdbr em pratica o
processo proporcionado é uma instalacdo de citometria de
fluxo. Significativamente, 0 procedimento  pode ser
realizado em laboratdédrios de rotina por pessocal com

pericia normal.

Foram descritos mais de uma centenas de genes de fusédo
diferentes e proteinas de fusdoc em varios tipos de cancro.
Como referido, o método proporcionado permite discriminar
entre a presenca de proteinas normais e uma proteina de
fusdo aberrante ao nivel de célula Unica. Teoricamente,
dois anticorpos que reconhecem dois dominics diferentes de
uma proteina de fusdo podem causar uma coloracdo de fundo
pela ligacdo aos dominios na proteina normal gque sé&o
derivados dos genes normais em vez do gene de fusdo. No
entanto, em geral, apenas uma das duas proteinas normais,

atinge um nivel de expressdo detectavel numa populacido de



células alvo, como definido pela superficie celular e/ou
marcadores intracelulares. Além disso, as proteinas
normais e a proteina de fusdo muitas vezes diferem no seu
padrao de expressdo intracelular, resultando
frequentemente numa localizacdo subcelular diferente.'®!’
Isto implica que & 1improvavel que coclocalizacdes
coincidentes de duas proteinas normais diferentes ocorram
a um nivel significativo na populacdo de células alvo. Em
particular, a justaposicéo coincidente de sondas

suficiente para um sinal de FRET pode ser rara em células

normais, se ocorrer.

E aqui proporcionado um método para produzir um conjunto
de pelo menos uma primeira e uma segunda sondas
moleculares conjugadas com corante FRET, de acordo com a
invenc&o, o referido método compreendendo pdr cada sonda
em contacto com um corante para formar um conjugado entre
a referida sonda e o referido corante e purificar o
referido conjugado, compreendendo ainda pdr cada sonda em
contacto com um grupo reactivo ou um seu derivado para
formar um conjugado entre a referida sonda e o referido
grupo reactivo e purificar o referido conjugade. O raio
Férster (Ro) & & distédncia gque corresponde a 50% de
eficiéncia de transferéncia de energia e caracteriza cada
par dador/aceitador. O seu valor &, em geral, entre 30 e
60 Angstrom. No presente contexto, o termo corante refere-
se a um substituinte que, em combinacdoc com um outro
corante, pode ser utilizado  para a analise de
transferéncia de energia, nomeadamente andlise de FRET.
Como mencionado acima, a FRET tem em geral por base a
interaccdo entre os corantes dador e aceitador que séo
ambos fluorescentes. A invencdo utiliza um conjunto de

sondas em que, pelo menos um dos referidos corantes & um



fluordcromo. No entante, um aceitador ndo fluorescente
também pode ser utilizado e a FRET & detectada pela
extincdo da fluorescéncia do dador. Como referido, a
deteccdo de FRET por monitorizacdo de uma diminuicdo na
fluorescéncia do dador como uma consequéncia de sondas
justapostas, muitas vezes, ndo & t&o sensivel como a
deteccdo de um aumento na fluorescéncia do aceitador.
Assim, numa forma de realizacdo preferida, pelo menos duas
sondas marcadas por fluorescéncia sdo utilizadas para a
deteccdo de uma proteina de fusao, tal como &
exemplificado na descricdo pormenorizada. Exemplos de
fluordcromos preferidos sdo aqueles adequados para andlise
por citometria de fluxo convencional, e incluem marcadores
de fluoresceina, por exemplo, 5-(e 6)-carboxifluoresceina,
5- ou 6- carboxifluoresceina, A&cido hexandéico de o-
(fluoresceina)-5-(e b6)-carboxamida e isotiocianatoc de
fluoresceina, corantes Alexa Fluor tais como Alexa Fluor
488 ou Alexa Fluor 594, corantes de cianina tal como Cy2,
Cy3, Cy5, Cy7, cumarina opcionalmente substituida, R-
ficoeritrina, aloficoeritrina, o Texas Red e Princeston
Red bem como de conjugados com R-ficoeritrina e, por
exemplo, Cyb ou Texas Red e membros das ficobiliproteinas.
Outros corantes de 1interesse sdo corantes de pontos
guidnticos, que vém numa palete de cores guase ilimitada.
Informacdes adicionais scobre os ©pares dador/aceitador
adequados para a deteccdo de transferéncia de energia por
citometria de fluxo podem ser encontradas em Szollosi et
al.'® As combinacdes preferidas de fluorbcromos compreendem
0s corantes utilizados nos conjugados cléssicos em tandem,

também referidos como duocromos 7.

0 método proporcionado compreende proporcionar uma amostra

gue compreende uma célula, em que a referida amostra é



opcionalmente submetida a fixacdo e a permeabilizacdo se
uma proteina de fusd&o de intracelular ¢é para ser
detectada. Uma amostra pode compreender uma célula
primaria que é obtida a partir de uma amostra bioldgica.
Uma amostra bioldgica pode ser uma amostra de fluido
corporal que inclui sangue, sorc, urina, medula &sseaz,
fluido cerebrospinal (FCS), saliva. Pode também ser uma
amcstra de tecido, tecido homogeneizado. Uma amostra
compreende uma célula cultivada que pode ser uma célula
primaria cultivada, por exemplo, células tumorais obtidas
a partir de uma bidpsia de médulos linfaticos. Além disso,
a amostra pode compreender uma célula cultivada a partir
de uma linhagem celular estabelecida em laboratdrio, tal
como uma linhagem celular K562, KASUMI-1, REH ou CEM que
pode ser obtida a partir de varias fontes tais como a

American Type Culture Collection (ATCC; www.atcc.org para

um catdlogo on-line). O método proporcionado ¢ adequado
para detectar a presenca de uma proteina de fuséo
enddgena, bem como uma proteina de fusdo recombinante numa

célula.

Para a andlise de uma amostra que compreende uma suspensdo
de células, & preferido gue a amostra seja tratada de modo
a se obter uma preservacdo da morfologia do material e
permeabilizacdo a fim de assegurar uma acessibilidade
suficiente de uma molécula de interesse a uma sonda. O
tipo de tratamento dependerda de varios factores, por
exemplo, do fixador wutilizado, do grau de fixacédo e do
tipo e propriedades da molécula de interesse. A fixagdo
pode ser levada a cabo com um fixador, tal como

formaldeido.



Para a detecgdo de uma proteina de fusdo em célules
primarias, é especialmente vantajoso utilizar um marcador
adicional para definir uma populacdo de células alvo de
interesse. InuUmeras aplicacdes bioldgicas importantes em
doencas infecciosas, deteccdo e monitorizacdo de MRD, e
terapia genética, tipicamente requerem a analise e o
isclamento de células raras (por exemplo, células
estaminais hematopoiéticas/progenitoras) a partir de uma
grande procedéncia. Numa forma de realizagdo da invencéo,
0 método inclui a coloracdc de uma amostra por pelo menos,
um marcador celular, tal como um marcador de superficie
celular ou um marcador intracelular, para definir uma
populacdo de células alvo numa mistura de células,
compreendendo pdr a referida amostra em contacto com um
composto capaz de ligar-se selectivamente ao referido
marcador. Numa forma de realizacdo preferida, tal composto
¢ directamente marcado com um corante fluorescente. Um
composto adequado compreende um anticorpo marcado
fluorescentemente ou um fragmento de ligacéo
funcionalmente equivalente ao mesmo. Além disso, pode ser
utilizado um composto capaz de ligar-se selectivamente a
um marcador celular que pode ser detectado pela utilizacéo
de um reagente secunddario conjugado com corante (por
exemplo, um anticorpo secundario marcado
fluorescentemente) . Um marcador celular compreende
gualguer tipo de marcador intracelular ou 1ligado a
membrana que pode ser utilizado para distinguir uma
subpopulacdo de células numa mistura de células. Uma
mistura de células compreende células vivas. Compreende
também células permeabilizadas e/ou fixadas. Um marcador
celular pode ser um agrupamento de antigénios de
diferenciacdo (CD). Os marcadores CD sdo moléculas de

superficie celular de células Thematopoiéticas, entre



outras, que sdo distinguiveis com anticorpos monoclonais.
As células hematopoiéticas compreendem o0s timdcitos,
células dendriticas, c¢élulas de Langerhans, neutréfilos,
eosindfilos, c¢élulas B do centro germinativo, células
dendriticas foliculares, células de plasma e células da
medula ©6ssea. Por exemplo, 08 marcadores celulares
adequados compreendem D1, CD3, (D4, (D8, <CD10, (D19,
Ch20, CD33, (CD34 e (CD117. O0Os anticorpos monoclonais
dirigidos contra um grande nimerc de marcadores CD humanos
podem ser obtidos de varios fornecedores, tais como BD
Bicsciences ou Ancell Immunology Research  Products,
Bayport, EUA. Muitas vezes, encontram-se disponiveis
anticorpos que sdc conjugados directamente com um
fluorédcromo de eleicdo, por exemplo, CD10-PE ou CD1S-FITC,
0 que &, obviamente, uma escolha preferida para a préatica

de um método de acordo com a invencéo.

Na presente revelacéo, ¢ descrito um método para
identificar e/ou isolar células TUnicas raras utilizando
técnicas de citometria de fluxo multiparamétrica/selecgédo
de células e para melhor caracterizar estas células pela
presenca ou auséncia de uma proteina de fusdo de
interesse. Tal método & particularmente adeguado para
aplicacéo a varios problemas importantes no
desenvolvimento do sistema imunitério, doencas
infecciosas, cancro e terapia génica. Tipicamente, antes
da coloracdo de uma amostra de células com um conjunto de
sondas, as células sdo marcadas com pelo menos um
anticorpo relevante conjugado com corante de acordo com
procedimentos padrdo a fim de definir uma populacdo de
células alvo. A escolha do corante deve, de preferéncig,
mas ndo exclusivamente, ter como objectivo a utilizacdo de

dois ou trés corantes para imunofenotipagem para além dos



corantes de FRET para a detec¢do de uma proteina de fuséo.
Por exemplo, um conjunto de sondas de FRET de acordo com a
invencédo pode ser combinado com outro corante para mediar
o blogqueio do subconjunto de leucdcitos através de
caracteristicas imunofencotipicas, por exemplo, CD10, CD19
e CD20 para definir de forma precisa os subconjuntos de
células B precursoras na medula éssea, ou CDl1, CD4 e CD8
para definir subconjuntos de timécitos, ou CD34 e/ou CD117
para identificar populacdes de células
estaminais/precursoras. Como & aqui apresentado na
descricdo pormenorizada, a invencdo proporciona um método
gue permite a deteccdo de uma proteina de fuséo
intracelular num subconjunto de células muito pequeno,
isto é, a deteccdo de MRD, que é essencial para avaliar a

eficdcia do tratamento do cancro.

A invencdo proporciona um kit de teste para diagnéstico
para detectar a presenca de uma proteina de fusido numa
célula, gque compreende um conjunto de sondas de acordo com
a invencdo. Por exemplo, tal kit pode ser utilizado para
monitorizagdo e quantificacido de c¢élulas malignas, por
exemplo, células leucémicas, por meio da deteccdo de
células positivas para proteina de fusdo especificas de
tumor. O kit de teste para diagndéstico aqui proporcionado
¢ util na altura do diagnéstico bem como durante e depois
do tratamento para avaliar a eficdcia do protocolo de

tratamento aplicado ao cancro.



Tabela I. Exemplos de proteinas de fusdo em malignidades
gue podem ser detectadas por meio de tecnologia FRET

mediada por anticorpo

i

Malignidade: Aberragles cromossdémicas Proteina de fusio

ih

U

Precurscras-B-ALL {19 (gd3:pl3) EZA-PBX]
T{4;11) (g2il;923) MLI-AF4
T{9:22) (q34;qll) BCR-ABL
T{L2:20) (pi3;q22) TEL-AMLI
Leucemia mieldide t{8:21) (q22;q22) AML1-ETO
aguda T{15:17) (922,921} PML-RARA
invi{i§&) {(pi3;g22) CRFB-MYH11
Linfoms L {2:5) (p23;q3%) NPM-ALE
Sarcoma de Ewing {11,102} {(g24:;q12} ERS-FLIL

Legendas das Figuras

Figura 1. Diagrama esquemadtico de um gene de fusédo que
consiste na parte a montante (5') do gene A e parte a
jusante (3’) do gene B. Este gene de fusdo A-B &
transcrito em ARNm A-B e traduzido numa proteina de fuséo

A-B.

Figura 2. Diagrama esquematico do principio de
transferéncia de energia por ressondncia de fluorescéncia
(FRET) com o fluordédcromo X como o corante dador e Y como o
corante aceitador. A. O corante aceitador Y ndo seréa
excitado pela emissdo de luz do corante dador X, se a
distédncia entre X e Y for demasiado grande. B. Se a
distdncia entre o corante dador e o aceitador for

suficientemente pequena (<80 Angstrom, mas de preferéncia



50 Angstrom), a emissdo de luz do corante dador X excitara

0 corante aceitador Y.

Figura 3. Diagrama esquemé&tico da proteina de fusdo A-B
reconhecida por um conjunto de sondas de anticorpo anti-A
e anti-B. A. A Sonda A é conjugada com o corante dador X e
a sonda B & conjugada com © corante aceitador Y (ver
Figura 2). Além disso, ambas as sondas s&o conjugadas com
bictina como grupo reactivo. B. Depois da incubagdo com as
sondas de anticorpc A e B, as sondas podem ser ligadas
umas as outras através de incubacdo com avidina, desde que
as duas sondas de facto reconhecam e se liguem a mesma
proteina de fusdo A-B. Esta Jjustaposicdo dos dois
anticorpos (estabilizada pelo sistema biotina-avidina) &

detectéavel através do principio de FRET (ver Figura 2).

Figura 4. Exemplo de deteccéo mediada por FRET da proteina
de fusdo TEL-AML]1 em células ALL., A, Células precursoras
B-ALL no diagndstico. Blogueioc por citometria de fluxo em
blastos ALL como definido por caracteristicas de disperséo
de luz (esquerda), seguido por bloqueio em blastos CD19"
(meio), e a avaliacdo da presenca da proteina de fuséo
TEL-AML1 no interior das células ALL CD10'/CD19" (direita).
B. Células precursoras B-ALL durante o acompanhamento.
Deteccdo por citometria de fluxo de baixas frequéncias de
células TEL-AML1 positivas (doenca residual minima)
durante o acompanhamento para avaliacdo da eficécia do
tratamento. Apenas 3% dos blastos CD10+ foram positivos
para a proteina de fusdo TEL-AML1, isto &, apenas 0,2% do

total de leucdcitos.

Descrigdo Pormenorizada



Tal como mencionado acima, a presente invencdo refere-se a
um método para determinar a presenca de uma proteina de
fusdoc numa célula por meio da utilizacdo de um conjunto de
sondas. Este método pode ser utilizado para diagnosticar
varios tipos de cancro, que envolvem translocacgdes,
inversdes ou delegdes cromossdémicas, que dido origem a um
gene de fusdo. Por exemplo, aproximadamente 35% de doentes
adultos com leucemia linfoblastica aguda (ALL), e leucemia
mieldide crénica (CML) estdo associados com um defeito
cromossémico  especifico, uma  translocagdo entre  ©0s
cromossomas S e 22 que cria o cromossoma Filadélfia (Ph).
Esta translocacdo ocorre no local no genoma de uma
proteina tirosina quinase denominada ABL, que cria a
proteina de fusdo BCR-ABL anormal, um produto génico da
fusdo in-frame do gene ABL com outro gene designado BCR.
De um modo geral, as proteinas de fusdo desempenham um
papel importante no processco oncogenético. Por exemplo, a
actividade quinase de ABK na proteina de fusdoc BCR-ABL ¢
activada e desregulads, conduzindo a um crescimento
celular descontrolado observado em ALL e CML. Quando &
diagnosticada a leucemia linfoblastica aguda num doente,
compreendendo tipicamente exames citogenéticos
tradicionais tais como a anadlise de caridtipos para o
cromossoma Ph, o numero total de células de leucemia é
aproximado para 10'" a 10"°. Uma maioria dos doentes atinge
remissé&o completa apos cerca de 5 semanas de
guimioterapia. A remissdo completa ndc significa que as
células leucémicas estejam totalmente erradicadas do corpo
mas que o seu nivel estd além dos nivel de sensibilidade
dos métodos citomorfoldgicos classicos (por exemplo, 1 a
5%) . Nessa altura, até 10" células malignas podem ainda
permanecer no doente. Elas representam a doenca residual

minima (MRD). A deteccdo de baixas frequéncias de células



malignas residuais permite um  acompanhamento  mais
prolongado da carga tumoral durante a quimioterapia e,
deste modo, permite apreciar melhor a sensibilidade das
células de leucemia ao tratamento. £ agora estabelecido
gue © nivel de MRD representa um poderoso factor de
progndéstico para o resultado final. Além disso, a deteccdo
de um aumento do nivel de MRD permite antecipar a
reincidéncia iminente. O método proporcicnado na presente
invencdo permite discriminar entre a presenca de proteinas
normais e uma forma aberrante de proteina de fusdo ao

nivel de célula unica.

Como exemplo deste método, descreveremos a preparacdo de
um conjunto de sondas para a deteccdo da proteina de fuséo
TEL-AML1. £ também descrito um método que utiliza este
conjunto de sondas, para detectar a presenca da proteina
de fusdo TEL-AML1 em células ALL na altura do diagnéstico

e durante o acompanhamento para detectar o nivel de MRD.

Exemplo
Preparacdo de um Conjunto de Sondas

Preferencialmente, um conjunto de sondas de acordo com a
invencdo compreende um conjunto de dois anticorpos
conjugados com fluordcromo cada anticorpo adicionalmente
propcrcionado com um grupo reactivo. Os métodos de
producdo de um anticorpo s&o conhecidos dos especialistas
na técnica. Por exemplo, para se obter um anticorpo
policlonal, um animal de laboratdédrio é imunizado com um
imunogénio, tal como uma proteina recombinante ou um
péptido  sintético. A  resposta imune do animal ¢é
monitorizada através da colheita de amostras de sangue
para teste e determinacdo do titulo da reactividade.

Quando sdo obtidos titulos apropriadamente elevados, ©



sangue € colhido do animal e anti-soros sdo preparados. Se
desejado, pode ser feito o fraccionamento adicional dos
anti-soros para enriquecer com anticorpos reactivos a
proteina. Ver, por exemplo, Harlow et al. Antibodies. A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, DNova
Torque (1988). Os anticorpos monoclonais podem ser obtidos
por meio de variocs métodos conhecidas na técnica, por
exemplo por fusdo de células do Dbago de murganhos
imunizados com uma linhagem celular de mieloma pela adigéo
de polietileno glicol (PEG). As células fundidas séo
cultivadas num meio de seleccgdo, por exemplo, um meio que
contém uma mistura de  hipoxantina, aminopterina e
timidina. As células fundidas que sobrevivem neste meio de
seleccdo sdo0 testadas quanto a producdo do anticorpo
desejado (frequentemente por imunocensaio de fase sdélida,
tal como ELISA) e, se o resultado for positivo, as
culturas s&o clonadas, de modo que haja apenas uma célula
em cada poco de cultura. Isto produz um clone de células a
partir de uma Unica progenitora que é imortal e produtora
de anticorpo monoclonal. Os anticorpos obtidos podem ser
caracterizados utilizando técnicas convencionais de
imunodiagndstico, por exemplo, por Western Dblotting
utilizando lisados de células gue expressam uma proteina

de fus&o recombinante ou por ELISA.

Biotinilagdo de anticorpos
A biotina é tipicamente conjugada a proteinas por meio de

aminas primarias (isto &, lisinas). De um modo geral,
entre 3 e 6 moléculas de biotina sido conjugadas para cada
anticorpo. Dialisar ou trocar numa coluna © anticorpo em
carbonato 100 mM, pH 8,4. Medir a concentracdo de
anticorpo apds equilibrio em tampdo. (Para IgG, 1 mg/mL

tem um Ay de 1,4). Se a concentracdo de anticorpo for



inferior a 1 mg/mL, a conjugagdo provavelmente serd sub-
éptima. Se necessario, diluir o) anticorpo a uma
concentracdo de 4 mg/mL. Dissolver 10 mg de biotina (N-
hidroxisuccinimidobiotina, Pierce) em 1 mL de DMSO anidro
(dimetil sulfdéxido anidro, Aldrich), imediatamente antes
da utilizacdo. A molécula de biotina reactiva é instavel.
Uma vez que a biotina & solubilizada, deve ser utilizada
imediatamente. Adicionar biotina para dar uma proporcdoc de
80 ng por mg de anticorpo; misturar imediatamente. Enrolar
o tubo em folha metdlica; incubar e centrifugar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Remover a biotina
gue ndo reagiu e trocar o anticorpo em Tris 10 mM pH §,2,
NaCl 150 mM, pHix (5 mg/mL de pentaclorofenol em etanol a
95% (utilizac&o como 10.000x, ou 3-4 gotas por 1litro)

Sigma) .

Conjugacdo de um Anticorpo com FITC
FITC é& uma molécula orgédnica pequena, e ¢é tipicamente,

conjugada a proteinas por meio de aminas primarias (isto
¢, lisinas) de uma imunoglobulina. De um modo geral, entre
3 e 6 moléculas de FITC s&o conjugadas para cada
anticorpo; conjugacgdes mais elevadas podem resultar em
problemas de solubilidade, bem como desactivacdo interna
(¢ brilho reduzido). Deste modo, um anticorpo normalmente
serd conjugado em varias reacgles paralelas  para
diferentes quantidades de FITC, e os reagentes resultantes
serdo comparados quanto ao brilho (e adesividade de fundo)
para escolher a melhor proporcido de conjugagdo. Toda a
conjugacdo pode ser realizada em cerca de meio dia. A
molécula reactiva fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, & instével. Uma vez gue um frasco tenha sido
quebrado e o FITC solubilizado, o mesmo deve ser utilizado

imediatamente. Uma vez que frascos individuais de FITC



contém material suficiente para ~100 mg de anticorpo, ¢é
econémico realizar conjugacdes multiplas de FITC no mesmo

dia.

1. Preparacdo de Anticorpo
Dialisar ou trocar numa coluna o anticorpoc em carbonato

500 mM, pH 9,5. Medir a concentracdc de anticcrpo apds
equilibrio em tampdo. (Para IgG, 1 mg/mL tem um Az de
1,4). Se a concentracdo de anticorpo for inferior a 1
mg/mL, a conjugacdo provavelmente serd sub-6ptima. Se
necessario, diluir o anticorpo a uma concentracdoc de 4

ng/mL.

2. Conjugagdo Covalente
Dissclver 10 mg (todo o contetdo de 1 frasco; ndo hé

necessidade de pesar) de FITC (Molecular Probes) em DMSO
anidro imediatamente antes da utilizac¢do. Adicionar FITC
para dar uma proporcdo de 40-80 ug por mg de anticorpo;
misturar imediatamente. Envolver o tubo em folha metdlica;
incubar e centrifugar a temperatura ambiente durante 1
hora. Remover o FITC gue ndoc reagiu e trocar o anticorpo
em carbonato 500 mM, pH 9,5 por filtracdo em gel ou
didlise.

3. Caracterizacdo do conjugado
Determinar F/P e a concentracdc de proteina por medicdo da

absorvancia a 280 e 495 nm. TIgG: 1 mg/mL tem um A(280) de
1,4; peso molecular = 150.000. IgM: 1 mg/mL tem um A(280)
de 1,2; peso molecular = 900.000. Fluoresceina: 1 mM tem
um A(495) de 68 e um A(280) de 11,8. Valores de F/P de 3-
10 sdo provavelmente Optimos para qualquer IgG particular.
Concentracdo de proteina: IgG (mg/mL) = [A(280) - 0,31%*
A(495)1/1,4.

IgM (mg/mL)=[A{280) - 0,31%A(483)1/1,2
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Detecg¢do por andlise de FRET
Una amostra de medula Ossea é& obtida de um doente com ALL

e os leucbdbcitos s&o isoladas de acordo com procedimentos
padrdo. Os leucdcitos sdo marcados com dois marcadores de
superficie celular para definir um subconjunto de
leucdcitos por meio de caracteristicas immunofenotipicas.
Foram wutilizados CD19(FITC-CD19) monoclonal anti-humano
conjugado com FITC e CD10(PE-CD10) monoclonal anti-humano
conjugado com PE. As células sdo entdo fixadas de acordo
com procedimentocs padrao, por exemplo em 1% de
paraformaldeido, para preservar a integridade da célula e
0 seu contetdo. A membrana da célula ¢é permeabilizada
usando um detergente, tal como saponina para fazer o
interior da célula acessivel ao conjunto de sondas. A
células s&o marcadas durante 1 hora a 4 graus Célsius no
escuro com uma mistura que contém um conjunto de sondas de
acordo com a invencdo (0,1 a 0,3 microgramas/mL de cada
sonda), compreendendo um anticorpo conjugado com biotina
marcada com Cy3 contra o motivo hélice-loop-hélice de TEL
e um anticorpo conjugado com biotina marcada com Cy5
contra o dominio Runt de AML1. Apds a lavagem das células
para remover as sondas n&o ligadas, as <células sé&o
incubadas com avidina ndo marcada para induzir uma
justaposicdo suficientemente proxima e estavel dos dois
anticorpos diferentes. As células sido depois analisadas
num citémetro de fluxo. Os resultados estdo apresentados
na Figura 4. O painel A apresenta a avaliacdo da proteina
de fusdo TEL-AML1 em células precursoras-B-ALL obtidas de

um doente na altura do diagndstico. 0s blastos ALL sé&o



primeiro bloqueados com base nas suas caracteristicas de
dispersdo de luz (dispersdo para frente versus dispersio
lateral. Depois, o©0s blastos CD19 positivos sdo bloqueados
(FL1 versus dispersdo lateral). A presenca da proteina de
fusdc TEL-AML1 ¢é facilmente detectavel no subconjunto de
células CD19+/CD10+ALL. No painel B, saoc apresentadas
andlises semelhantes do mesmo doente apds um protocolo de
terapia de «c¢inco semanas para avaliar a eficacia do
tratamento. Apenas 3% dos blastos CD10+ s&o positivos para
a proteina de fusdo TEL-AML1, isto &, apenas 0,2% do total
de leucédcitos. A deteccdo de tal baixa freguéncia de
células positivas TEL-AML1 (doenca residual minima) né&o

foi apresentada anteriormente.

Utilizamos o FacsCalibur para realizar medicbes de FRET
utilizando Cy3 e Cy5 como o par dador/aceitador. A
excitacdo de 488 nm ndo ¢é optima para Cy3 (543 seria
melhor), 632 é oOptima para Cy5, e com esta montagem se
pode obter curvas de distribuicdo de FRET razoavelmente
boas (na realidade, elas sdo melhores do que aquelas
obtidas com o par FITC/TRITC porque a autofluorescéncia é
um problema muito menor). Além disso, poderiamos utilizar
a banda 488->520 para correccdo da autofluorescéncia com
base em célula por célula. A aquisicdoc e anadlise dos dados

foram realizadas utilizando o software Cell Quest Pro.
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REIVINDICACOES

1. Conjunto de pelo menos uma primeira e uma segunda
sondas FRET para a deteccdo de uma proteina de fusdc cuja
proteina de fusdo compreende um primeiro local alvo
posicionado em lados opostos da regido de fusdo da

referida proteina de fusdo, caracterizado pelo fato de:

a) a primeira sonda (i) compreender um dominio que se
liga especificamente ao primeiro local alvo da
proteina de fusdo, (ii) ser proporcicnada com pelo
menos um primeiro grupo reactivo e (iii) ser
proporcionada com um primeiro corante FRET;

b) a segunda sonda (i) compreender um dominio que se
liga especificamente a um segundo alvo da proteina
de fusdo, (ii) ser proporcionada com peloc menos um
segundo grupo reactivo e (iii) ser proporcionada
com um segundo corante FRET;

em que

c) para evitar a auto associacdo das sondas, 08 grupos
reactivos na primeira sonda nao interagem
directamente com a segunda sonda, € 08 Jrupos
reactivos na segunda sonda ngo interagem
directamente com a primeira sonda;
d)as duas sondas nao interagem uma com a outra
excepto se for adicionada uma substédncia de ligacéo
que reage com O primeiro e o segundo grupos
reactivos;

e) depois da adicdo da substéncia de ligacdo, o0s
corantes FRET sdo postos a uma distancia de 100
Angstrom um do outro, deste modo permitindo a
transferéncia de energia e a deteccdo de sondas

justapostas.



2. Conjunto de acordo com a reivindicacdo 1, em que pelo
menos uma sonda é proporcionada com uma multiplicidade de

grupos reactivos.

3. Conjunto de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2 em
gque a referida sonda & um anticorpo ou um fragmento de

ligacédo funcionalmente equivalente ao mesmo.

4. Conjunto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, em que pelo menos um dos referidos

corantes é um fluordcromo.

5. Conjunto de acordo com a reivindicacdo 4, em gue ©
referido fluorécromo & seleccionado do grupo que consiste
em isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC), Texas Red (TR), R-ficoeritrina
(R-PE), aloficocianina (APC), membros das
ficobiliproteinas, Cy3, Cyb, Cyb,5, Cy7, corantes de
cianina, corantes Alexa Fluor, conjugados em tandem desses

fluordécromos e corantes de pontos quinticos.

6. Conjunto de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 5, em gue o referido grupo reactivo

compreende biotina.

7. Conjunto de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, em que a substlncia de ligacéo

compreende avidina ou estreptavidina.

8. Kit para diagndstico para a detecgdo de proteinas de
fusdc numa célula que compreende um conjunto de sondas de

acordo com qualquer uma das revindicacSes 1 a 7.



9. Método in vitro para a detecgdo da presenca de uma
proteina de fus&do numa célula, em gue a proteina de fusédo
compreende um primeiro local alvo e um segundo local alvo

posicionados em ladcs opostos da regido de fusdo da

referida proteina de fuséo, 0 referido método
compreendendo:
(1) pdr uma amostra que compreende uma célula em

contacto com um conjunto de pelo menos uma
primeira e uma segunda sondas FRET de acordo com
as reivindicacdes 1 a 8, em condicdes que
permitem a liga¢do das referidas sondas a
referida proteina de fuséo

(ii) adicionar a substéncia de ligacdo; e

(1ii) detectar a Jjustaposicdo das referidas sondas por

meio de FRET.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 9, que inclui
adicionalmente a etapa de corar a referida amostra para
pelo menos um marcador celular definir uma populagido de
células alve, o método compreendendo pdr a referida
amostra em contacto com um composto capaz de

selectivamente ligar-se ao referido marcador celular.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, em que o
referido marcador celular é um agrupamento de antigénios

de diferenciacdo (CD).

12. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
9 a 11, em que a referida proteina de fusdo é uma proteina

de fuséo especifica de tumor.



13, Método de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes
9 a 12, em que 0 sinal FRET & detectado por citometria de
fluxo, deste modo permitindo a deteccdo ao nivel de célula

Gnica.

Lisbca, 29 de Novembro de 2010
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